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DESCRIPCION
Procedimientos para detectar la enfermedad inflamatoria del intestino
CAMPO DE LA INVENCION

[0001] La presente invencién se refiere a perfiles de expresion génica en la patogénesis de la enfermedad
inflamatoria del intestino. Este descubrimiento encuentra uso en la deteccién y diagnéstico de la enfermedad
inflamatoria del intestino

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

[0002] La enfermedad inflamatoria del intestino (IBD), un trastorno inflamatorio crénico del tracto intestinal
padecido por aproximadamente un millén de pacientes en los Estados Unidos, se compone de dos grupos de
enfermedades principales: colitis ulcerosa (UC) y enfermedad de Crohn (CD). En ambas formas de IBD, los
microbios intestinales pueden iniciar la enfermedad en individuos genéticamente susceptibles. La UC esta
restringida a menudo al colon, mientras que la CD se produce normalmente en el ileo del intestino delgado y en el
colon. (Podolsky, D.K., N. Engl. J. Med. 347:417-429 (2002). Los perfiles de expresién génica de tejidos de
pacientes de IBD han proporcionado algunas evidencias de las posibles dianas para la terapia y/o el diagndstico
(véanse, por ejemplo, Dieckgraefe, B.K. y col., Physiol. Genomics 4: 1-11 (2000); Lawrance I.C. y col., Hum Mol
Genet. 10: 445-456 (2001); Dooley T.P. y col., Inflamm. Bowel Dis. 10: 1-14 (2004); y Uthoff S.M., Int J Oncol. 19:
803-810 (2001)). Investigaciones adicionales de la desregulacién génica en pacientes que experimentan la
enfermedad inflamatoria del intestino incluyen, por ejemplo, Lawrance, I.C. y col., cuyos perfiles de expresién génica
distintivos se dieron a conocer para algunos genes en la UC y la CD (Lawrance, I.C. y col., Human Mol. Genetics
10(5): 445-456 (2001)). Uthoff, S.M.S. y col., han dado a conocer la identificacion de genes candidatos para la UC y
la CD usando el andlisis de la micromatriz (Uthoff, S.M.S. y col., Intl. J. Oncology 19: 803-810 (2001). Dooley, T.P.y
col. han dado a conocer la correlaciéon de la expresion génica en la IBD con tratamiento con farmacos para el
trastorno (Dooley, T.P. y col., Inflamm. Bowel Dis. 10(1): 1-14 (2004).

[0003] Existe la necesidad de identificar marcadores biolégicos adicionales de la enfermedad inflamatoria del
intestino para uso en el diagnodstico de esta enfermedad crénica. La presente divulgacion cubre esta necesidad.

RESUMEN DE LA INVENCION

[0004] Se da a conocer en la presente memoria descriptiva el hallazgo Unico de que los miembros de la
superfamilia de genes LY6 estan regulados en exceso en la superficie de las células epiteliales intestinales (IEC) en
modelos de colitis de murino y en tejido intestinal de pacientes humanos que experimentan IBD, cuyos genes no se
expresan en |IEC sanas. La mayoria de los miembros de la familia LY6 son glicoproteinas superficiales celulares
ancladas por GPI con una amplia distribucién en células de origen hematopoyético y una expresion mas limitada en
células no hematopoyéticas. Aunque ampliamente usados como marcadores de diferenciacion de células inmunes
(Sunderkotter, C. y col., J. Immunol. 172: 4410-4417 (2004)), las funciones que la familia LY6 posee han sido
dificiles de elucidar (Shevach, E.M. y P.E. Korty, Immunol. Today 10: 195-200 (1989)). Los informes han demostrado
que las moléculas LY6 estan implicadas en una gama diversa de funciones que incluyen la activacion de linfocitos T
(Zhang, Z.X. y col., Eur. J. Immunol. 32: 1584-1592 (2002) y Henderson, S.C. y col., J. Immunol. 168: 118-126
(2002), olfato (Chou, J.H. y col., Genetics 157: 211-224 (2001) y adhesion celular (Jaakkola, 1. y col., J. Immunol.
170: 1283-1290 (2003)).

[0005] En el sentido més amplio, la invencion proporciona un procedimiento de deteccion del aumento de
expresion de genes de la familia de genes LY6 humanos en células o tejido gastrointestinal inflamado procedente de
un primer mamifero que experimenta enfermedad inflamatoria del intestino (IBD) con respecto a un mamifero del
control. En un sentido mas directo, se espera que el procedimiento sea aplicable al diagndstico de la IBD, IBD
asociada con la expresion de LY6H, LYPD1, LYPD3, y LYPD5, tal como colitis ulcerosa (UC) y Enfermedad de
Crohn (CD). El procedimiento de a invencién es util para detectar respondedores y no respondedores a tratamiento
terapéutico de la IBD. En una posible realizacion, la IBD es colitis ulcerosa (UC). La IBS puede ser Enfermedad de
Crohn (CD). En una realizacion, el tejido gastrointestinal es tejido de colon tal como colon sigmoideo. En una
realizacién, la expresion génica de LY6H, LYPD1, LYPD23 y/o LYPD5 aumenta en tejido gastrointestinal (tal como
tejido de colon) en una IBD, CD o UC. En una realizacion, el gen LY6H comprende el acido nucleico de la SEQ ID
NO: 1 y codifica el polipéptido de LY6H que comprende la SEQ ID NO: 2. En una realizacion, el gen LYPD1
comprende el acido nucleico de las SEQ ID NOS: 3 o 4 y codifica el polipéptido LYPD1 que comprende la SEQ ID
NO: 5. En una realizacién, el gen LYPD3 comprende el acido nucleico de la SEQ ID NO: 6 y codifica el polipéptido
LYPD3 que comprende la SEQ ID NO: 7. En una realizacion, el gen LYPD5 comprende el acido nucleico de las SEQ
ID NOS: 8 0 9 y codifica el polipéptido LYPD5 que comprende la SEQ ID NO: 10.

[0006] En una realizacion, el procedimiento de la invencidon comprende obtener una muestra de tejido
gastrointestinal procedente de un mamifero de prueba sospechoso de experimentar un trastorno intestinal, poner en
contacto el tejido con un agente detectable que interactia con la proteina LY6H, LYPD1, LYPD3 y/o LYPD5 o con
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acido nucleico que codifica LY6H, LYPD1, LYPD3 y/o LYPD5 y determinar el nivel de expresion de LY6H, LYPD1,
LYPD3 y/o LYPD5 con respecto a un tejido de control. En una realizacién, el aumento de expresién de LY6GH,
LYPD1, LYPD3 y/o LYPD5 con respecto al control es indicativo de IBD en el mamifero de prueba. En una
realizacién, el aumento de expresion de LY6H, LYPD1, LYPD3 y/o LYPD5 en el tejido gastrointestinal de prueba con
respecto al tejido gastrointestinal de control es indicativo de UC en el mamifero de prueba. En una realizacion, el
tejido o las células procedentes de la prueba y del mamifero del control son del colon.

[0007] En una realizacion, la expresion de LY6H, LYPD1, LYPD3 y/o LYPD5 se determina mediante la
deteccién de la expresion génica, tal como mediante la deteccién del ARNm que codifica LY6H, LYPD1, LYPD3 y/o
LYPDS5 en una muestra de tejido o células procedente del tracto gastrointestinal. En una realizacion, una muestra del
control es una muestra de tejido o células del mismo tejido o tipo de células obtenidos de un mamifero conocido que
no esta experimentando un trastorno gastrointestinal, tal como IBD, UC o CD. En una realizaciéon, una muestra del
control es un patrén universal que comprende ARN procedente de algunos tejidos normales o de multiples lineas
celulares. En andlisis de micromatrices, tales patrones universales son utiles para vigilar y controlar la variacion intra
e interexperimental. En una realizacion, un patron universal (o ARN de Referencia Universal (URR) se prepara tal
como se proporciona por Novoradovskaya, N. y col., (2004) BMC Genomics 5: 20. En una realizacion, para uso
como un control en el analisis de la micromatriz de ARN de ratén, el URR es un ARN de Referencia de Ratén
Universal de Stratagene (n° de catalogo 740100, Stratagene®, La Jolla, CA.). En una realizacion, para uso como un
control en un analisis de micromatriz de ARN humano, el URR es un ARN de Referencia Humano Universal de
Stratagene® (n° de catalogo 740000). En una realizacién, para uso como un control en el analisis de la micromatriz
de ARN de rata, el URR es un ARN de Referencia de Rata Universal de Stratagene® (n° de catalogo 740200). En
una realizacién, en la que el ARN es ARN de raton, las lineas celulares de las cuales se extrae el ARN total
comprenden lineas celulares derivadas de embriones, fibroblastos de embriones, rifién, hepatocitos de higado,
macrofagos alveolares de pulmoén, linfocitos B, linfocitos T (timo), glandulas mamarias, mioblastos de musculos, piel,
y testiculos. En una realizacion, en la que el ARN es ARN humano, las lineas celulares de las cuales se extrae el
ARN total comprenden lineas celulares derivadas de adenocarcinoma de glandula mamaria, hepatoblastoma de
higado, adenocarcinoma de cuello de utero, carcinoma embridnico o de testiculos, glioblastoma de cerebro,
melanoma, liposarcoma, linfoma histiocitico (macréfagos, histiocitos), leucemia linfoblastica de linfoblastos T,
melanoma plasmacitoma de linfocitos B. En una realizacion en la que el ARN es ARN de rata, las lineas celulares de
las cuales se extrae el ARN total comprenden lineas celulares derivadas de leucemia baséfila de la sangre, linfoma
de linfocitos T de la sangre, hibridoma de linfoblastos B de la sangre, glioma cerebral, carcinoma embriénico de saco
vitelino, fibroblasto embridnico normal, riidén normal, hepatoma de higado, macréfago alveolar normal pulmonar, tipo
Il alveolar normal pulmonar, adenocarcinoma de glandula mamaria, mioblastos de musculo, piel normal, tumor de
células de Leydig de los testiculos.

[0008] Se da a conocer en la presente memoria descriptiva un articulo de fabricacién que comprende un
recipiente y una composicién de materia contenida en el interior del recipiente, en el que la composicién de materia
comprende un acido nucleico que codifica LY6H, LYPD1, LYPD3 y/o LYPDS5 o sus complementos, y/o un anticuerpo
o anticuerpos dirigido(s) contra LY6H, LYPD1, LYPD3 y/o LYPD5 y/o uno de sus fragmentos de unién dirigido contra
LY6H, LYPD1, LYPD3 y/o LYPDS5, en el que los acidos nucleicos y/o los anticuerpos son detectables. La
composicion de la materia puede comprender detectar agentes para detectar la unién al acido nucleico, tales como,
sin limitacion, los acidos nucleicos que codifican LY6H, LYPD1, LYPD3 y/o LYPD5 o sus complementos, para el
acido nucleico de LY6H, LYPD1, LYPD3 y/o LYPD5 en una muestra de tejido de un mamifero de prueba
sospechoso de experimentar un trastorno intestinal. La composicién de materia puede comprender detectar agentes
para detectar la union del anticuerpo a, por ejemplo, LY6H, LYPD1, LYPD3 y/o LYPD5 en una muestra de tejido de
un mamifero de prueba sospechoso de experimentar un trastorno intestinal. El anticuerpo de la composicién puede
ser marcado de manera detectable. El anticuerpo de la composicion es detectable mediante un segundo anticuerpo,
cuyo segundo anticuerpo es detectable o marcado de manera detectable. El articulo puede comprender
opcionalmente ademas una marca prefijada al recipiente, o un envase insertado incluido con el recipiente, que se
refiere al uso del acido nucleico de LY6H, LYPD1, LYPD3 y/o LYPD5 o su complemento y/o al anticuerpo dirigido
contra LY6H, dirigido contra LYPD1, dirigido contra LYPD3 y/o dirigido contra LYPD5 o uno de sus fragmentos de
union a LY6H, LYPD1, LYPD3 y/o LYPD5 en la deteccion del aumento de expresion de LY6H, LYPD1, LYPD3 y/o
LYPD5 en tejido intestinal, incluyendo sin limitacion, tejido de colon. El trastorno intestinal puede ser tal como UC o
CD. El polipéptido LYPD1 y el anticuerpo dirigido contra LYPD1 pueden ser un anticuerpo tal como se da a conocer
en los documentos US7. 157 558 y US7. 144.990, respectivamente.

[0009] Se da a conocer en la presente memoria descriptiva un procedimiento para diagnosticar la presencia
de un trastorno intestinal en un mamifero, que comprende detectar el nivel de expresién de un gen que codifica el
polipéptido de LY6H, LYPD1, LYPD3 y/o LYPD5 (a) en una muestra de ensayo de tejido o células obtenidas de
dicho mamifero, y (b) en una muestra del control de células normales conocidas procedentes de un mamifero que no
experimenta un trastorno intestinal del mismo origen o tipo de tejido, en el que un nivel mayor de expresion del
polipéptido de LY6H, LYPD1, LYPD3 y/o LYPD5 en la muestra de ensayo, en comparaciéon con la muestra del
control, es indicativo de la presencia de un trastorno intestinal en el mamifero a partir del cual se obtuvo la muestra
de ensayo. El trastorno intestinal puede ser IBD tal como UC o CD. La deteccion puede ser poniendo en contacto un
anticuerpo con el polipéptido de LY6H, LYPD1, LYPD3 y/o LYPD5, o un fragmento de unién del anticuerpo, con las
muestras de ensayo y del control y determinar la cantidad relativa de formacion del complejo anticuerpo-polipéptido.
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Un nivel mayor de formacion del complejo anticuerpo-polipéptido en la muestra de ensayo con respecto a la muestra
del control es indicativo de trastorno intestinal, tal como IBD, UC o CD, en el mamifero de prueba. El anticuerpo
puede ser marcado de manera detectable o, alternativamente, el anticuerpo se detecta mediante la posterior union
de un segundo anticuerpo que es detectable.

[0010] Se da a conocer en la presente memoria descriptiva un procedimiento para diagnosticar la presencia de un
trastorno intestinal en un mamifero, que comprende (a) poner en contacto una muestra de ensayo que comprende
tejido o células obtenidas a partir del mamifero de prueba con un oligonucleétido que se hibrida con un rigor alto al
acido nucleico de LY6H, LYPD1, LYPD3 y/o LYPD5 (o su complemento) o un anticuerpo que se une de manera
especifica al polipéptido de LY6H, LYPD1, LYPD3 y/o LYPD5 y (b) detectar la formacién de un complejo entre el
oligonucleétido o el anticuerpo y el acido nucleico de LY6H, LYPD1, LYPD3 y/o LYPD5 (o su complemento) o el
polipéptido de LY6H, LYPD1, LYPD3 y/o LYPD5, respectivamente, en la muestra de ensayo, en el que la formacion
de la mayoria de dicho complejo en la muestra de ensayo con respecto a una muestra del control es indicativa de la
presencia de un trastorno intestinal (tal como IBD, UC o CD) en el mamifero de prueba. El trastorno intestinal puede
ser IBD tal como UC o CD. El tejido de los mamiferos de prueba y del control puede ser tejido de colon.
Opcionalmente, el anticuerpo de unién al polipéptido de LY6H, LYPD1, LYPDS3 y/o LYPDS o el oligonucledtido que
hibrida el gen LY6H, LYPD1, LYPD3 y/o LYPD5 empleado mediante el procedimiento de la invencion es detectable,
marcado de manera detectable, unido a un soporte sélido, o similar, y/o la muestra de ensayo de tejido o células se
obtiene a partir de un individuo sospechoso de experimentar un trastorno intestinal, en el que el trastorno es IBD, tal
como, sin limitacion, UC o CD.

[0011] Se da a conocer en la presente memoria descriptiva el uso de (a) un polipéptido de LY6H, LYPD1, LYPD3
y/o LYPD5, (b) un acido nucleico que codifica un polipéptido de LY6H, LYPD1, LYPD3 y/o LYPD5 o un vector o
célula hospedadora que comprende el &cido nucleico de (a), (c) un anticuerpo dirigido contra el polipéptido de LYGH,
LYPD1, LYPD3 y/o LYPD5, o (d) un oligopéptido de union a LY6H, LYPD1, LYPD3 y/o LYPDS, en la preparacién de
un medicamento util para la deteccion diagnéstica de un trastorno intestinal, incluyendo sin limitacion, IBD CD o UC,
en un tejido intestinal de un mamifero, incluyendo sin limitacién tejido de colon.

[0012] Se da a conocer en la presente memoria descriptiva un procedimiento para detectar una respuesta
terapéutica a un farmaco en un mamifero tratado con un agente terapéutico de IBD, en el que el procedimiento
comprende determinar la expresion de LY6H, LYPD1, LYPD3 y/o LYPD5 en tejido gastrointestinal de un mamifero
de prueba con respecto a un tejido gastrointestinal del control de un mamifero del control, en el que un mayor nivel
de expresion de LY6H, LYPD1, LYPD3 y/o LYPD5 en un tejido de ensayo con respecto a un tejido del control indica
un estado de enfermedad o la continuacion del estado de enfermedad. Una diferencia en la expresion de LY6GH,
LYPD1, LYPD3 y/o LYPD5 en el tejido de prueba que no sea significativamente mayor que la de los niveles de
expresion del control normales o que esté comprendida dentro de un intervalo de niveles de expresion normales
para LY6H, LYPD1, LYPD3 y/o LYPD5 en una poblacién de mamiferos indica la mejora o la resolucién del trastorno
intestinal, cuya mejora o resolucién se puede atribuir al agente terapéutico. Una respuesta terapéutica se determina
cuando los niveles de expresion de LY6H, LYPD1, LYPD3 y/o LYPD5 en tejido gastrointestinales o de colon o
células del mamifero tratado con un agente terapéutico son diferentes (la expresion es mas similar al control normal,
es decir, los niveles de LY6H, LYPD1, LYPD3 y/o LYPD5 son inferiores de los niveles de expresion de LY6H,
LYPD1, LYPD3 y/o LYPD5 en el mamifero antes del tratamiento.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

[0013] Las Figuras 1Ay 1B representan graficamente la secuencia de acido nucleico (SEQ ID NO: 1) que codifica
el polipéptido de LY6H humano y la secuencia de aminoacidos del polipéptido de LY6H humano (SEQ ID NO: 2).

[0014] Las Figuras 2A y 2B representan graficamente las secuencias de acido nucleico (SEQ ID NOS: 3 y 4) que
codifican el polipéptido LYPD1 humano y la secuencia de aminoacidos del polipéptido LYPD1 humano que se
muestra en la Figura 2C (SEQ ID NO: 5).

[0015] Las Figuras 3A y 3B representan graficamente la secuencia de acido nucleico (SEQ ID NO: 6) que codifica
el polipéptido LYPD3 humano y la secuencia de aminoacidos del polipéptido LYPD3 humano (SEQ ID NO: 7).

[0016] Las Figuras 4A y 4B representan graficamente las secuencias de acido nucleico (SEQ ID NOS: 8 y 9) que
codifican el polipéptido LYPD5 humano y la secuencia de aminoacidos del polipéptido LYP5 humano que se muestra
en la Figura 4C (SEQ ID NO: 10).

[0017] Las Figuras 5A y 5B representan graficamente la secuencia de acido nucleico (SEQ ID NO: 11) que
codifica el polipéptido de LYBD humano y la secuencia de aminoacidos del polipéptido de LY6D humano (SEQ ID
NO: 12).

[0018] Las Figuras 6A y 6B representan graficamente la secuencia de acido nucleico (SEQ ID NO: 13) que
codifica el polipéptido de LYGE y la secuencia de aminoacidos del polipéptido de LYBE humano (SEQ ID NO: 14).
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[0019] Las Figuras 7A y 7B representan graficamente la secuencia de acido nucleico (SEQ ID NO: 15) que
codifica el polipéptido LYPD2 humano y la secuencia de aminoacidos del polipéptido LYPD2 humano (SEQ ID NO:
16).

[0020] Las Figuras 8A-8H representan graficamente las secuencias de moléculas GLG-1 (ESL-1): (A-B) N° de
Acceso U64791, secuencia de &cido nucleico (SEQ ID NO: 17) que codifica el polipéptido GLG-1 (ESL-1) (SEQ ID
NO: 18); (C-D) N° de Acceso NM_012201, secuencia de acido nucleico (SEQ ID NO: 19) que codifica el polipéptido
GLG-1 humano (ESL-1) (SEQ ID NO: 20); (E-F) N° de Acceso AK 172806, secuencia de acido nucleico (SEQ ID NO:
21) que codifica el polipéptido GLG-1 humano (ESL-1) (SEQ ID NO: 22); y N° de Acceso AK131501, secuencia de
acido nucleico (SEQ ID NO: 23) que codifica el polipéptido GLG-1 humano (ESL-1) (SEQ ID NO: 24).

[0021] Las Figuras 9A y 9B representan graficamente la secuencia de acido nucleico (SEQ ID NO: 25) que
codifica el polipéptido de LYBA de murino y la secuencia de aminoacidos del polipéptido de LY6A de murino (SEQ ID
NO: 26).

[0022] Las Figuras 10A y 10B representan graficamente la secuencia de acido nucleico (SEQ ID NO: 27) que
codifica el polipéptido de LY6C de murino y la secuencia de aminoacidos del polipéptido de LY6C de murino (SEQ
ID NO: 28).

[0023] Las Figuras 11A y 11B representan graficamente la secuencia de acido nucleico (SEQ ID NO: 29) que
codifica el polipéptido de LY6D de murino y la secuencia de aminoacidos de polipéptido de LY6D de murino (SEQ ID
NO: 30).

[0024] Las Figuras 12A y 12B representan graficamente la secuencia de acido nucleico (SEQ ID NO: 31) que
codifica el polipéptido de LYGE de murino y la secuencia de aminoacidos del polipéptido de LYGE de murino (SEQ ID
NO: 32).

[0025] Las Figuras 13A y 13B representan graficamente la secuencia de acido nucleico (SEQ ID NO: 33) que
codifica el polipéptido de LY6F de murino y la secuencia de aminoacidos del polipéptido de LY6F de murino (SEQ ID
NO: 34).

[0026] Las Figuras 14A y 14B representan graficamente la secuencia de acido nucleico (SEQ ID NO: 35)
que codifica el polipéptido de LY6K de murino y la secuencia de aminoacidos de polipéptido de LY6k de murino
(SEQ ID NO: 36).

[0027] Las Figuras 15A y 15B representan graficamente la secuencia de acido nucleico (SEQ ID NO: 37)
que codifica el polipéptido de LYBK de murino y la secuencia de aminoacidos de polipéptido de LY6k de murino
(SEQ ID NO: 38).

[0028] Las Figuras 16A y 16B representan graficamente la secuencia de acido nucleico (SEQ ID NO: 45)
que codifica el polipéptido LYPD3 de murino y la secuencia de aminoacidos del polipéptido LYPD3 de murino (SEQ
ID NO: 46).

[0029] Las Figuras 17A y 17B representan graficamente la secuencia de acido nucleico (SEQ ID NO: 47)
que codifica el polipéptido de LY6H de murino y la secuencia de aminoacidos del polipéptido de LY6H de murino
(SEQ ID NO: 48).

[0030] Las Figuras 18A y 18B representan graficamente la secuencia de acido nucleico (SEQ ID NO: 49) que
codifica el polipéptido LYPD1 de murino y la secuencia de aminoacidos del polipéptido LYPD1 de murino (SEQ ID
NO: 50).

[0031] Las Figuras 19A y 19B representan graficamente la secuencia de acido nucleico (SEQ ID NO: 51) que
codifica el polipéptido LYPD2 de murino y la secuencia de aminoacidos del polipéptido LYPD2 de murino (SEQ ID
NO: 52).

[0032] Las Figuras 20A y 20B representan graficamente la secuencia de acido nucleico (SEQ ID NO: 53) que
codifica el polipéptido de LY6g5c de murino y la secuencia de aminoacidos de polipéptido de LY6g5c de murino
(SEQ ID NO: 54).

[0033] Las Figuras 21A y 22B representan graficamente la secuencia de acido nucleico (SEQ ID NO: 55) que
codifica el polipéptido de LY6g6¢c de murino y la secuencia de aminoacidos del polipéptido de LY6g6c de murino
(SEQ ID NO: 56).

[0034] Las Figuras 22A y 22B representan graficamente la secuencia de acido nucleico (SEQ ID NO: 57) que
codifica el polipéptido SLURP2/LYNX1 de murino y la secuencia de aminoacidos del polipéptido SLURP2/LYNX1 de
murino (SEQ ID NO: 58)
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[0035] La Figura 23 muestra que los miembros de la familia LY6 estan regulados en exceso en IEC en modelos de
colitis en murino. Se aislaron las IEC del modelo de colitis IL10™ (Figura 23A) y el de transferencia de CD45RB™
(Figura 23B) mediante LCM y se purificé el ARN. Se llevé a cabo el analisis de la micromatriz y se analizé tal como
se describe en los Ejemplos. Los numeros representan el promedio del cambio de plegado en comparacion con el
ARN estandar universal de ratones coliticos sobre ratones sanos. Los numeros por debajo de la cartografia térmica
indican la puntuacion de inflamacion del raton individual.

[0036] Las Figuras 24A-24D muestran que la expresion superficial de las moléculas LY6 esta regulada en exceso
en IEC en el modelo IL10-/- de colitis. Ratones silvestres (Figura 24A) o IL10-/- (Figura 24B) se tifieron para la
expresion superficial de LYBA (verde, con color de contraste DAPI). De manera similar, ratones silvestres (Figura
24C) o IL10-/. (Figura 24D) se tifieron para la expresion superficial de LY6C.

[0037] Las Figuras 25A-25] muestran que la expresion superficial de LYBA y LY6BC esta regulada en exceso en
respuesta a citocinas inflamatorias, particularmente IFNy. Células YAMC se trataron con la citocina indicada durante
15 horas y se tifieron para la expresion superficial de LY6C (Figura 25A) y LY6A (Figura 25B). Se cultivaron células
YAMC durante 15 horas en presencia de dosis crecientes de IFNy y se analizaron mediante citometria de flujo para
la expresion de LY6C (Figura 25C) y LYBA (Figura 25D). Se recogieron células YAMC estimuladas con IFNy en
diversos momentos de tiempo, tal como se indica, y se analizaron mediante citometria de flujo para la expresion de
LY6C (Figura 25E) y LYBA (Figura 25F). IL-22 regulé en exceso la expresion de LY6C (Figura 25G) y LY6GA (Figura
25H). Los niveles de LYBA y LY6c¢ estuvieron regulados en exceso en la linea IEC de murino, CMT93 en respuesta
al tratamiento con IFNy (Figura 25I).

[0038] Figuras 26A-26E. El agotamiento de balsas lipidicas dio como resultado una inhibicion de la produccién de
quimiocina medida por LY6C. Se incubaron células YAMC con colesterol agotado (barras oscuras) o no agotado
(barras abiertas) con nati-KLH o anti-LY6C unido a placa tal como se indicé durante 15 horas. Se recogi6 el ARN y
se determinaron los niveles de expresion de CXCL2, CXCL5, y CCL7 (Figuras 26A-26C) Los niveles superficiales de
LYBA (Figura 26D) y LY6C (Figura 26E) disminuyeron en respuesta al agotamiento del colesterol

[0039] Las Figuras 27A-27D muestran que la reticulacion de LY6C, pero no la de LYBA, induce la regulacion en
exceso de la expresion superficial de LYBA y LY6C. Se incubaron células YAMC durante 24 horas en placas
revestidas con anti-KLH del control, anti-LYBA o anti-LY6C y se analizaron mediante citometria de flujo para la
expresion de LY6C (Figura 27A) o LY6A (Figura 27B). Se pretrataron las células durante 12 horas con 100 U/ml de
IFNy y se plaquearon de manera similar en placas revestidas de anticuerpo y se analizaron para la expresion de
LY6C (Figura 27C) o LY6A (Figura 27D).

[0040] Las Figuras 28A-28C muestran que la reticulacion de LY6C, pero no la de LY6A, induce la secrecion de
quimiocinas. Figura 28A: Se preincubaron células YAMC o no, tal como se indica, con 100 U/ml de IFNy durante 15
horas y se cultivaron en placas revestidas con 10 pg/ml de anti.LYBA (barras negras) o anti-LYBC (barras
sombreadas) o anti-KLH del control (barras abiertas). Se aislé el ARN a las 24 (izquierda), 48 (centro) y 72 (derecha)
horas y se analizd para la expresion de CXCL5 o CCL7 (A). Los datos indican el promedio + DE del cambio de
plegado (tal como se determind mediante el procedimiento 2'AACt) en comparacién con células reticuladas isotipicas
no tratadas. Figura 28B: Se recogieron los sobrenadantes a las 48 horas en las células reticuladas, como
anteriormente, con 1, 5 0 10 pg/ml (tal como se indica) de secrecion de anticuerpo y se determiné la secrecion de
CXCLS5 en el sobrenadante mediante ELISA, *<0,05. Figura 28C: Disminuyeron los niveles de CXCL5 y CXCL2 en
respuesta a la reticulacion de LY6C cuando los niveles de LY6C se inactivaron con ARNip.

[0041] Las Figuras 29A-29B muestran que las IEC en colitis poseen un modelo de expresion génica de la
quimiocina similar. Se aislaron IEC en el modelo de colitis IL10™ (Figura 29A) y en el de transferencia de CD45RB""
(Figura 29B) mediante LCM y se purificé el ARN. Se llevé a cabo el analisis de la micromatriz y se analizé tal como
se describe en los Ejemplos. Los numeros representan el promedio del cambio del plegado en comparacion con el
ARN estandar universal de ratones coliticos sobre ratones sanos. Los numeros por debajo de la cartografia térmica
indican la puntuacion de la inflamacion del raton individual.

[0042] Las Figuras 30A-30C muestran que la expresion de los genes de la familia LY6 humana estan regulados
en exceso en las células de colon tratadas con citocinas. Células colo-205 humanas se trataron con las citocinas
indicadas, o combinaciones de citocinas, durante 18 o 24 horas. Se muestra el aumento de plegado en la expresion
de LY6H humano (Figura 30A), LYPD3 humano (Figura 30B), y LYPD5 humano (Figura 30C) con respecto a la -
actina del control.

[0043] Las Figuras 31A-31B muestran que los pacientes con Enfermedad de Crohn tienen elevados niveles de
LYPD1 (Figura 31A) y LYPD5 (Figura 31B) en el colon. Se obtuvieron muestras de tejido de pacientes de IBD
humana y se determind la expresion génica de LYPD1 y LYPD5. Se observé un aumento estadisticamente
significativo en la expresion génica de LYPD1 y LYPD5 en tejidos inflamados de pacientes de CD. Se observo
también un aumento estadisticamente significativo de LYPD5 en tejidos inflamados de pacientes de UC. Los valores
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del eje Y reflejan la expresion génica con respecto a un patrén de ARN universal.

[0044] Las Figuras 32A y 32B muestran (A) células COS sin transfectar, y (B) células COS transfectadas con el
polipéptido GLG-1 (ESL-1) y tefiidas con la proteina LYPD5-Fc.

[0045] La Figura 33A representa graficamente la estructura de GLG-1 o ESL-1 y diversos fragmentos adecuados
para caracterizar la union de LYPD5 y la Figura 33B muestra los resultados de un estudio de inmunoprecipitacion
simultanea que caracteriza la union de LYPDS5 y un ligando de LYPDS5.

[0046] La Figura 34A representa graficamente la estructura de GLG-1 o ESL-1 y diversos fragmentos adecuados
para caracterizar la union de LYPD5 y la Figura 34B muestra los resultados de un estudio de inmunoprecipitacion
simultdnea que caracteriza la uniéon de LYPDS y un ligando de LYPD5.

[0047] La Figura 35A representa graficamente la estructura de GLG-1 o ESL-1 y diversos fragmentos adecuados
para caracterizar la union de LYPD5 y la Figura 35B muestra los resultados de un estudio de inmunoprecipitacion
simultanea que caracteriza la unién de LYPDS5 y un ligando de LYPD5

[0048] Las Figuras 36A y 36B representan graficamente la secuencia de acido nucleico (SEQ ID NO: 68) que
codifica la integrina humana, beta 7, y la secuencia de aminoacidos del polipéptido beta 7 de la integrina humana
(SEQ ID NO: 69).

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION
Definicién

[0049] “Enfermedad Inflamatoria del Intestino” o “IBD” se usa indistintamente en la presente memoria descriptiva
para referirse a las enfermedades del intestino que producen inflamaciéon y/o ulceraciéon e incluye, sin limitacion,
enfermedad de Crohn y colitis ulcerosa.

[0050] La “enfermedad de Crohn (CD)” o la “colitis ulcerosa (UC)” son enfermedades inflamatorias cronicas del
intestino de etiologia desconocida. La enfermedad de Crohn, a diferencia de la colitis ulcerosa, puede afectar
cualquier parte del intestino. La caracteristica mas destacada de la enfermedad de Crohn es el engrosamiento
edematoso granular purpura rojizo de la pared del intestino. Con el desarrollo de la inflamacion, estos granulomas
pierden a menudo sus bordes circunscritos y se integran con el tejido que los rodea. La diarrea y la obstruccion del
intestino son las caracteristicas clinicas predominantes. Como con la colitis ulcerosa, la enfermedad de Crohn no se
cura mediante la reseccion del segmento de intestino implicado. La mayor parte de los pacientes con enfermedad de
Crohn requieren cirugia en algdn momento, pero son frecuentes las recaidas posteriores y es normal el tratamiento
médico continuo.

[0051] La enfermedad de Crohn puede implicar cualquier parte del tracto alimentario desde la boca al ano, aunque
normalmente aparece en las regiones ileocdlica, del intestino delgado o coldnica anorrectal. Histopatolégicamente, la
enfermedad se manifiesta por granulomatomas continuos, abscesos en la cripta, fisuras y ulceras aftosas. El
infiltrado inflamatorio estd mezclado, constituido por linfocitos (linfocitos T y B), células plasmaticas, macroéfagos, y
neutréfilos. Existe un aumento desproporcionado en las células plasmaticas que secretan IgM e IgG, macréfagos y
neutrofilos.

[0052] Los farmacos antiinflamatorios sulfasalazina y acido 5-aminosalicilico (5-ASA) son Utiles para tratar la
enfermedad de Crohn colonica poco activa y se prescriben comunmente para mantener la remision de la
enfermedad. Metroidazol y ciprofloxacina son similares en eficacia a la sulfasalazina y parecen ser particularmente
utiles para tratar la enfermedad perianal. En los casos mas graves, los corticoesteroides son eficaces en el
tratamiento de las exacerbaciones activas y pueden incluso mantenerse hasta la remision. Azatioprina y 6-
mercaptopurina se han mostrado satisfactorios en pacientes que requieren la administracion crénica de
corticoesteroides. Es también posible que estos farmacos puedan jugar un papel en la profilaxis a largo plazo.
Desafortunadamente, existe un retraso muy largo (de hasta seis meses) antes del comienzo de la accién en algunos
pacientes.

[0053] Los farmacos antidiarreicos pueden proporcionar también alivio sintomético en algunos pacientes. La
terapia nutricional o la dieta elemental pueden mejorar el estado nutricional de los pacientes e inducir la mejora de la
enfermedad aguda, pero no inducen remisiones clinicas sostenidas. Se usan antibidticos en el tratamiento
secundario del crecimiento en exceso bacteriano en el intestino delgado y en el tratamiento de complicaciones
pidgenas.

[0054] La “colitis ulcerosa” (UC) afecta al intestino grueso. El curso de la enfermedad puede ser continuo o con
recaidas, leves o graves. La lesion mas temprana es una infiltracion inflamatoria con formaciéon de abscesos en la
base de las criptas de Lieberkiihn. La coalescencia de estas criptas distendidas y rotas tiende a separar la mucosa
que las cubre de su suministro de sangre, lo que conduce a la ulceracion. Los sintomas de esta enfermedad
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incluyen la aparicion de cdlicos, dolor abdominal inferior, sangrado rectal, y frecuente, heces sueltas constituidas
principalmente por sangre, pus y moco, con escasas particulas fecales. Puede necesitarse una colectomia total para
la colitis aguda, grave o crénica, sin remision

[0055] Las caracteristicas clinicas de la UC son muy variables, y el comienzo puede ser gradual o subito, y puede
incluir diarrea, tenesmo y sangrado rectal recurrente. Con implicacion rapida de todo el colon, se puede producir una
emergencia con riesgo para la vida, el megacolon toxico. Las manifestaciones extraintestinales incluyen artritis,
pioderma gangrenoso, uveitis y eritema nudoso.

[0056] EI tratamiento de la UC incluye sulfasalazina y farmacos que contienen salicilato relacionados para casos
leves y farmacos corticoesteroides en casos graves. La administracion tépica tanto de salicilatos como de
corticoesteroides es algunas veces eficaz, particularmente, cuando la enfermedad esta limitada al intestino distal, y
se asocia con pequefios efectos secundarios en comparacion con el uso sistémico. Las medidas de apoyo, tales
como la administracion de hierro y de agentes antidiarreicos estan indicadas en algunos casos. Se prescriben
también algunas veces azatioprina, 6-mercaptopurina y metotrexato para uso en casos refractarios dependientes de
corticoesteroides.

[0057] Tal como se usa en la presente memoria descriptiva, “miembro de la familia de genes LY6” o “miembro de
la superfamilia de genes LY6” se usa indistintamente en la presente memoria descriptiva para referirse a un gen que
tiene homologia con los miembros de la familia de genes LY6, la mayoria de cuyos miembros de la familia de genes
son glicoproteinas superficiales celulares ancladas a GPl con amplia distribucion en células de origen
hematopoyético y expresion mas limitada en células no hematopoyéticas. Los miembros de esta familia de genes se
usan como marcadores de la diferenciacién de células inmunes (Sunderkotter, C. y col., J. Immunol. 172: 4410-4417
(2004)). Se han examinado los genes de la familia LY6 (Shevach, E.M. y P.E. Korty, Immunol. Today 10: 195-200
(1989)) y las funciones incluyen la activacion de los linfocitos T (Zhang, Z.X. y col., Eur. J. Immunol. 32: 1584-1592
(2002) y Henderson, S.C. y col., J. Immunol. 168: 118-126 (2002), olfato (Chou, J.H. y col., Genetics 157: 211-224
(2001) y adhesion celular (Jaakkola, I. y col., J. Immunol. 170: 1283-1290 (2003)). Los miembros de la familia de
genes LY6 incluyen, sin limitaciéon, miembros de la familia de genes LY6 de mamiferos, tales como los genes de la
familia LY6 de ratén o ser humano. Tal como se usa aqui, “gen LY6” se refiere a un miembro de la familia de genes
LY6 y “polipéptido de LY6” se refiere al polipéptido codificado por un gen LY6. Los miembros de la familia de genes
LY6 de murino incluyen, sin limitacion, LY6GA (NM_010738, acido nucleico de la SEQ ID NO: 25 que codifica el
polipéptido de SEQ ID NO: 26), LY6C (mM_010741, acido nucleico de la SEQ ID NO: 27, que codifica el polipéptido
de SEQ ID NO: 28); LY6D (NM_003695, acido nucleico de la SEQ ID NO: 29 que codifica el polipéptido de SEQ ID
NO: 30), LY6GE (mM_002346, acido nucleico de la SEQ ID NO: 31 que codifica el polipéptido de SEQ ID NO: 32),
LY6F (NM_008530, acido nucleico de la SEQ ID NO: 33 que codifica el polipéptido de SEQ ID NO: 34), LY6I
(NM_020498, acido nucleico de la SEQ ID NO: 35 que codifica el polipéptido de SEQ ID NO: 36), y LY6K
(NM_017527, acido nucleico de la SEQ ID NO: 37 que codifica el polipéptido de SEQ ID NO: 38. Los miembros de la
familia de genes LY6 humano incluyen, sin limitacion, LY6H (NM_002347, acido nucleico de la SEQ ID NO: 1 que
codifica el polipéptido de SEQ ID NO: 2), LYPD1 (NM_144586, acido nucleico de las SEQ ID NOS: 3 o 4 que codifica
el polipéptido de SEQ ID NO: 5), LYPD3 (NM:014400, 4cido nucleico de la SEQ ID NO: 6 que codifica el polipéptido
de SEQ ID NO: 7), LYPD5 (NM_182573, acido nucleico de las SEQ ID NOS: 8 o 9 que codifica el polipéptido de
SEQ ID NO: 10), LY6D (NM_003695, acido nucleico de la SEQ ID NO: 11 que codifica el polipéptido de SEQ ID NO:
12), LYBE (NMNM_002346, acido nucleico de la SEQ ID NO: 13 que codifica el polipéptido de SEQ ID NO: 14),
LYPD2 (NM_205545, acido nucleico de la SEQ ID NO: 15 que codifica el polipéptido de SEQ ID NO: 16). En las
realizaciones, el polinucledtido de cada miembro de la familia de genes LY6 dado a conocer en la presente memoria
descriptiva comprende al menos 15, al menos 25, al menos, al menos 50, al menos 100, al menos 250, al menos
500, al menos 750, al menos 1000, al menos 1250, al menos 1500, al menos 1750, al menos 2000, o al menos 2040
nucleétidos contiguos de las 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, 0 57, o el polinucleétido miembro de la familia de genes LY6 comprende las 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, o 57. En una realizacién, un polinucleétido que se une a un
polinucledtido miembro de la familia de genes 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, 0 57), o uno de sus fragmentos, tiene al menos un 75 %, al menos un 80 %, al menos un
85 %, al menos un 90 %, al menos un 95 %, al menos un 97 %, al menos un 99 % o u 100 % de identidad de la
secuencia con el polipéptido de LY6 o uno de sus fragmentos. En una realizacion, el polipéptido miembro de la
familia de genes LY6 comprende al menos 10, al menos 25, al menos 50, al menos 75, al menos 100, al menos 125,
al menos 150, al menos 175, al menos 200, al menos 225, al menos 250, al menos 275, al menos 300, o al menos
325, al menos, aminoacidos contiguos de las SEQ ID NOS: NOs: 2, 5, 7, 10, 12, 14, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 46,
48, 50, 52, 54, 56, o 58, o el polipéptido miembro de la familia de genes LY6 comprende las SEQ ID NOS: 2, 5, 7,
10, 12, 14, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 46, 48, 50, 52, 54, 56, o 58.

[0058] Un “polipéptido de secuencia natural” de cualquiera de los miembros de la familia de genes LY6 comprende
un polipéptido que tiene la misma secuencia de aminoacidos que el polipéptido miembro de la familia de genes LY6
correspondiente derivado de la naturaleza. Dichos polipéptidos LY6 de secuencia natural se pueden aislar de la
naturaleza o se pueden producir mediante procedimientos recombinantes o sintéticos. El término “polipéptido de LY6
de secuencia natural” abarca especificamente las formas truncadas o secretadas que se producen naturalmente del
polipéptido de LY6 especifico (por ejemplo, una secuencia de dominio extracelular), las formas variantes que se
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producen naturalmente (por ejemplo, formas alternativamente de corte y empalme) y las variantes alélicas que se
producen naturalmente del polipéptido. En un aspecto especifico, los polipéptidos LY6 de secuencia natural dados a
conocer en la presente memoria descriptiva son polipéptidos de secuencia natural maduros o de longitud completa
que corresponden a las secuencias en las Figuras 1-7 y las SEQ ID NOS: 2, 5, 7, 10, 12, 14, 26, 28, 30, 32, 34, 36,
38, 46, 48, 50, 52, 54, 56, o 58.

[0059] Tal como se usa en la presente memoria descriptiva, una “variante del polipéptido de LY6” significa un
polipéptido de LY®6, preferiblemente, sus formas biolégicamente activas, tal como se define en la presente memoria
descriptiva, que tienen al menos aproximadamente un 80 % de identidad en la secuencia de aminoacidos con una
secuencia del polipéptido de LY6 de la secuencia natural de longitud completa, tal como se da a conocer en la
presente memoria descriptiva, y sus formas variantes que carecen del péptido sefial, un dominio extracelular, o
cualquier otro fragmento de un polipéptido de LY6 de secuencia natural de longitud completa tal como se referencia
en la presente memoria descriptiva. Dichas variantes de polipéptidos incluyen, por ejemplo, polipéptidos en los que
se afiaden o se eliminan uno o mas restos de aminoacidos en el extremo N o C de la secuencia de aminoacidos
natural de longitud completa. En un aspecto especifico, dichas variantes de polipéptidos tendran al menos
aproximadamente un 80 % de identidad de la secuencia de aminoacidos, alternativamente al menos
aproximadamente un 81 %, 82 %, 83 %, 84 %, 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %,
96 %, 97 %, 98 %, 0 99 % de identidad de la secuencia de aminoacidos, para un polipéptido de secuencia del
polipéptido de LY6 de secuencia natural de longitud completa, tal como se da a conocer en la presente memoria
descriptiva, y sus formas variantes que carecen de un péptido sefial, un dominio extracelular, o cualquier otro
fragmento de un polipéptido de LY6 de secuencia natural de longitud completa tal como se da a conocer en la
presente memoria descriptiva.

[0060] “Porcentaje ( %) de identidad de la secuencia de aminoacidos” con respecto a la secuencia de polipéptido
de LY6 identificada en la presente memoria descriptiva se define como el porcentaje de restos de aminoacidos en la
secuencia candidata que son idénticos con los restos de aminoacidos en la secuencia del polipéptido de LY6
especifica, después de alinear las secuencias e introducir los huecos, si es necesario, para conseguir el maximo
porcentaje de identidad de la secuencia, y de no considerar ninguna sustitucién conservativa como parte de la
identidad de la secuencia. La alineacion con el fin de determinar el porcentaje de identidad de la secuencia de
aminoacidos se puede conseguir de diversas maneras que se encuentran comprendidas dentro de los
conocimientos del experto en la técnica, por ejemplo, usando software informatico publicamente disponible tal como
software BLAST, BLAST-2, ALIGN o Megalign (DNASTAR). Los expertos en la técnica pueden determinar los
parametros apropiados para medir la alineacién, que incluyen cualquier algoritmo necesario para conseguir la
maxima alineacién sobre la longitud completa de las secuencias que se estan comparando. Para los objetivos de la
presente memoria descriptiva, sin embargo, % de valores de identidad de la secuencia de aminoacidos se generan
usando el programa informatico de comparaciéon de secuencias ALIGN-2, en el que el cédigo fuente completo del
programa ALIGN-2 se proporciona en la Tabla 1 a continuacién. El programa informatico de comparaciéon de
secuencias ALIGN-2 ha sido autorizado por Genentech, Inc. y el cédigo fuente que se muestra en la Tabla 1
siguiente ha sido completado con la documentacion del usuario en la U.S. Copyright Office, Washington D.C.,
20559, en la que se ha registrado con el U.S. Copyright Registration N°. TXU510087. EI programa ALIGN-2 esta
publicamente disponible a través de Genentech, Inc., South San Francisco, California o se puede compilar a partir
del cédigo fuente proporcionado en la Tabla 1 a continuacién. El programa ALIGN-2 debe compilarse para el uso en
un sistema operativo UNIX, preferiblemente UNIX digital V4.0D. Todos los parametros de comparacion de
secuencias se configuran mediante el programa ALIGN-2 y no varian.

[0061] Tal como se usa en la presente memoria descriptiva “polinucledtido variante LY6” o “secuencia de acido
nucleico variante de LY6”, o “gen LY6” se refiere a una molécula de acido nucleico que codifica un polipéptido
miembro de la familia del gen LY®6, preferiblemente, sus formas biolégicamente activas, tal como se define en la
presente memoria descriptiva, y que tiene al menos aproximadamente un 80 % de identidad de la secuencia de
acido nucleico con una secuencia de nucleétidos que codifica una secuencia del polipéptido de LY6 de la secuencia
natural de longitud completa identificada en la presente memoria descriptiva, o cualquier otro fragmento de la
secuencia del polipéptido de LY6 de longitud completa respectiva tal como se identifica en la presente memoria
descriptiva (tal como la codificada por un acido nucleico un acido nucleico que representa solo una porcion de la
secuencia de codificacion completa de un polipéptido de LY6 de longitud completa). Ordinariamente, dichas
variantes de polinucleétidos tendran al menos aproximadamente un 80 % de identidad de la secuencia de acido
nucleico, alternativamente al menos aproximadamente un 81 %, 82 %, 83 %, 84 %, 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %,
90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 0 99 % de identidad de la secuencia de acido nucleico con
una secuencia de acido nucleico que codifica la secuencia del polipéptido de LY6 de la secuencia natural de longitud
completa respectiva o cualquier otro fragmento de la secuencia del polipéptido de LY6 de longitud completa
respectiva identificada en la presente memoria descriptiva. Dichas variantes de polinucleétidos no abarcan la
secuencia de nucledtidos natural.

[0062] Ordinariamente, dichas variantes de polinucleétidos varian al menos aproximadamente en 50 nucleétidos
de longitud desde el polipéptido de la secuencia natural, alternativamente, la varianza puede ser al menos
aproximadamente de 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,
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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, o 1000
nucleétidos de longitud, en el que en este contexto, el término “aproximadamente” significa la longitud de la
secuencia de nucledtidos a la que se hace referencia mas o menos un 10 % de la longitud a la que se hace
referencia.

[0063] “Porcentaje ( %) de identidad de la secuencia de acido nucleico” con respecto a las secuencias de acido
nucleico que codifican el polipéptido del gen LY6 identificadas en la presente memoria descriptiva se define como el
porcentaje de nucleétidos en una secuencia candidata que son idénticos con los nucleétidos en la secuencia del
acido nucleico del gen LY6 de interés, respectivamente, tras alinear las secuencias e introducir huecos, si es
necesario, para conseguir el maximo porcentaje de identidad de la secuencia. La alineacién con el fin de determinar
el porcentaje de identidad de la secuencia de acido nucleico se puede conseguir de diversas formas que se
encuentran comprendidas dentro de los conocimientos del experto en la materia, por ejemplo, el uso del software
informatico a disposicion publica tal como el software BLAST, BLAST-2, ALIGN o Megalign (DNASTAR). Para los
objetivos de la presente memoria descriptiva, sin embargo, el % de valor de identidad de la secuencia de acido
nucleico se genera usando el programa informatico de generacidon de secuencias ALIGN-2, en el que el codigo
fuente completo del programa ALIGN-2 se proporciona en la Tabla 1 a continuacién. El programa informatico de
comparacion de secuencias ALIGN-2 ha sido disefiado por Genentech, Inc. y el cédigo fuente que se muestra en la
Tabla 1 siguiente se ha presentado junto a la documentacion para el usuario en la U.S. Copyright Office, Washington
D.C., 20559, en la que se ha registrado con el U.S. Copyright Registration N°. TXU510087. El programa ALIGN-2
esta publicamente disponible a través de Genentech, Inc., South San Francisco, California o se puede compilar a
partir del codigo fuente proporcionado en la Tabla 1 a continuacion. El programa ALIGN-2 debe compilarse para el
uso en un sistema operativo UNIX, preferiblemente UNIX digital V4.0D. Todos los parametros de comparaciéon de
secuencias se configuran mediante el programa ALIGN-2 y no varian.

[0064] En situaciones en las que se emplea ALIGN-2 para las comparaciones de secuencias de acidos nucleicos,
el % de identidad de la secuencia de acido nucleico de una secuencia C de acido nucleico dada para, o frente a una
secuencia D de acido nucleico dada (que se puede nombrar como una secuencia C de acido nucleico dada que
tiene o comprende algun % de identidad de la secuencia de acido nucleico para, con, o frente a una secuencia D de
acido nucleico dada) se calcula como sigue:

100 veces la fraccion W/Z

en el que W es el nimero de nucledtidos puntuados como correspondencias idénticas mediante el programa ALIGN-
2 de alineacion de secuencias en el que la alineacién del programa de C y D, y e el que Z es el numero total de
nucleétidos en D. Se apreciara que cuando la longitud de la secuencia C de acido nucleico no es igual a la longitud
de la secuencia D de acido nucleico, el % de identidad de la secuencia de acido nucleico de C y D no sera igual al %
de identidad de la secuencia de acido nucleico de D y C. Como ejemplos de los célculos del % de identidad de la
secuencia de acido nucleico, las Tablas 4 y 5, demuestran cémo calcular el % de identidad de la secuencia de acido
nucleico de la secuencia de acido nucleico designada “ ADN de Comparacién” con la secuencia de acido nucleico
designada “REF-DNA”, en la que “REF-DNA” representa una secuencia hipotética de acido nucleico que codifica el
gen LY6 de interés, el “ADN de Comparacion” representa la secuencia de nucleétidos de una molécula de acido
nucleico frente a la que la molécula de acido nucleico “REF-DNA” de interés se esta comparando, y “N”, “L” y “V”
representan cada uno diferentes nucleétidos hipotéticos. A no ser que se establezca de manera especifica de otra
manera, todos los valores del porcentaje de identidad de la secuencia de &cido nucleico usados en la presente
memoria descriptiva se obtuvieron tal como se describe en el parrafo inmediatamente anterior usando el programa
informatico ALIGN-2.

[0065] En otras realizaciones, los polinucleétidos variantes del gen LY6 son moléculas de acido nucleico que
codifican el polipéptido de LY®6, respectivamente, y que son capaces de hibridarse, preferiblemente con hibridacion y
condiciones de lavado rigurosas, a secuencias de nucleotidos que codifican un polipéptido de LY6 de longitud
completa, respectivamente, tal como se da a conocer en la presente memoria descriptiva. Dichas variantes de
polipéptidos pueden ser aquellas que estan codificadas por dichas variantes de polinucleétidos.

[0066] “Aislado”, cuando se usa para describir los diversos polipéptidos LY6 dados a conocer en la presente
memoria descriptiva, significa un polipéptido que se ha identificado y separado y/o recuperado a partir de un
componente de su entorno natural los componentes contaminantes de su entorno natural son materiales que
podrian interferir normalmente con los usos diagndsticos o terapéuticos del polipéptido y pueden incluir enzimas,
hormonas, y otros solutos proteinicos o no proteinicos. En las realizaciones preferidas, dichos polipéptidos se
purificaran (1) hasta un grado suficiente para obtener al menos 15 restos de la secuencia de aminoacidos interna o
N terminal mediante el uso de un secuenciador de recipiente giratorio, o (2) hasta la homogeneidad mediante SDS-
PAGE en condiciones no reductoras o reductoras usando azul de Coomasie o, preferiblemente, tincion de plata.
Dichos polipéptidos aislados incluyen los polipéptidos correspondientes in situ en el interior de células
recombinantes, debido a que al menos un componente del polipéptido de LY6 de su entorno natural no estara
presente. Ordinariamente, sin embargo, dichos polipéptidos aislados se prepararan mediante al menos una etapa de
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purificacion.

[0067] Un acido nucleico que codifica un polipéptido de LY6 “aislado” es una molécula de acido nucleico que se
identifica y separa de al menos una molécula de acido nucleico contaminante con la que esta asociada normalmente
en la fuente natural del acido nucleico que codifica el polipéptido. Cualquiera de las moléculas de acido nucleico
aisladas anteriormente mencionadas es diferente en forma o configuracién de las que se encuentran en la
naturaleza. Cualquiera de dichas moléculas de acido nucleico se distinguen por tanto de la molécula de &acido
nucleico que codifica el polipéptido especifico como se encuentran en las células naturales.

[0068] EI término “secuencias control” se refiere a las secuencias de AD necesarias para la expresion de una
secuencia de codificacion unida de manera operable en un organismo hospedador particular. Las secuencias control
que son adecuadas para procariotas, por ejemplo, incluyen un promotor, opcionalmente una secuencia operadora, y
un sitio de unién al ribosoma. Se conocen células eucariotas que utilizan promotores, sefiales de poliadenilacion, y
potenciadores.

[0069] EIl acido nucleico estd “unido de manera operable” cuando se coloca en una relacion funcional con otra
secuencia de acido nucleico. Por ejemplo, el ADN de una presecuencia o lider secretora se une de manera operable
con el ADN de un polipéptido si se expresa como una preproteina que participa en la secrecion del polipéptido; un
promotor o potenciador se une de manera operable a una secuencia de codificacion si afecta a la transcripcion de la
secuencia; o un sitio de union al ribosoma se une de manera operable a una secuencia de codificacion si se situa de
tal manera que facilita la traduccién. Generalmente, “unido de manera operable” significa que las secuencias de
ADN que se estan uniendo son contiguas, y, en el caso de la lider secretora, contiguas en la fase de lectura. Sin
embargo, los potenciadores no tienen por qué ser contiguos. La unién se lleva a cabo mediante ligadura en sitios de
restriccion convenientes. Si dichos sitios no existen, se usan adaptadores o enlazadores de oligonucledtidos
sintéticos de acuerdo con la practica convencional.

[0070] Tal como se usa en la presente memoria descriptiva “expresion” como se aplica a expresion génica, se
refiere a la transcripcion de un gen que codifica una proteina para producir un ARNm asi como la traduccion del
ARNm para producir la proteina codificada por el gen. De esta manera, la expresion creciente o decreciente se
refiere a la transcripcion creciente o decreciente de un gen y/o a la traduccion creciente o decreciente del ARNm
resultante de la transcripcion.

[0071] Una persona normalmente experta en la técnica determina con facilidad el “rigor” de las reacciones de
hibridacion, y generalmente es un céalculo empirico dependiente de la longitud de la sonda, la temperatura de lavado,
y la concentracion salina. En general, sondas mas largas requieren mayores temperaturas para una hibridacion
apropiada, mientras que sondas mas cortas necesitan temperaturas mas bajas. La hibridacién depende
generalmente de la capacidad del ADN desnaturalizado de volverse a hibridar cuando estan presentes las cadenas
complementarias en un entorno por debajo de la temperatura de fusiéon. Cuanto mayor sea el grado de homologia
deseada entre la sonda y la secuencia hibridable, mayor sera la temperatura relativa que se puede usar. Como
resultado, resulta que temperaturas relativas mas altas tenderian a volver las condiciones de reaccion mas
rigurosas, mientras que temperaturas mas bajas las disminuirian. Para detalles adicionales y una explicacion del
rigor de las reacciones de hibridacién, véase Ausubel y col., Current Protocols in Molecular Biology, Wiley
Interscience Publishers, (1995).

[0072] “Condiciones rigurosas” o “condiciones de elevado rigor” tal como se define en la presente memoria
descriptiva, se pueden identificar por aquellas que: (1) emplean baja fuerza iénica y elevada temperatura de lavado,
por ejemplo, cloruro de sodio 0,015 M/citrato de sodio 0,0015 M/dodecil sulfato de sodio al 0,1 % en 50EC, (2)
emplean durante la hibridacién un agente desnaturalizante, tal como formamida, por ejemplo, formamida al 50 %
(v/v) con albumina de suero bovino al 0,1 %/ Ficoll al 0,1 %/polivinilpirrolidona al 0,1 %/tampén fosfato de sodio 50
mM a pH 6,5 con cloruro de sodio 750 mM, citrato de sodio 75 mM en 42EC; o (3) hibridaciéon durante la noche en
una disolucion que emplea formamida al 50 %, 5 x SSC (NaCl 0,75 M, citrato de sodio 0,075 M), fosfato de sodio 50
mM (pH 6,8), pirofosfato de sodio al 0,1 %, 5 x disolucién de Denhardt, ADN de esperma de salmon sonicado (50
ug/ml), SDS al 0,1 %, y sulfato de dextrano al 10 % en 42EC, con un lavado de 10 minutos en 42EC en 0,2 x SSC
(cloruro de sodio/citrato de sodio) seguido por un lavado con rigor elevado de 10 minutos consistente en 0,1 x SSC
que contiene EDTA en 55EC.

[0073] Se pueden identificar “condiciones moderadamente rigurosas” tal como se describe en Sambrook y col.,
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Nueva York: Cold Spring Harbor Press, 1989, e incluyen el uso de una
disolucion de lavado y condiciones de hibridacion (por ejemplo, temperatura, fuerza ionica y % de SDS) menos
rigurosas tales como las descritas anteriormente. Un ejemplo de condiciones moderadamente rigurosas es la
incubacién durante la noche a 37EC en una disolucion que comprende: formamida al 20 %, 5 x SSC (NaCl 150 mM,
citrato trisédico 15 mM), fosfato de sodio 50 mM (pH 7,6), 5 x disolucién de Denhardt, sulfato de dextrano al 10 %, y
20 mg/ml de ADN de esperma de salmon cizallado desnaturalizado, seguido por el lavado de los filtros en 1 x SSC
en aproximadamente 37-50EC. La persona normalmente experta en la técnica reconocera cémo ajustar la
temperatura, la fuerza iénica, etc., a medida que sea necesario para acomodar factores tales como la longitud de la
sonda y similares.
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[0074] EI término “epitope etiquetado”, cuando se usa en la presente memoria descriptiva se refiere a un
polipéptido quimérico que comprende un polipéptido de LY6, o un agente de uniéon a un polipéptido de LY6
fusionado a un “polipéptido etiqueta”. El polipéptido etiqueta tiene suficientes restos para proporcionar un epitopo
frente al cual se puede formar un anticuerpo, que sea todavia lo suficientemente corto de tal manera que no
interfiera con la actividad del polipéptido al cual se fusiona. El polipéptido etiqueta es también lo suficientemente
unico de tal manera que el anticuerpo no reacciona sustancialmente de manera cruzada con otros epitopos. Los
polipéptidos etiqueta adecuados tienen generalmente al menos seis restos de aminoacidos y usualmente entre
aproximadamente 8 y 50 restos de aminoacidos (preferiblemente, entre aproximadamente 10 y 20 restos de
aminoacidos).

[0075] “Activo” o “actividad”, para los objetivos de la presente memoria descriptiva se refiere a la(s) forma(s) de
polipéptidos que retienen una actividad bioldégica y/o inmunolégica de un polipéptido nativo que se produce
naturalmente, en el que la actividad “biolégica” se refiere a una funcion biolégica (tanto inhibidora como
estimuladora) producida por un polipéptido nativo que se produce naturalmente diferente de la capacidad de inducir
la produccion de un anticuerpo frente a un epitopo antigénico poseida por un polipéptido nativo que se produce
naturalmente, y una actividad “inmunolégica” se refiere a la capacidad de inducir la produccion de un anticuerpo
frente a un epitope antigénico poseida por un polipéptido nativo que se produce naturalmente. Un polipéptido activo,
tal como se usa en la presente memoria descriptiva, es un antigeno que se expresa diferencialmente tanto desde
una perspectiva cualitativa como cuantitativa, en un tejido IBD, con respecto a su expresion en un tejido similar que
no esta afectado con IBD.

[0076] EI término “antagonista” se usa en el sentido mas amplio, e incluye cualquier molécula que bloquea, inhibe,
o neutraliza parcial o completamente una actividad bioldgica de un polipéptido natural dado a conocer en la presente
memoria descriptiva. Las moléculas antagonistas adecuadas incluyen especificamente anticuerpos antagonistas o
fragmentos de anticuerpos, fragmentos o secuencias de aminoacidos variantes de polipéptidos, péptidos,
oligonucledtidos de sentido contrario, pequefias moléculas organicas, naturales, etc. Los procedimientos para
identificar antagonistas puede comprender poner en contacto dicho polipéptido, incluyendo una célula que exprese
éste, con una molécula agonista o antagonista candidata y medir un cambio detectable en una o méas actividades
bioldgicas normalmente asociadas con dicho polipéptido.

[0077] “Tratar” o “tratamiento” o “alivio” se refiere a un tratamiento terapéutico y profilactico o a las medidas
preventivas, en el que el objeto es evitar o retrasar (disminuyendo) la progresion de una enfermedad. El tratamiento
puede referirse también a la modificacién de la progresion de una IBD.

[0078] “Diagnosticar” se refiere al proceso de identificar o determinar las caracteristicas distintivas de una
enfermedad que incluye, sin limitacion, IBD, UC y/o Enfermedad de Crohn. El proceso de diagnosticar se expresa
también algunas veces como tipificacién o clasificacion de la enfermedad basandose en la gravedad de la
progresion de la enfermedad asi como en la localizacién (tal como, por ejemplo, la localizacién en el interior o a lo
largo del tracto gastrointestinal en el que se encuentra la inflamacion y/o la expresién génica alterada).

[0079] Los sujetos que necesitan diagndstico incluyen aquellos que experimentan ya una expresion aberrante de
LY6 asi como aquellos propensos a tener o aquellos en los que se va a evitar la expresion aberrante de LY6. Se da
a conocer en el presente documento la deteccion de la respuesta a un farmaco terapéutico en un mamifero tratado
con un agente terapéutico para el tratamiento de la IBD, en el que el procedimiento comprende determinar la
expresion de LY6 en el tejido gastrointestinal de un mamifero de prueba con respecto a un control y determinar que
los niveles de expresion de LY6 estan comprendidos y no son significativamente diferentes de los niveles de
expresion del control normal. Se determina una respuesta terapéutica cuando los niveles de expresién de LY6 del
mamifero tratado con un agente terapéutico son diferentes (la expresién es mas similar al control normal, es decir,
los niveles de expresion de LY6 son inferiores que los niveles de expresion de LY6 que tenia el mamifero antes del
tratamiento).

[0080] Los anteriores parametros para evaluar el tratamiento satisfactorio y la mejora en la enfermedad son
facilmente medibles mediante procedimientos rutinarios familiares para un médico. Para la terapia de la IBD, se
puede medir la eficacia, por ejemplo, evaluando el tiempo de progresion de la enfermedad (TTP) y/o determinando el
indice de respuesta (RR) Se pueden realizar biopsias para evaluar la expresién génica y observar la histopatologia
del tejido gastrointestinal procedente del paciente. La invencién descrita en el presente documento relacionada con
el procedimiento de prondstico y/o diagnéstico implica la determinacion y la evaluacion de la regulacion en exceso
de la expresion del gen LY6.

[0081] “Mamifero” o “sujeto mamifero”, para los objetivos del tratamiento de, aliviar los sintomas de o el
diagndstico de una IBD se refiere a cualquier animal clasificado como un mamifero, incluyendo los seres humanos,
los animales domésticos y de granja, y del zoo, para deportes o animales de compaifiia, tales como perros, gatos,
ganado, caballos, ovejas, cerdos, cabras, conejos, hurones, etc. Preferiblemente, el mamifero es un ser humano.

[0082] Administracion “en combinacién con” uno o mas agentes terapéuticos adicionales incluye la administracion
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simultanea (concurrente) y consecutiva en cualquier orden.

[0083] “Vehiculos” tal como se usa en la presente memoria descriptiva incluye vehiculos, excipientes, o
estabilizantes farmacéuticamente aceptables que son no toxicos para la célula o mamifero que se esta exponiendo a
los mismos a las dosificaciones y concentraciones empleadas. A menudo el vehiculo fisioldgicamente aceptable es
una disolucion acuosa a pH tamponado. Los ejemplos de vehiculos fisiologicamente aceptables incluyen tampones
tales como fosfato, citrato, y otros acidos organicos; antioxidantes que incluyen acido ascérbico; polipéptidos de bajo
peso molecular (menos de aproximadamente 10 restos); proteinas, tales como albumina de suero, gelatina, o
inmunoglobulinas; polimeros hidréfilos tales como polivinilpirrolidona; aminoacidos tales como glicina, glutamina,
asparagina, arginina o lisina; monosacaridos, disacaridos, y otros carbohidratos incluyendo glucosa, manosa, o
dextrinas; agentes quelantes tales como EDTA,; alcoholes azucarados tales como manitol o sorbitol; contraiones
formadores de sal tales como sodio; y/o tensioactivos no ionicos tales como TWEENy, polietilenglicol (PEG), y
PLURONICS?.

[0084] Por “fase sodlida” o “soporte solido” se entiende una matriz no acuosa a la cual se puede adherir o unir un
polipéptido, acido nucleico, anticuerpo o agente de unién de LY6. Los ejemplos de fases sdlidas abarcados en la
presente memoria descriptiva incluyen las formadas parcial o completamente de vidrio (por ejemplo, vidrio poroso
controlado), polisacaridos (por ejemplo, agarosa), poliacrilamidas, poliestireno, alcohol polivinilico y siliconas. En
algunas realizaciones, dependiendo del contexto, la fase sdlida puede comprender el pocillo de una placa de
ensayo; en otras es una columna de purificaciéon (por ejemplo, una columna de cromatografia de afinidad). Este
término incluye también una fase solida discontinua de particulas discretas, tales como las descritas en la Patente
de los Estados Unidos N° 4.275.149.

[0085] Un “liposoma” es una pequefa vesicula compuesta por diversos tipos de lipidos, fosfolipidos y/o
tensioactivos que es util para la administracién de un farmaco a un mamifero. Los componentes del liposoma se
disponen comunmente en una formacién en bicapa similar a la disposicién de los lipidos en las membranas
bioldgicas.

[0086] Una “molécula pequefia” o “pequefia molécula organica” se define en la presente memoria descriptiva por
tener un peso molecular por debajo de aproximadamente 500 Daltons.

[0087] Una “cantidad eficaz” de un agente antagonista es una cantidad suficiente para producir un efecto
fisiolégico, tal como sin limitacién para inhibir, parcial o completamente, la funcion del gen o de su proteina
codificada. Una “cantidad eficaz” se puede determinar de manera empirica y de una manera rutinaria, en relacion
con este objetivo.

[0088] EI término “cantidad terapéuticamente eficaz” se refiere a un antagonista u otro farmaco eficaz para “tratar”
una enfermedad o trastorno en un sujeto o mamifero. En el caso de la IBD, la cantidad terapéuticamente eficaz del
farmaco restaurara la expresion aberrante de LY6 a niveles fisiologicos normales; reducira la inflamacién
gastrointestinal, reducira el niumero de lesiones gastrointestinales; y/o aliviara en alguna extension uno o mas de los
sintomas asociados con la IBD, UC y/o CD. Véase la definicion en la presente memoria descriptiva de “tratar”.

[0089] Una “cantidad inhibidora del crecimiento” de un antagonista es una cantidad capaz de inhibir el crecimiento
de una célula, especialmente un tumor, por ejemplo, una célula cancerosa, tanto in vitro como in vivo. A efectos de
inhibir el crecimiento celular neoplasico, se puede determinar dicha cantidad empiricamente y de una manera
rutinaria.

[0090] Una “cantidad citotoxica” de un antagonista es una cantidad capaz de producir la destruccion de una célula,
especialmente una célula proliferativa, por ejemplo, una célula cancerosa, tanto in vitro como in vivo. A efectos de
inhibir el crecimiento de las células neoplasicas, se puede determinar empiricamente y de una manera rutinaria.

[0091] EI término “anticuerpo” se usa en el sentido mas amplio y cubre de manera especifica, por ejemplo,
anticuerpos monoclonales dirigidos contra LY6 (incluyendo anticuerpos antagonistas y neutralizantes),
composiciones de anticuerpos dirigidos contra LY6 con especificidad poliepitdpica, anticuerpos policlonales,
anticuerpos monocatenarios dirigidos contra LY6, anticuerpos multiespecificos (por ejemplo, biespecificos) y
fragmentos de unién a antigeno (véase a continuacion) de todos los anticuerpos anteriormente enumerados siempre
que presenten la actividad bioldgica o inmunoldgica deseada. El término “inmunoglobulina” (Ig) se usa
indistintamente con el de anticuerpo en la presente memoria descriptiva.

[0092] Un anticuerpo “aislado” es uno que se ha identificado y separado y/o recuperado a partir de un componente
de su entorno natural. Los componentes contaminantes de su entorno natural son materiales que podrian interferir
con los usos diagnésticos o terapéuticos del anticuerpo, y pueden incluir enzimas, hormonas, y otros solutos
proteinicos o no proteinicos. En las realizaciones preferidas, el anticuerpo se purificara (1) hasta mas de un 95 % en
peso del anticuerpo tal como se ha determinado mediante el procedimiento de Lowry, y lo mas preferible mas de un
99 % en peso, (2) hasta un grado suficiente para obtener al menos 15 restos de la secuencia de aminoacidos interna
o N terminal mediante el uso de un secuenciador de recipiente giratorio, o (3) hasta la homogeneidad mediante
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SDS-PAGE en condiciones reductoras o no reductoras usando azul de Coomasie o, preferiblemente, tincion de
plata. El anticuerpo aislado incluye el anticuerpo in situ en el interior de células recombinantes debido a que al
menos un componente del entorno natural del anticuerpo no estara presente. Ordinariamente, sin embargo, se
preparara el anticuerpo aislado mediante al menos una etapa de purificacion.

[0093] La unidad béasica de anticuerpo de 4 cadenas es una proteina heterotetramera compuesta por dos cadenas
ligeras idénticas (L) y dos cadenas pesadas idénticas (H) (un anticuerpo IgM consiste en 5 unidades
heterotetrameras basicas junto con un polipéptido adicional denominado cadena J, y contiene por tanto 10 sitios de
union a antigeno, mientras que los anticuerpos IgA secretados pueden polimerizarse para formar ensamblajes
polivalentes que comprenden 2-5 de las unidades basicas de 4 cadenas junto con la cadena J). En el caso de las
IgG, la unidad de 4 cadenas es generalmente de aproximadamente 150.000 daltons. Cada cadena L esta unida a
una cadena H mediante un enlace disulfuro covalente, mientras que las dos cadenas H estan unidas entre si
mediante uno o mas enlaces disulfuro dependiendo del isotipo de la cadena H. Cada cadena H y L tiene también
puentes disulfuro intracadena separados regularmente. Cada cadena H tiene en el extremo N, un dominio variable
(Vn) seguido por tres dominios constantes (Cn) para cada una de las cadenas a y y y cuatro dominios Cy para los
isotipos p y €. Cada cadena L tiene en el extremo N, un dominio variable (V) seguido por un dominio constante (C,)
en su otro extremo. El V| esta alineado con el Vy y el C, esta alineado con el primer dominio constante de la cadena
pesada (Cn1). Se cree que los restos de amino4cidos particulares forman una interfase entre los dominios variables
de la cadena ligera y de la cadena pesada. El emparejamiento de un V4 y un V| juntos forma un Unico sitio de unién
a antigeno. Para la estructura y las propiedades de los diferentes tipos de anticuerpos, véase, por ejemplo, Basic
and Clinical Immunology, 82 edicién, Daniel P. Stites, Abba I. Terr y Tristram G. Parslow (eds.), Appleton & Lange,
Norwalk, CT, 1994, pagina 71 y Capitulo 6.

[0094] Se puede asignar la cadena L de cualquier especie de vertebrado a uno o dos tipos claramente distintos,
denominados kappa y lambda, basandose en las secuencias de aminoacidos de sus dominios constantes.
Dependiendo de la secuencia de aminoacidos del dominio constante de sus cadenas pesadas (Cu), se pueden
asignar inmunoglobulinas a diferentes tipos o isotipos. Existen cinco tipos de inmunoglobulinas: IgA, IgD, IgE, IgG, e
IgM, que tienen cadenas pesadas designadas a, §, &, v y M, respectivamente. Los tipos y y a se dividen
adicionalmente en subtipos sobre la base de diferencias relativamente menores en la secuencia y la funcion de Cy,
por ejemplo, los seres humanos expresan los siguientes subtipos. IgG1, 19G2, 1I9G3, 1gG4, IgA1, e IgA2.

[0095] EI término “variable” se refiere al hecho de que algunos segmentos de los dominios variables difieren
extensamente en la secuencia entre los anticuerpos. El dominio V media en la unién del antigeno y define la
especificidad de un anticuerpo concreto por su antigeno particular. Sin embargo, la variabilidad no esta
uniformemente distribuida a lo largo de aproximadamente un tramo de 110 aminoacidos de los dominios variables.
En vez de esto, las regiones V consisten en tramos relativamente invariantes denominados regiones marco (FR) de
15-30 aminoacidos separados por regiones mas cortas de extrema variabilidad denominadas “regiones
hipervariables” que son cada una de 9-12 aminoacidos de longitud. Los dominios variables de las cadenas pesada y
ligera naturales comprenden cada uno cuatro FR, que adoptan en gran parte una configuracién en lamina (8, que
adoptan en gran parte una configuracion en lamina 8, conectada por tres regiones hipervariables, que forman bucles
que se conectan, y en algunos casos forman parte de, la estructura de la lamina B. Las regiones hipervariables en
cada cadena se mantienen juntas en estrecha proximidad mediante las FR y, con las regiones hipervariables
procedentes de la otra cadena, contribuyen a la formacion del sitio de unién al antigeno de los anticuerpos (véase,
Kabat y col., Sequences of Proteins of Immunological Interest, 52 Ed. Public Health Service, National Institutes of
Health, Bethesda, MD. (1991)). Los dominios constantes no estan implicados directamente en la unién de un
anticuerpo a un antigeno, pero presentan diversas funciones efectoras, tales como la participacion del anticuerpo en
la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo (ADCC).

[0096] EI término “region hipervariable” cuando se usa en la presente memoria descriptiva, se refiere a los restos
de aminoacidos de un anticuerpo que son responsables de la unién al antigeno. La regién hipervariable comprende
generalmente restos de aminoacidos de una “region determinante de la complementariedad” o “CDR” (por ejemplo,
en torno a aproximadamente los restos 24-34 de Kabat (L1), 50-56 (L2) y 89-97 (L3) en la Vi, y en torno a
aproximadamente los restos 31-35B de Kabat (H1), 50-65 (H2) y 95-102 (H3) en la Vy (Kabat y col., Sequences of
Proteins of Immunological Interest, 5 Ed. Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD. (1991))
y/o los restos de un “bucle hipervariable” (por ejemplo, en torno a aproximadamente los restos 26-32 de Chothia
(L1), 50-52 (L2) y 91-96 (L3) en la V|, y 26-32 (H1), 52A-55 (H2) y 96-101 (H3) en la V4 (Chothia y Lesk J. Mol. Biol.
196: 901-917 (1987)).

[0097] EI término “anticuerpo monoclonal” tal como se usa en la presente memoria descriptiva se refiere a un
anticuerpo de una poblacion de anticuerpos sustancialmente homoélogos, es decir, los anticuerpos individuales que
comprenden la poblacién son idénticos y/o se unen al(a los) mismo(s) epitopo(s), excepto por posibles variantes que
pueden surgir durante la produccién del anticuerpo monoclonal, estando presentes generalmente dichas variantes
en cantidades menores Dicho anticuerpo monoclonal incluye normalmente un anticuerpo que comprende una
secuencia polipeptidica que se une a una diana, en la que la secuencia polipéptidica que se une a la diana se obtuvo
mediante un procedimiento que incluye la selecciéon de una Unica secuencia polipeptidica diana entre una pluralidad
de secuencias polipeptidicas. Por ejemplo, el procedimiento de seleccion puede ser la seleccién de un unico clon
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entre una pluralidad de clones, tales como un combinado de clones de hibridoma, clones de fago, o clones de ADN
recombinante. Debe entenderse que la secuencia de unién diana seleccionada se puede alterar adicionalmente, por
ejemplo, para mejorar la afinidad por la diana, para humanizar la secuencia de unién a la diana, para mejorar su
produccién en un cultivo celular, para reducir su inmunogenicidad in vivo, para crear un anticuerpo multiespecifico,
etc, y que un anticuerpo que comprende la secuencia de union diana alterada es también un anticuerpo monoclonal.
En contraste a las preparaciones de anticuerpo policlonal que incluyen normalmente diferentes anticuerpos dirigidos
contra diferentes determinantes (epitopes), cada anticuerpo monoclonal de una preparacién de anticuerpos
monoclonales se dirige contra un Unico determinante o un antigeno. Adicionalmente a su especificidad, las
preparaciones de anticuerpos monoclonales son ventajosas en que estan normalmente sin contaminar por otras
inmunoglobulinas. El modificador “monoclonal” indica el caracter del anticuerpo que se ha obtenido de una poblacion
sustancialmente homogénea de anticuerpos, y no se construye como produccion que necesita del anticuerpo
mediante cualquier procedimiento particular: Por ejemplo, los anticuerpos monoclonales que se van a usar de
acuerdo con la presente invencién se pueden realizar mediante una variedad de técnicas, que incluyen, por ejemplo,
el procedimiento del hibridoma (por ejemplo, Kohler y col., Nature, 256: 495 (1975); Harlow y col., Antibodies: A
Laboratory Manual, (Cold Spring Harbor Laboratory Press, 22 ed. 1988); Hammerling y col., en: Monoclonal
Antibodies and T-Cell Hybridomas 563-681, (Elsevier, N.Y., 1981)), recombinant DNA methods (véase., Patente de
los Estados Unidos N°. 4.816.567), tecnologias de expresion en fagos (véanse, por ejemplo, Clackson y col., Nature,
352: 624-628 (1991); Marks y col., J. Mol. Biol., 222: 581-597 (1991); Sidhu y col., J. Mol. Biol. 338(2): 299-310
(2004); Lee y col., J. Mol. Biol. 340(5): 1073-1093 (2004); Fellouse, Proc. Nat. Acad. Sci. USA 101(34): 12467-12472
(2004); y Lee y col. J. Immunol. Methods 284(1-2): 119-132 (2004), y tecnologias para producir anticuerpos
humanos o similares a humanos en animales que tienen partes de todos los loci o genes de la inmunoglobulina
humana que codifican las secuencias de la inmunoglobulina humana (véanse, por ejemplo, WO 1998/24893; WO
1996/34096; WO 1996/33735; WO 1991/10741; Jakobovits y col., Proc. Natl. Acad Sci. USA, 90: 2551 (1993);
Jakobovits y col., Nature, 362: 255-258 (1993); Bruggemann y col., Year in Immuno, 7: 33 (1993); Patentes de los
Estados Unidos N 5.545.806; 5.569.825; 5.591.669 (todas de GenPharm); 5.545.807; Documento WO 1997/17852;
Patentes de los Estados Unidos. 5.545.807; 5.545.806; 5.569.825; 5.625.126; 5.633.425; y 5.661.016; Marks y col.,
Bio/Technology, 10: 779-783 (1992); Lonberg y col., Nature, 368: 856-859 (1994); Morrison, Nature, 368: 812-813
(1994); Fishwild y col., Nature Biotechnology, 14: 845-851 (1996); Neuberger, Nature Biotechnology, 14: 826 (1996);
y Lonberg y Huszar, Intern. Rev. Immunol., 13: 65-93 (1995).

[0098] Los anticuerpos “quiméricos” (inmunoglobulinas) tienen una porcion de la cadena pesada y/o ligera idéntica
con u homodloga a las secuencias correspondientes en anticuerpos derivados de una especie particular o que
pertenecen a un tipo o subtipo particular de anticuerpo, mientras que el resto de la(s) cadena(s) es idéntico con u
homdlogo a las secuencias correspondientes en anticuerpos derivados de otras especies o que pertenecen a otro
tipo o subtipo de anticuerpo, asi como a los fragmentos de dichos anticuerpos, siempre que presenten la actividad
biolégica deseada (Patente de los Estados Unidos N° 4.816.567; y Morrison y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:
6851-6855 (1984)). El anticuerpo humanizado como se usa en la presente memoria descriptiva es un subconjunto
de anticuerpos quiméricos.

[0099] Las formas “humanizadas” de anticuerpos no humanos (por ejemplo, de murino) son anticuerpos
quiméricos que contienen la secuencia minima derivada de inmunoglobulina no humana. Para la mayor parte, los
anticuerpos humanizados son inmunoglobulinas humanas (anticuerpo receptor o aceptor) en las que los restos de la
region hipervariable del receptor se sustituyen por restos de la regidén hipervariable de una especie no humana
(anticuerpo donante) tal como ratén, rata, conejo o primate no humano que tiene la especificidad, afinidad, y
capacidad deseadas. En algunos ejemplos, restos de la regién marco Fv (FR) de la inmunoglobulina humana se
sustituyen por los restos no humanos correspondientes. Ademas, los anticuerpos humanizados pueden comprender
restos que no se encuentran en el anticuerpo receptor o en el anticuerpo donante. Estas modificaciones se realizan
para refinar adicionalmente el comportamiento del anticuerpo tal como la afinidad de unién. Generalmente, el
anticuerpo humanizado comprendera sustancialmente todos de al menos uno, y normalmente dos, dominios
variables, en los que todos o sustancialmente todos los bucles hipervariables corresponden a los de una
inmunoglobulina no humana y todas o sustancialmente todas las regiones FR son las de una secuencia de la
inmunoglobulina humana, aunque las regiones FR pueden incluir una o mas sustituciones de aminoacidos que
mejoran la afinidad de unién. El nimero de estas sustituciones de aminoacidos en las FR es normalmente de no
mas de 6 en la cadena H, y de no mas de 3 en la cadena L. El anticuerpo humanizado comprendera también
opcionalmente al menos una porcién de una regidon constante de inmunoglobulina (Fc), normalmente de una
inmunoglobulina humana. Para detalles adicionales, véanse Jones y col., Nature 321: 522-525 (1986); Reichmann y
col., Nature 332: 323-329 (1988); y Presta, Curr. Op. Struct. Biol. 2: 593-596 (1992).

[0100] “Fragmentos de anticuerpo” comprende una porcion de un anticuerpo intacto, preferiblemente la region de
union al antigeno o variable del anticuerpo intacto. Los ejemplos de fragmento de anticuerpo incluyen fragmentos
Fab, Fab’, F(ab’),, y Fv; diacuerpos, anticuerpos lineales (véase Patente de los Estados Unidos N° 5.641.870,
Ejemplo 2; Zapata y col., Protein Eng. 8(10): 1057-1062 [1995]); moléculas de anticuerpo monocatenario; y
anticuerpos multiespecificos formados a partir de fragmentos de anticuerpo.

[0101] La digestion con papaina de los anticuerpos produce dos fragmentos de unidon a antigeno idénticos,
denominados fragmentos “Fab”, y un fragmento “Fc¢” residual, una designacion que refleja la capacidad de cristalizar
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facilmente. El Fragmento Fab consiste en una cadena L completa junto con el dominio de la regién variable de la
cadena H (VH), y el primer dominio constante de una cadena pesada (Cu1). Cada fragmento Fab es monovalente
con respecto a la union al antigeno, es decir, tiene un Unico sitio de unién a antigeno. El tratamiento con pepsina de
un anticuerpo da como resultado un Unico fragmento grande F(ab’), que corresponde de manera grosera a dos
fragmentos Fab unidos por enlace disulfuro que tienen una actividad de unién a antigeno divalente y son todavia
capaces de la reticulacion del antigeno. Los fragmentos Fab’ difieren de los fragmentos Fab porque tienen unos
pocos restos adicionales en el extremo carboxilo del dominio Ch1 que incluyen una o més cisteinas que proceden de
la regién de bisagra del anticuerpo. Fab’-SH es la designacion en la presente memoria descriptiva de Fab’ en que
el(los) resto(s) de cisteina de los dominios constantes soporta un grupo tiol libre. Los fragmentos de anticuerpo
F(ab’), se produjeron originalmente como parejas de fragmentos Fab’ que tienen cisteinas bisagra entre ellos. Se
conocen también otros acoplamientos quimicos de los fragmentos de anticuerpo.

[0102] EI fragmento Fc comprende las porciones carboxiterminales de ambas cadenas H mantenidas juntas
mediante disulfuros. Las funciones efectoras de los anticuerpos se determinan por las secuencias en la region Fc,
cuya regiéon es también la parte reconocida por los receptores Fc (FCR) que se encuentran en algunos tipos de
células.

[0103] EIl fragmento “Fv” es el fragmento minimo de anticuerpo que contiene un sitio de reconocimiento y un sitio
de unién a antigeno completos. Este fragmento consiste en un dimero de un dominio variable de la cadena pesada y
un dominio variable de la cadena ligera en estrecha asociacion no covalente. Del plegado de estos dos dominios
emanan seis bucles hipervariables (3 bucles cada uno de la cadena H y la cadena L) que contribuyen a los restos de
aminoacidos de la unién al antigeno y confieren especificidad de unién al antigeno para el anticuerpo. Sin embargo,
incluso un Unico dominio variable (o la mitad de u Fv que comprende unicamente 3 CDR especificas de un antigeno)
tiene la capacidad de reconocer y unirse al antigeno aunque con una afinidad inferior que el sitio de uniéon completo.
[0104] “Fv monocatenario”, abreviado también como “sFv” o “scFv” son fragmentos de anticuerpo que comprenden
los dominios Vy y Vi del anticuerpo conectados en una unica cadena polipeptidica. Preferiblemente, el polipéptido
sFv comprende ademas un polipéptido enlazador entre los dominios V4 y VL que permite que el sFv forme la
estructura deseada para la unién del antigeno. Para una revision de sFv, véanse Pluckthun en The Pharmacology of
Monoclonal Antibodies, vol. 113, Rosenburg and Moore eds., Springer-Verlag, Nueva York, pp. 269-315 (1994);
Borrebaeck 1995, mas abajo.

[0105] Tal como se usa en la presente memoria descriptiva “polipéptidos de unién a LY6” es un oligopéptido que
se une, preferiblemente de manera especifica, a un polipéptido, ligando o componente de sefalizacién de LY6,
respectivamente, o a una porcion de union de LY6 o uno de sus fragmentos. Dichos oligopéptidos pueden
sintetizarse quimicamente usando metodologia de sintesis de oligopéptidos conocida o se pueden preparar y
purificarse usando tecnologia recombinante. Dichos oligopéptidos tienen normalmente al menos aproximadamente 5
aminodacidos de longitud, alternativamente al 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, 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, o 100 aminoacidos de longitud o mas. Dichos
oligopéptidos se pueden identificar sin experimentacion innecesaria usando técnicas bien conocidas. A este
respecto, es de sefalar que las técnicas para el cribado de oligopéptidos para oligopéptidos que son capaces de
unirse especificamente a un polipéptido diana son bien conocidas en la técnica (véanse, por ejemplo, Patentes de
los Estados Unidos N° 5.556.762, 5.750.373, 4.708.871, 4.833.092, 5.223.409, 5.403.484, 5.571.689, 5.663.143;
Publicaciones PCT N°° WO 84/03506 y WO84/03564; Geysen y col., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 81: 3998-4002
(1984); Geysen y col., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 82: 178-182 (1985); Geysen y col., en Synthetic Peptides as
Antigens, 130-149 (1986); Geysen y col., J. Immunol. Meth., 102: 259-274 (1987); Schoofs y col., J. Immunol., 140:
611-616 (1988), Cwirla, S. E. y col. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 87: 6378 (1990); Lowman, H.B. y col. Biochemistry,
30: 10832 (1991); Clackson, T. y col. Nature, 352: 624 (1991); Marks, J. D. y col., J. Mol. Biol., 222: 581 (1991);
Kang, A.S. y col. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 88: 8363 (1991), y Smith, G. P., Current Opin. Biotechnol., 2: 668
(1991).

[0106] Un antagonista de LY6 (por ejemplo, anticuerpo, polipéptido, oligopéptido o molécula pequefia) “que se
une” a un antigeno diana de interés, por ejemplo, LY6 es uno que se une a la diana con suficiente afinidad con el fin
de hacer un diagndstico, pronéstico y/o un agente terapéutico util en el direccionamiento de una célula o la expresion
tisular del antigeno, y no reacciona en cruzado significativamente con otras proteinas. La extension de la union a un
polipéptido marcador no deseado sera inferior de aproximadamente el 10 % de la uniéon a la diana deseada
particular, determinable mediante técnicas convencionales tales como el analisis de clasificacion celular activada por
fluorescencia (FACS) o la radioinmunoprecipitacion (RIA).

[0107] Ademas, el término “unién especifica” o “se une especificamente a” o es “especifico de” un polipéptido de
LY®6 particular o un epitopo de un polipéptido de LY6 diana particular significa que esta union se puede medir de una
manera diferente a una interaccion no especifica. La unién especifica se puede medir, por ejemplo, determinando la
union de una molécula en comparacién con la union de una molécula del control, que generalmente es una molécula
de estructura similar que no tiene actividad de unién. Por ejemplo, se puede determinar la unién especifica mediante
competicién con una molécula control que es similar a la diana, por ejemplo, un exceso de diana no marcada En
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este caso, la union especifica esta indicada si la union de la diana marcada a una sonda se inhibe competitivamente
por exceso de la diana no marcada. En una realizacién, dichos términos se refieren a la unién en la que una
molécula se une a un polipéptido o epitope particular en un polipéptido particular sin unirse sustancialmente a
cualquier otro polipéptido o epitope de polipéptido. Alternativamente, dichos términos se pueden describir mediante
una molécula que tiene una kd para la diana de al menos aproximadamente 10 M, 10 M, 10 M, 107 M, 10 M,
10°M, 10" M, 10™" M, 10" M, o mas.

[0108] Una célula o tejido gastrointestinal que “expresa en exceso” LY6 si se muestra que la célula o tejido tiene
un aumento de acido nucleico que codifica LY6 en las células o si esta célula o tejido produce y secreta en exceso la
proteina LY6, en comparacion con una célula o tejido gastrointestinal normal del mismo tipo de tejido. Dicha
expresion en exceso puede ser el resultado de la amplificacién génica o de una transcripcion o traduccion
aumentada. Se conocen diversos ensayos diagndsticos o prondsticos que miden los niveles de expresion alterados
dando como resultado nubles crecientes o decrecientes en la superficie celular o niveles crecientes o decrecientes
de la proteina secretada e incluyen, sin limitacién, un ensayo de inmunohistoquimica usando anticuerpos dirigidos
contra LY6, analisis FACS, etc. Alternativamente, se pueden medir los niveles del acido nucleico o el ARNm que
codifica LY6 en la célula, por ejemplo, mediante hibridacién in situ fluorescente usando una sonda basada en acido
nucleico que corresponde a un acido nucleico que codifica LY6 o uno de sus complementos; (FISH; véase el
documento W098/45479 publicado en octubre de 1998), técnicas de transferencia Southern, transferencia Northern,
0 reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR), tales como PCR cuantitativa en tiempo real (RT-PCR).
Alternativamente, la expresion en exceso del polipéptido de LY6 es determinable midiendo el antigeno vertido en un
fluido bioldgico tal como suero, usando, por ejemplo, ensayos basados en anticuerpos (véanse también por ejemplo,
la Patente de los Estados Unidos N° 4.933.294 otorgada el 12 de junio de 1990; documento W091/05264 publicado
el 18 de abril de 1991; Patente de los Estados Unidos 5.401.638 otorgado el 28 de marzo de 1995; y Sias y col., J.
Immunol. Methods 132: 73-80 (1990)). Ademas de los anteriores ensayos, estan disponibles para el profesional
experto algunos ensayos in vivo. Por ejemplo, se pueden exponer células en el interior del cuerpo del paciente a un
anticuerpo que esta opcionalmente marcado con una marca detectable, por ejemplo, un isétopo radioactivo, y se
puede evaluar la unién del anticuerpo a las células en el paciente, por ejemplo, mediante barrido externo de la
radioactividad o analizando una biopsia tomada de un paciente previamente expuesto al agente terapéutico.

[0109] Tal como se usa en la presente memoria descriptiva, el término “inmunoadhesina” designa moléculas de
tipo anticuerpo que se combinan con la especificidad de uniéon de una proteina heteréloga (una “adhesina”) con las
funciones efectoras de los dominios constantes de la inmunoglobulina. Estructuralmente, las inmunoadhesinas
comprenden una funcién de una secuencia de aminoacidos con la especificidad de union deseada que es diferente
de la de la del reconocimiento del antigeno y el sitio de unién de un anticuerpo (es decir, es “heteréloga”), y una
secuencia del dominio constante de la inmunoglobulina la parte de la adhesina de una molécula de inmunoadhesina
normalmente es una secuencia contigua de aminoacidos que comprende al menos el sitio de unién de un receptor o
un ligando. La secuencia del dominio constante de la inmunoglobulina en la inmunoadhesina se puede obtener de
cualquier inmunoglobulina, tal como los subtipos IgG-1, IgG-2, I1gG-3, o IgG-4, IgA (incluyendo IgA-1 e IgA-2), IgE,
IgD o IgM.

[0110] La palabra “marca” cuando se usa en la presente memoria descriptiva se refiere a un compuesto o
composicion detectable que se conjuga directa o indirectamente con el anticuerpo, oligopéptido u otra molécula
organica de tal manera que genera un anticuerpo, oligopéptido u otra molécula organica marcada. La marca puede
ser detectable por si misma (por ejemplo, marcas de radiois6topo o marcas fluorescentes) o, en el caso de una
marca enzimatica, puede catalizar la alteracién quimica de un compuesto o composicion sustrato que es detectable.

[0111] El término “agente citotdxico” tal como se usa en la presente memoria descriptiva se refiere a una sustancia
que inhibe o evita la funcién de las células g/o produce la destruccion de las células. Se Eretende que el término
incluya is6topos radioactivos (por ejemplo, At 11, |131, I125, Ygo, Re186, Rev188, Sm153, Bim, P32 e isétopos radioactivos
de Lu), agentes quimioterapéuticos, enzimas y sus fragmentos tales como enzimas nucleoliticas, antibidticos, y
toxinas tales como pequefias moléculas de toxinas o toxinas enzimaticamente activas de origen bacteriano, fungico,
plantas o animales, incluyendo fragmentos y/o sus variantes, y los diversos agentes antitumorales o anticancerosos
dados a conocer a continuacién. Se describen a continuacion otros agentes citotdxicos. Un agente tumoricida
produce la destruccion de las células tumorosas.

[0112] Un “agente quimioterapéutico” o “agente terapéutico” es un compuesto quimico util en el tratamiento de un
trastorno o enfermedad. Los ejemplos de agentes quimioterapéuticos o terapéuticos para el tratamiento de la IBD
incluyen sin limitacion farmacos antiinflamatorios de sulfasalazina y acido 5-aminosalisilico (5-ASA); el Metroidazol y
la ciprofloxacina son similares en eficacia a la sulfasalazina y parecen ser particularmente utiles para el tratamiento
de la enfermedad perianal; en los casos mas graves, los corticoesteroides son eficaces en el tratamiento de las
exacerbaciones y pueden incluso mantener la remisién; azatioprina, 6-mercaptopurina, y metotrexato han mostrado
también éxitos en pacientes que requieren la administracién crénica de corticoesteroides; Los farmacos
antidiarreicos pueden proporcionar también alivio sintomatico en algunos pacientes; la terapia nutricional o la dieta
elemental pueden mejorar el estado nutricional de los pacientes e inducir la mejora sintomatica de la enfermedad
aguda; los antibidticos se usan en el tratamiento secundario del crecimiento bacteriano en exceso en el intestino
delgado y en el tratamiento de las complicaciones pidgenas. Los agentes quimioterapéuticos de la IBD incluyen
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ademas agentes bioldgicos y otros agentes como los que siguen: anticuerpos dirigidos contra beta7 (véase, por
ejemplo, documento W02006026759), anticuerpos dirigidos contra alfa4 (tales como ANTEGEN®) anticuerpo
dirigido contra TNF (REMICADE®)) o compuestos sin proteinas que incluyen, sin limitaciéon, compuestos 5-ASA,
ASACOL®, PENTASA™ ROWASA™, COLAZAL™, y otros compuestos tales como Purinetol y esteroides tales
como prednisona. Los ejemplos de agentes quimioterapéuticos para el tratamiento del cancer incluyen
hidroxiureataxanos (tales como paclitaxel y doxetaxel) y/o antibiéticos de antraciclina; agentes alquilantes tales como
tiotepa y la ciclofosfamida CYTOXAN7; alquil sulfonatos tales como busulfan, improsulfan y piposulfan; aziridinas
tales como benzodopa, carbocuona, meturedopa, y uredopa; etileniminas y metilamelaminas que incluyen
altetramina, ftrietilenmelamina, ftrietilenfosforamida, trietilentiofosforamida y trimetilolomelaimina; acetogeninas
(especialmente bulatacina y bulatacinona); delta-9-tetrahidrocannabinol (dronabinol, MARINOL7); beta-lapacona;
lapacol; colchicinas; acido betulinico; una camptotecina (incluyendo el analogo sintético topotecan (HYCAMTIN7),
CPT-11 (irinotecan, CAMPTOSARY7), acetilcamptotecina, escopolectina, y 9-aminocamptotecina); brioestatina;
caliestatina; CC-1065 (incluyendo sus analogos sintéticos adozelesina, carzelesina y bizelesina); podofilotoxina;
acido podofilinico; tenipdsido; criptoficinas (particularmente criptoficina 1 y criptoficina 8); dolastatina; duocarmicina
(incluyendo los analogos sintéticos, KW-2189 y CB1-TM1); eleuterobina; pancratistatina; una sarcodictiina;
espongistatina; mostazas de nitrégeno tales como clorambucilo, clornafazina, colofosfamida, estramustina,
ifosfamida, mecloretamina, clorhidrato de Oxido de mecloretamina, melfalan, novembicina, fenesterina,
prednimustina, trofosfamida, mostaza de uracilo; nitrosureas tales como carmustina, clorozotocina, fotemustina,
lomustina, nimustina, y ranimnustina: antibidticos tales como los antibiéticos de enediina (por ejemplo, calicamicina,
especialmente calicamicina gamma 1l y calicamicina omega |1 (véase por ejemplo., Agnew, Chem Intl. Ed. Engl., 33:
183-186 (1994)); dinemicina, incluyendo dinemicina A; una esperamicina; asi como neocarzinostatina croméforo y
cromoproteinas relacionadas cromoforos de antibidticos de enediina), aclacinomisinas, actinomicina, autramicina,
azaserina, bleomicinas, cactinomicina, carabicina, carminomicina, carzinofilina, cromomicinas, dactinomicina,
daunorubicina, detorubicina, 6-diazo-5-oxo-1-norleucina, ADRIAMYCIN7 doxorubicina (incluyendo morfolino-
doxorubicina, cianomorfolinodoxorubicina, 2-pirrolino-doxorubicina y desoxidoxorubicina), epirubicina, esorubicina,
idarubicina, marcelomicina, mitomicinas tales como mitomicina C. acido micofendlico , nogalamicina, olivomicinas,
peplomicina, porfiromicina, puromicina, quelamicina, rodorubicina, estreptonigrina, estreptozocina, tubercidina,
ubenimex, zinostatina, zorubicina; anti-metabolitos tales como metotrexato y 5-fluorouracilo (5-FU); analogos de
acido fdlico tales como denopterina, metotrexato, pteropterina, trimetrexato; analogos de purina tales como
fludarabina, 6-mercaptopurina, tiamiprina, tioguanina; analogos de pirimidina tales como ancitabina, azacitidina. 6-
azauridina, carmofur, citarabina, didesoxiuridina, doxifluridina, enocitabina, floxuridina; andréogenos tales como
calusterona, propionato de dromostanolona, epitiostanol, mepitiostano, testolactona; antiadrenérgicos tales como
aminoglutetimida, mitotano, trilostano; reforzador de acido folico tal como acido frolinico; aceglatona; aldofosfamida
glicésido; acido aminolevulinico; eniluracilo; amsacrina; bestrabucilo; bisantreno; edatraxato; defofamina;
demecolcina; diazicuona; elfomitina; acetato de eliptinio; una epotilona; etoglicido; nitrato de galio; hidroxiurea;
lentinano; lonidainina; maitansinoides tales como maitansina y ansamitocinas; mitoguazona; mitoxantrona;
mopidanmol; nitraerina; pentostatina; fenamet; pirarubicina; losoxantrona; 2-etilhidrazida; procarbazina; complejo
PSK7 de polisacaridos (JHS Natural Products, Eugene, OR); razoxano; rizoxina; sizofirano; espirogermanio; acido
tenuazonico ; triazicuona; 2,2’,2"-triclorotrietilamina; tricotecenos (especialmente toxina T-2 , verracurina A, roridina A
y anguidina); uretano; vindesina (ELDISINE7, FILDESIN7); dacarbazina; manomustina; mitobronitol; mitolactol;
pipobroman; gacitosina; arabinosido ("Ara-C"); tiotepa; taxoides, por ejemplo, paclitaxel TAXOL7 (Bristol-Myers
Squibb Oncology, Princeton, N.J.), ABRAXANETM exento de cromoforo, formulacion de nanoparticulas de albumina
genomanipuladas de (American Pharmaceutical Partners, Schaumberg, lllinois), y doxetaxel TAXOTERE7 (Rhone-
Poulenc Rorer, Antony, Francia); clorambucilo; gemcitabina (GEMZARY7); 6-tioguanina; mercaptopurina; metotrexato;
analogos de platino tales como cisplatino y carboplatino; vinblastina (VELBANY); platino; etopdsido (VP-16);
ifosfamida; mitoxantrona; vincristina (ONCOVINT7); oxaliplatino; leucovovina; vinorelbina (NAVELBINE7); novantrona;
edatrexato; daunomicina; aminopterina; ibandronato; inhibidor de la topoisomerasa RFS 2000; difluorometilomitina
(DMFO); retinoides tales como &cido retinoico; capecitabina (XELODAY); sales, acidos o derivados de cualquiera de
los anteriores farmacéuticamente aceptables; asi como combinaciones de dos o mas de los anteriores tales como
CHOP, una abreviatura para una terapia combinada de ciclofosfamida, doxorubicina, vincristina, y prednisolona, y
FOLFOX, una abreviatura para un régimen de tratamiento con oxaliplatino (ELOXATINTM) combinado con 5-FU y
leucovovina.

[0113] EI término “citocina” es un término genérico para las proteinas liberadas por una poblacién de células que
actuian en ofras células como mediadores intercelulares. Los ejemplos de dichas citocinas son linfocinas, monocinas,
y hormonas polipeptidicas tradicionales. Incluidas entre las citocinas estan las hormonas del crecimiento tales como
la hormona humana del crecimiento , N-metionil hormona humana del crecimiento, y la hormona bovina del
crecimiento; la hormona paratiroidea; la tiroxina; insulina; proinsulina; relaxina; prorelaxina, hormonas de
glicoproteinas tales como la hormona estimulante del foliculo (FSH), la hormona estimulante del tiroides (TSH), y la
hormona luteneizante (LH); el factor hepatico del crecimiento; factor de crecimiento de los fibroblastos; prolactina;
lactégeno placentario; factor a y B de necrosis tumoral; sustancia inhibidora mulleriana; péptido asociado a
gonadotropina de raton; inhibina; activina; factor de crecimiento endotelial vascular; integrina; trombopoyetina (TPO),
factores de crecimiento nervioso tales como NGF-B; factor de crecimiento plaquetario; factores de crecimiento
transformantes (TGF) tales como TGF-a y TGF-@; factor | y Il de crecimiento tipo insulina; eritropoyetina (EPO);
factores osteoinductores; interferones tales como interferones a, 3, y y; factores estimulantes de colonias (CSF) tales
como macréfago-CSF (M-CSF); granulocito-macrofago-CSF (GM-CSF); y granulocito-CSF (G-CSF); interleucinas
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(IL) tales 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; un factor de necrosis tumoral tal
como TNF-a o TNF-B; y otros factores polipeptidicos que incluyen el ligando LIF y kit (KL). Tal como se usa en la
presente memoria descriptiva, el término citocina incluye proteinas procedentes de fuentes naturales o procedentes
de cultivos celulares recombinantes y equivalentes bioldgicamente activos de las citocinas de secuencias naturales.

[0114] EI término “prospecto” se usa para referirse a las instrucciones personalizadas incluidas en los envases
comerciales de los productos terapéuticos, que contienen informacion acerca de las indicaciones, utilizacién,
dosificaciéon, administracion, contraindicaciones y/o advertencias que se refieren al uso de dichos productos
terapéuticos

[0115] “Epitelios”, “epitelial” y “epitelio” se refiere a la cubierta celular de las superficies corporales internas y
externas (cutanea, mucosa y serosa), que incluye las glandulas y otras estructuras derivadas de las anteriores, por
ejemplo, cérnea, esofagica, epidérmica, y las células epiteliales foliculares del cabello. Otros tejidos epiteliales a
modo de ejemplo incluyen: epitelio olfatorio — el epitelio pseudoestratificado que tapiza la region olfatoria de la
cavidad nasal, y que contiene los receptores del sentido del olfato; epitelio glandular — el epitelio compuesto por
células secretoras del epitelio escamoso; epitelio escamoso — el epitelio que comprende una o mas capas de
células, la mas superficial de las cuales esta compuesta de células planas similares a escamas o similares a placas.
El epitelio puede también referirse al epitelio de transicion, similar al que se encuentra caracteristicamente tapizando
organos huecos que estan sometidos a un gran cambio mecanico debido a la contracciéon y a la distension, por
ejemplo, el tejido que representa una transicidn entre el epitelio escamoso estratificado y el epitelio columnar.

[0116] El “estado de crecimiento” de una célula se refiere a la velocidad de proliferacion de la célula y/o al estado
de diferenciacion de la célula. Un “estado de crecimiento alterado” es un estado de crecimiento caracterizado por
una velocidad anormal de proliferacion, por ejemplo, una célula que presenta una velocidad creciente o decreciente
de proliferaciéon con respecto a una célula normal.

[0117] EI término “LY6” o “polipéptido de LY6” se usa en la presente memoria descriptiva para referirse
genéricamente a cualquiera de los homologos de mamiferos de la familia del gen LY6 de mamiferos. El término
“LY®6” se puede usar para describir la proteina o el acido nucleico.

[0118] EI término “expresion en exceso” tal como se usa en la presente memoria descriptiva, se refiere a los
niveles celulares de expresion génica de un tejido que son superiores a los niveles de expresion normales de este
tejido. El término “expresion en defecto” tal como se usa en la presente memoria descriptiva, se refiere a los niveles
celulares de expresion génica de un tejido que son inferiores a los niveles de expresion normales de este tejido. En
cualquier caso, la expresion superior o inferior es significativamente diferente de la expresion normal en las
condiciones controladas del estudio.

[0119] Un “control” incluye una muestra obtenida para uso en la determinacién de los niveles iniciales o la
expresion normal o la actividad en un mamifero que no experimenta la IBD. De acuerdo con esto, se puede obtener
una muestra del control mediante numerosos medios, que incluyen de tejidos o células no afectados por la
inflamacion y/o la IBD, UC o CD (tal como se determina mediante técnicas normalizadas), de células o tejidos sin
IBD, por ejemplo, de las células de un sujeto que no experimenta IBD; de sujetos que no tienen una IBD,
enfermedad de Crohn, o trastorno de colitis ulcerosa; de sujetos no sospechosos de estar en riesgo de una IBD, CD
o UC; o de las células o lineas de células derivadas de dichos sujetos. Un control incluye también un patrén
previamente establecido. Para los ensayos, tales como los ensayos de ARNm, que incluyen los ensayos de
micromatriz, un control puede ser un control universal. Dicho control universal se refiere a la informacién de la
expresion del ARN de un gen LY6 concreto obtenido del ARN aislado de una mezcla de tejidos sanos o de una
mezcla de lineas celulares derivadas de diversos tejidos tales como, sin limitaciéon, los ARN universales de
referencia dados a conocer en la presente memoria descriptiva. De acuerdo con esto, cualquier prueba o ensayo
llevado a cabo de acuerdo con la invencion se puede comparar con el patréon establecido y puede no ser necesario
obtener una muestra del control para comparacion cada vez.
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/* value of a match with a stop */

M

* match with stop is _M; stop-stop = 0; J (joker) match =0

*/

* C-C increased from 12 to |5
* Z is average of EQ

* B is average of ND
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Tabla 1 (cont. 1)

Hinclude <stdio.h>
#Hinclude <crype.h>

#define MAXIMP 16 /* max jumps in a diag */

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

Hdefine MX 4 /* save if there's at least MX-1 bases since last jmp */
Hdefine DMAT k] /* value of matching bases */

#define DMIS 0 /* penalty for mismaitched bases */

#Hdefine DINSO 8 /* penalty for a gap */

#define DINS] 1 /* penalty per base */

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

#define PINSI 4 /* penalty per residue */

struct jmp {
short

n[MAXIMP];  /* size of jmp (neg for dely) */

unsigned short x[MAXJMP];  /* base no. of jmp in seq x */

¥

/* limits seq to 2*16 -1 */

struct diag {
int score; {* score at last jmp */
long offset; /* offset of prev block */
short ijmp; /* current jmp index */
struct jmp i /* list of jmps */
h
struct path {
int i /* number of leading spaces */
short n[JMPS]; /* size of jmp (gap) */
int x[IMPS); /* loc of jmp (last elem before gap) */
¥
char *ofile; /* output file name */
char *namex[2]; /* seq names: getseqs( ) */
char *prog, /* prog name for err msgs */
char *seqx[2]; /* seqs: getseqs( ) */
int dmax; * best diag: nw( ) */
int dmax0; /* final diag */
int dna; /* set if dna: main( ) */
int endgaps; /* set if penalizing end gaps */
int £apx, gapy, /* total gaps in seqs */
int len0, lenl; /* seq lens */
int ngapx, ngapy, /* total size of gaps */
int smax; /* max score: nw( ) */
int *xbm; /* bitmap for matching */
long ofTset; /* current offset in jmp file */
struct  diag  *dx; /* holds diagonals */
struct path  pp[2]; /* holds path for seqs */
char *calloc( ). *malloc( ), *index( ), *strepy( );
char *getseq( ), *g_calloc( );
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Tabla 1 (cont. 2)

/* Meedleman-Wunsch alignment program
L

* usage: progs filel file2

where file] and file2 are two dna or two protein sequences.

The sequences can be in upper- or lower-case an may contain ambiguity
Any lines beginning with *;', ' or "<' are ignored

Max file length is 65535 (limited by unsigned short x in the jmp struct)

A sequence with 1/3 or more of its elements ACGTU is assumed to be DNA
Output is in the file "align.out”

* The program may create a tmp file in ftmp to hold info about traceback.
* Original version developed under BSD 4.3 on a vax 8650

*f

#include "nw.h"

#include "day.h"

static _dbval[26] = {
1 Y | 4.2-] 3.”,0.4:' ! .ﬂ lﬁt 1 210!31] 5'“110!01‘5 Iﬁtaﬁai ?1‘9'0' lu‘ﬂ
B

static _pbval[26] = {
1. 2)(1==<('D'-" A1 <<("N'-"A"), 4, 8, 16, 32, 64,
128, 256, OxFFFFFFF, 1<<10, 1=<<11, 1=<12, 1=<13, 1<<14,
1=<]5, 1=<16, 1<<17, 1<<18, 1<<19, 1<<20, 1<<2], 1<<22,
1=<23, 1<<24, <<25|(1<<("E-""A|(1<<("Q-'A"))

k

main{ac, av)
int ac;
char  *av[];

prog = av[0};
if (ac '=3) {
fprintfisiderr,"usage: %s file] file?\n", prog);
fprintfistderr,"where filel and file2 are two dna or two protein sequences.\n");
fprimtfistderr,"The sequences can be in upper- or lower-case\n");
fprinif{stderr,”Any lines beginning with '}’ or '<' are ignored'\n");
fprintfistderr,"Output is in the file \"align.out\"\n");
exit(1);

namex[0] = av[1];

namex[1] = av[2];

seqx[0] = getseq(namex[0], &len0);
seqx[1] = getseq(namex[1], &lenl);
xbm = (dna)? dbval : pbval;

endgaps = 0; /* 1 to penalize endgaps */
ofile = "align.ow"; /* output file */

nwi( ) /* fill in the matrix, get the possible jmps */
readjmps( ) /* get the actual jmps */

prini( ): * print s1ats, alignment */

cleanup(0}); /* unlink any tmp files */
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Tabla 1 (cont. 3)

/* do the alignment, returm best score: main( )

* dna: values in Fitch and Smith, PNAS, 80, 1382-1386, 1983

* pro: PAM 250 values

* When scores are ¢qual, we prefer mismatches to any gap, prefer
* a new gap W extending an ongoing gap, and prefer a gap in seqx

* 10 @ gap in seq y.

*/

nw( )

s char *px, *py: /* seqs and ptrs */
int *ndely, *dely;  /* keep track of dely */
int ndelx, delx; /* keep wack of delx */
int *tmp; f* for swapping row(, rowl] */
int mis; I* score for each type %/
int ins0, ins]; /* insertion penalties */
register id; /* diagonal index */
register i f* jmp index */
register *coll, *colt;  /* score for curr, last row */
register KX, ¥ /* index into seqs */

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

ndely = (int *)g_calloc{"1o get ndely”, lenl+1, sizeof(int));
dely = gimt * ) _calloc("to get dely™, lenl+1, sizeof{int));
cull = (int * Jg_culloe("to get col0”, lenl+1, sizeof(int));
coll = (int *)_calloe("to get coll™, lent+1, sizeof{int));
insU = (dna)? DINSO : PTNSO;

insl = idna)? DINSI : PINSI;

smax = - 10000;
il tendgaps) |
for (col0[0] = dely[0] = -ins0, yy = 1; yy <= len]; yy++) {
col0[yy] = dely[vy] = col0[yy-1] - insl;
ndely[yy] = yy:

H
colO]o] = 0; /* Waterman Bull Math Biol 84 */
H
clse
for ivy = 1; yy <= lenl; yy++)
dely[yy] = -ins0;

* Gl in match matnix
‘f

for (pa = seys|il]. xx = 1; xx <= len(); px++, xx++} {
* mmahize first entry in col
L]

il tendpaps) |
ifixx==1)
col1[0] = delx = -(ins0+insl});
else
coll]0] = delx = cold{0] - insl;
ndelx = xx;
L
che |
ol [{0] = 0;
delx = -ins(;
ndelx = U;
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Tabla 1 (cont. 4)

for (py = seqx[1], yy = 1, yy <= lenl; py++, yy++) {
mis = col0[yy-1];
if (dna)
mis += (xbm[*px-"A"]&xbm[*py-'A'])? DMAT : DMIS;
else
mis += _day[*px-'A"][*py-'A"];

* update penalty for del in x seq;
* favor new del over ongong del
* ignore MAXGAP if weighting endgaps
*/
if (endgaps || ndely[yy] < MAXGAP) {
if (col0[yy] - ins0 >= dely[yy]) {
dely[vyy] = col0[yy] - (insO+ins1);
ndely[yy] = 1;

dely[yy] -= insl;
ndely[yy]++;

} else {

} else {
if (colO[yy] - (insO+insl) >= dely[yy]) {
dely[yy] = colO[yy] - (insO+ins1);
ndely[yy] = I;

ndely[yy]++;

} else

}

/* update penalty for del in y seq;
* favor new del over ongong del
*/
if (endgaps || ndelx < MAXGAP) {
if (coll[yy-1] - insD >=delx) {
delx = coll[yy-1] - (ins0+ins1);
ndelx = 1;
} else {
delx -= insl;
ndelx++;

} else {
if (coll[yy-1] - (ins0+ins1) >= delx) {
delx = coll[yy-1] - (ins0+ins]);
ndelx = 1;
i else
ndelx++;

)

/* pick the maximum score; we're favoring
* mis over any del and delx over dely
.
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Tabla 1 (cont. 5)
id=xx -yy+lenl - 1;
if (mis >= delx && mis >= dely[yy])
coll[yy] = mis;
else if (delx >= dely[yy]) {
col 1 [yy] = delx;
ij = dx[id].ijmp;
if (dx[id]jp.n[0] && ('dna || {ndelx >= MAXIMP
&& xx > dx[id).jp.x[ij]]+MX) || mis > dx[id].score-+DINS0)) {
dx[id].ijmp++;
if (++ij >= MAXIMP) {
writejmps(id);
il = dx[id).ijmp = 0;
dx[id].offset = offset;
offset += sizeof(struct jmp) + sizeof(offset);

}

}

dx[id].jp.n[ij] = ndelx;
dx[id] jp.xlij] = xx;
dx[id].score = delx;

}
else {
coll[yy] = dely[yy];
ij = dx[id].ijmp;
if (dx[id] jp.n[0] && ('dna || (ndely[yy] >= MAXIMP
& & xx > dx[id].ip.x[ii]l+MX) || mis > dx[id].score+DINS0)) {
dx[id]).gmpt++;
if (++1j >= MAXIMP) {
writejmps(id);
ij = dx[id].ijmp = 0;
dx[id].offset = offset;
offset += sizeof{struct jmp) + sizeof(offset);
}

H

dx[id].jp.n[ij] = -ndely[yy];
dx[id]gp.x[ij] = xx;
dx[id].score = dely[yy];

}
if (xx ==len0 && yy <lenl) {
/* last col
*f
if (endgaps)
coll[vy] -= ins(+ins1*(lenl-yy);
if (coll[yy] > smax) {
smax = col 1 [yy];
dmax = id;

}

H
if (endpaps && xx < len0)
coll[yy-1] -= insO+ins ] *(lenD-xx);
if (coll[yy-1] > smax} {
smax = coll [yy-1];
dmax = id;
|

tmp = col0; col0 = coll ; coll = tmp;

H

(void) frec{{char * ndely);
(void ) free{{char * Jdely);
(void ) free{ichar * )col0);
(void) free({char *)coll);

25

WY



ES 2379413 T3

Tabla 1 (cont. 6)

I*

*
* prini( } -- only routine visible outside this module
(]

* static:

* getmal( ) -- trace back best path, count matches: print( )

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

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

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

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

* stripname( ) -- strip any path and prefix from a seqname

*f

#include "nw.h"

#define SPC 3
#define P_LINE 256 /* maximum output line */

#define P SPC 3 /* space berween name or num and seq */
extern _day[26][26];
int olen; /* set output line length */
FILE *fx; /* output file */
print( )
{
int Ix, ly, firsigap, lasigap; /™ overlap */

if ((fx = fopen(ofile, "w")}==0) {
fprintf{stderr,"%s: can't write %s\n", prog, ofile);
cleanup(1);

)
fprintf{ fx, "<first sequence: %s (length = %d)\n", namex[0], len0);
fprintf{ fx, "<second sequence: %s (length = %d)\n", namex[1], lenl);
olen = 60;
I% = len(;
ly = lenl;
firstgap = lasigap = 0;
if (dmax <lenl - 1) { * leading gap in x */
ppl0].spec = firstgap = lenl - dmax - 1;
ly -= ppl0].spe;

}

else if (dmax > lenl - 1) { /* leading gap in y */
ppl!).spc = firstgap = dmax - (lenl - 1);
Ix -= pp[1]).spc;

}
if(dmax0 <len0-1}{  /* trailing gapinx */
lastgap = len( - dmax0 -1;

Ix -= lastgap;

}

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

)
getmat{lx, ly, firstgap, lastgap);
pr_align{ );
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Tabla 1 (cont. 7)

'l"l'
* trace back the best path, count matches
*/
static
getmat{lx, ly, firstgap, lastgap)
int I%, ly; f* "core” (minus endgaps) */
int firstgap, lastgap; /* leading trailing overlap */
{
int nm, i0, il, siz0, sizl;
char outx[32);
double pct,
register n0, nl;

register char  *p0, *pl;

/* get total matches, score
«f

i0 =il =siz0 = sizl =0;

p0 = seqx[0] + pp[1].spc;

pl =seqx[1] + pp[0].spec:

n0 = pp[1].spe+ 1;

nl =ppl0].spc+ 1;

nm =0
while { *p0 && *pl ) {
if (siz0) {
pl++;
nl++;
5iz0--;

}

else if (sizl) {
pO++;
niH+;
sizl-—;

}
else {
if (xbm[*p0-'A")&xbm[*pl-'A"])
nm-+;
if (n0++ == pp[0].x[i0])
siz0 = pp[0].n[i0++];
if (n1++==pp[1].x[i1]}
sizl = pp[1].n[il++];
pl++;
pl+t;

}

/* pet homology: .
* if penalizing endgaps, base is the shorter seq
* ¢lse, knock off overhangs and take shorter core

wf
if (endgaps}

Ix = {len0 < lenl)? len0 : lenl;
else

b= (Ix < ly)? 1 : ly;

pct = 100.%{ double)nm/(double)lx;

fprinuf{ fi, "n");

tprintfifx, "<¥d match%s in an overlap of %d: %.2f percent similarity\n”,
nm, (nm == )7 " : "es", Ix, pet);
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Tabla 1 (cont. 8)

fprintf{fx, "<gaps in first sequence: %d", gapx); ..getmat
if (zapx) {
{void) sprintf{outx, " (Y%ed %es%s)",
ngapx, (dna)? "base":"residue”, (ngapx == 1)? "":"s");
fprintfifx,"%%s", outx);

fprintfifx, *, gaps in second sequence: %d", gapy);
if (gapy) (
(void) sprintf{out, " (%d %%s%s)",
ngapy, (dna)? “base":"residue”, (ngapy == 1)? "":"s");
fprintf{fx,"%s", outx};

!
if {dna)
rintf] fx, .
<score: %d (match = %d, mismatch = %d, gap penalty = %d + %d per base)\n",
smax, DMAT, DMIS, DINS0, DINS1); =

else
fprintf{fx,
"in<score: %d {Dayhoff PAM 250 matrix, gap penalty = %d + %d per residue)in”,
smax, PINS0, PINS1);
if (endgaps)
fprintf{fx,
"<endgaps penalized. left endgap: %d %4s%s, right endgap: %d %s%s\n",
firstgap, (dna)? "base” : "residue”, (firstgap = 1)? " : "s",
lastgap, (dna)? "base” : "residue”, {lastgap = 1)? "" . "s");
else
fprintf{fx, "<endgaps not penalized\n™);
}
static nm; /* matches in core -- for checking */
static Imax; /* lengths of siripped file names */
static ul2); /* jmp index for a path */
static nef2]; /* number at start of current line */
static ni[2]; /* current elem number -- for gapping */
static siz[2];
static char *ps[2]; /* pir to current element */
static char *po[2]; /* pir to next output char slot */

po[2];

static char out[2][P_LINE]; /* output line */
static char star[P_LIME];  /* set by stars( } */
j"

* print alignment of described in struct path pp[]

*/

static
pr_align{ ) pr_align
{

int nn:  ° /* char count */

int more;

register i

for(i=0,Imax =0;1<2;1++) {
nn = stripname{namex[i]);
if (nn > lmax})
Imax = nn;

nefil = 1;

nifi] = 1;

siz[i] = ij[i] = 0;
psli] = seqx(il;
poli] = out[i];
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Tabla 1 (cont. 9)

for (nn = nm = 0, more = |; more; ) {
for(i=more=10;i<2;i++){
’I‘
* do we have more of this sequence?
*/
if (*ps[i])

contioue;
more++;

if (pp[i). spc] { f' Imu:llng space */
*polij++

ppli).spe--;

elseif (siz[i]}{ /*inagap*/
*pofip+ ="}
siz[i]--;

else { .-':fwe’re putting a seq element

*poli] = *ps[i];
if (islower{*ps{i])}
_ *ps[i] = toupper(*psli]);
po[il++;
ps[i]++;
.|f"
:Im we at next gap for this seq?
if (nili] j pp(i]-x[ij{i]]) {

* we need to merge all gaps
* at this location

mi-] = pplil-n[ij[i]++);
while (ni[i] = pp[i).x[ij[i]])

sizfi] += ppli].n[y[i++];

nifil++;
}

if (++nn == olen || 'more && nn) §
dumpblock( );
for (i=0;i<2;i++)
poli] = outfil;
nn = 0;

;

.I'l'
:irdump a block of lines, including numbers, stars: pr_align( )

static
dumpblock{ )
i

register i;
for (i =0;i1<2; i++)
*poli}--="0
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Tabla 1 (cont. 10)

(void) pute("n', fx);
for (i=0;i<2;i++) {

i ('nut[l] && (*out[i] '=""| *(polil) =""N{

if (i= ﬂ}
ums(i);
if{i=0 &,& *out[1])
stars( );
putline(i);
if(i=0&& *out[l])
fprintffx, star);
if(i==1)
nums(i);

}
}
I‘
* put out a number line: dumpblock( )
*f
static
nums{ix)
int ix; /* index in outf] holding seq line */
{
char nline[P_LINE};
register i, J;
register char  *pn, *px, *py;
for {pn = nline, i =0; i < Imax+P_SPC; i++, pn++)
for(i= ncl[’Il] p)r uut[lx]. *py, py++, pnt+) {
if(*py==""11"* p1-'= )
'Ipn =
else {
if(i%10 =0 (=1 &&nc[ix]1=1)) {
J=<0)?-i:i;
for (px =pnm; J; j /= 10, px--)
rx =1%10+'0"
if(i<0)
*px =
}
else
.Pn = ';
i++;
}
}
*pn = "0,
ncfix] =1i;
for {(pn = nline; *pn; pn++)
{void) pute(*pn, fx);
(void) putc("n’, fx);
}
fl‘
* put out a line (name, [num], seq, [num)): dumpblock( )
.
static
putline(ix)
int X
i
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Tabla 1 (cont. 11)

int i
register char  *px;

for (px = namex[ix]. i = 0; *px && *px '=""; px++, i++)
(void) putc(*px, x);

for (; i < Imax+P_SPC; i++)
{void) putc('", fx);

/* these count from |:
* ni[] is current element (from 1)
* nc[] is number at start of current line
*f
for (px = oul[ix]; *px; px++)
(void) putc(*px&0x7F, fx);
{void) putc(n', fx);

* put a line of stars (seqs always in out[0], out[1]): dumpblock( )

=/
static
stars{ )
{

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

if (*out[0] || (*out[0] =='" && *(po[0]) ="") |
Mout(1] || (*our(1]==""&& *(po[1]) =""))

return;

px = star;

for (i = Imax+P_SPC; i; i--)
’px-i--l- =1 ’;

for (p0 = out[0], p] = out[1]; *p0 && *pl; plH+, pl++) {
if (isalpha(*p0) && isalpha(*pl)) {

if (xbm[*p0-'A’"]&xbm[*p]1-'A]) {
cx="*,
nm++;

H
else if ('dna && _day[*p0-'A"][*p]1-'A"] > 0)

ex="%
else
ex=""
}
else
ex=""
*prt+ =cx;
*px++ =10
*px = "0

31
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Tabla 1 (cont. 12)

Fil
* sirip path or prefix from pn, return len: pr_align( )
')
static
siripname{pn)
char  *pn;  /* file name (may be path) */
{
register char  *px, *py;
py=0:
for (px = pn: *px: px++)
if{*px =="")
if {py)
(void) strepy(pn, p¥);
returnistrlen(pn));
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Tabla 1 (cont. 13)

I-'
* cleanup( } -- cleanup any mmp file
* getseq( ) - read in seq, set dna, len, maxlen
* g_calloc( ) -- calloc( ) with error checkin
* readjmps( ) -- get the good jmps, from tmp file if necessary
* writejmps( ) -- write a filled array of jmps to a tmp file: nw( )
"

#include "nw.h"
#include <sys/file.h>

char  *jname = "/imp/homgXX3XNX"; /* tmp file for jmps */
FILE *fj;
int cleanup{ ); /* cleanup tmp file */
long  Iseek( ):
l.l'-
* remove any tmp file if we blow
*f
cleanup(i)
int i;
if (1))
(void) unlink(jname);
exit(i);
}
"

* read, retumn pir 10 seq, set dna, len, maxlen
* skip lines starting with %}', '<, or ">

* seq in upper or lower case

*f

char *
getseq(file, len)
char  *file; /* file name */

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

if {(fp = fopen(file,"r")) = 0) {
fprintf{stderr,"%s: can't read %s\n", prog, file);
exit(1);

tlen = natge = 0;
while (fgets(line, 1024, fp)) {
if (*line =="" || *line =="<'|| *line == ">')
confinue;
for (px = line; *px !'="\n'; px++)
if (isuppen(*px) | islower(* px))
tlen++;

sﬂl[pscq = malloc({unsigned)(tlen+6))) == 0) {

fprintfistderr,"%s: malloc( ) failed to get %d bytes for %s\n", prog, tlen+6, file);

exit(1);

}
pseq[0] = pseq[1] = pseq[2] = pseq(3] = \0';
Page | of nwsubr.c
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Tabla 1 (cont. 14)

—getseq
py = pseq + 4
*len = tlen;
rewind(fp);
while (fgets(line, 1024, fp)) {
if (*line =="" || *line =="<'|| *line = ">")
continue;
for (px = line; *px = \n'; px++) {
if (isupper(*px))
= *px;
else if (islower({*px))
_ . *py*++ = woupper(*px);
if (index{"ATGCU",*(py-1)))
natge++;
}
]
Pyt =W
*py ="0";
{void) fclose(fp);
dna = natge > (tlen/3);
returnipseq+4);
;
char *
g_calloc(msg, nx, sz) g calloc
char  *msg; /* program, calling routine */
int nx, 5z, /* number and size of elements */
{
char *px, *calloc( );
if {(px = calloc({unsigned)nx. (unsigned)sz}) ==0) {
if (*msg) {
fprintfistderr, "%s: g_calloc( ) failed %5 (n=%d, sz=%d)\n", prog, msg, nx, sz);
exin1);
H
return(px).
H
‘I'i
* get final jmps from dx[] or tmp file, set pp[], reset dmax: main( )
*
readjmps( ) readjmps
{
int fd=-1;
int siz, i0,11;
register i, j, Xx;
ifm{
(void) fclose(fj);

if ((fd = open{jname, O_RDONLY, 0)) < 0) {
fprintf{stderr, "%s: can't open( ) %s\n", prog, jname);

cleanup(1);
} H
for (i=i0 =il =0, dmax0 = dmax, xx = lend; ; i++) {
while (1) {

for {j = dx[dmax].ijmp; j >= 0 && dx[dmax].jp.x[j] >= xx: j--)
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Tabla 1 (cont. 15)

..readjmps
if (j <0 && dx[dmax].offset && 1) {
{void) Iseek(fd, dx[dmax].offset, 0);
(void) read(fd, (char *)&dx[dmax].jp, sizeof(struct jmp));
(void) read(fd, (char *)&dx[dmax].offsel, sizeof{dx[dmax].offset));
dx[dmax].ijmp = MAXIMP-1;

}
else

break;

}

if (i >= JMPS) {
fprintfi{stderr, "%s: 100 many gaps in alignment\n", prog);
cleanup(l);

}
if(j==0){
siz = dx[dmax].jp.n[j]:
xx = dx[dmax].jp.x[];
dmax += siz;
if(siz<0){ /* gap in second seq */
pp[1].n[i1] = -siz;
XX += siz;
M id=xx-yy + lenl - |
*/

ppl1].x[il] = xx - dmax + lenl - 1;
gapy++.
ngapy -= siz,
/* ignore MAXGAP when doing endgaps */
siz = (-siz < MAXGAP | endgaps)? -siz : MAXGAFP,
il++;

}

else if (siz>0) { /* gap in first seq */
pp[0].n[i0] = siz;
pp[0].x[i0] = xx;
gapxt+,
ngapx += siz;

* ignore MAXGAP when doing endgaps */

siz = (siz < MAXGAP || endgaps)? siz : MAXGAP,

0+
}
}
else
break;
H
.l"'frevﬂse the order of jmps
L

for (j =0, i0--; j < i j++, i0-) {
i = pp{0].n[j}; pp[0].n[j] = pp([0].n[i0); pp[0].n[i0] = i;
i = pp[0].x[); pp[0)-x[i] = ppl0].x[i0]; pp[0].x[i0] = i
for(j=0, il-—-; j <il; j++, il-) {
i = pp{1].n(); pp[1].nfi] = pp(1].n[il}; pp[1).nfil]} =i
i =pp[1].x0); ppl11x0] = ppl1].x[i1]; pp[1].x[i1] = §;

H
if{fd=>=10)

(void) close(fd);
if (i) {

(void) unlink(jname);
={:

nffsel'ﬂ 0;
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Tabla 1 (cont. 16)

‘M
* write a filled jmp struct offset of the prev one (if any): nw( )
*/
writejmps{ix) writejmps
int ix;
{

char *mktemp{ i

ir('ag) {
g if (mktemp(jname) < 0) §
fprintf{siderr, "%s: can't mktemp( } %s\n", prog, jname);
cleanup(1});

}

if ((§ = fopen(jname, "w")) == 0) {
fprintfisiderr, "%s: can't write %s\n", prog, jname);
exit(l);

H

!
(void} fwrite((char *)&dx[ix].jp, sizeof(struct jmp), 1, fj);
(void) fwrite{(char *)&dx[ix].offset, sizeof(dx[ix].offset), 1, fj);

Tabla 2

Referencia XXXXXXXXXXXXXXX (Longitud = 15 aminoacidos)
Proteina de comparacion XXXXXYYYYYYY (Longitud = 12 aminoacidos)

% de identidad de la secuencia de

aminoacidos =

(el numero de restos de aminoacidos con correspondencia idéntica entre las dos secuencias polipeptidicas tal como
se determiné mediante ALIGN-2) dividido por (el numero total de restos de aminoacidos del polipéptido de
referencia)

= 5 dividido por 15 = 33,3 %

Tabla 3
Referencia XXXXXXXXXX (Longitud = 10 amino&cidos)
Proteina de comparacion XXXXXYYYYYYZZYZ (Longitud = 15 amino&cidos)
% de identidad de la secuencia de
aminoacidos =

(el numero de restos de aminoacidos con correspondencia idéntica entre las dos secuencias polipeptidicas tal como
se determiné mediante ALIGN-2) dividido por (el numero total de restos de aminodacidos del polipéptido de
referencia)

= 5 dividido por 10 = 50 %

Tabla 4
ADN de referencia NNNNNNNNNNNNNN (Longitud = 14 nucledtidos)
ADN de comparacion NNNNNNLLLLLLLLLL (Longitud = 16 nucleétidos)

% de identidad de la secuencia de

acido nucleico =

(el numero de nucledtidos con correspondencia idéntica entre las dos secuencias de acido nucleico tal como se
determind mediante ALIGN-2) dividido por (el nimero total de nucleétidos de la secuencia de acido nucleico del
ADN de referencia)

= 6 dividido por 14 = 42,9 %
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Tabla 5

ADN de referencia NNNNNNNNNNNN (Longitud = 12 nucleétidos)

ADN de comparacion NNNNLLLVV (Longitud = 9 nucledtidos)

% de identidad de la secuencia de

acido nucleico=

(el numero de nucleétidos con correspondencia idéntica entre las dos secuencias de acido nucleico tal como se
determiné mediante ALIGN-2) dividido por (el numero total de nucledtidos de la secuencia de acido nucleico del
ADN de referencia)

= 4 dividido por 12 = 33,3 %

Procedimientos diagndsticos

[0120] Se contempla adicionalmente que el uso de agentes terapéuticos para la IBD se puede dirigir
especificamente a trastornos en los que el tejido y/o las células afectadas presentan una expresion creciente de LY6
con respecto al control. De acuerdo con esto, se contempla que la deteccion de la expresion creciente de LY6 se
puede usar para detectar la IBD, tal como la CD o la UC, en el tejido gastrointestinal de un mamifero y/o para
identificar tejidos y trastornos que se beneficiaran de manera particular del tratamiento con un agente terapéutico de
la IBD, incluyendo un agente quimioterapéutico, util en la mejora de la IBD, la UC y/o la CD en un paciente humano.

[0121] En las realizaciones preferidas, se detectan los niveles de expresion de LY6, tanto mediante deteccion
directa del gen transcrito como mediante la deteccion de los niveles o la actividad de las proteinas. Se pueden
detectar los transcritos usando cualquiera de una amplia gama de técnicas que dependen principalmente de la
hibridacion o de las sondas de los transcritos de ARNm de LY®6, para sintetizar los ADNc de las anteriores, o para el
ADN en el que esta presente las amplificacion del gen LY6. Las técnicas bien conocidas incluyen la transferencia
Northern, la PCR mediante transcriptasa inversa y el andlisis de micromatriz de los niveles de los transcritos. Los
procedimientos para detectar los niveles de la proteina LY6 incluyen la transferencia Western, la
inmunoprecipitacion, la electroforesis en gel de poliacrilamida bidimensional (2D SDS-PAGE - preferiblemente en
comparacion frente a un patrén en el que se ha determinado la posicién de las proteinas LY6), y la espectroscopia
de masas. Se puede acoplar la espectroscopia de masas con una serie de etapas de purificacién para permitir la
identificacion de alto rendimiento de muchos niveles de proteinas diferentes en una muestra particular. La
espectrometria de masas y la 2D SDS-PAGE se pueden usar también para identificar las modificaciones después de
la transcripcion de las proteinas que incluyen los episodios proteoliticos, la ubiquitinacion, fosforilacion, modificacion
de lipidos, etc. Se puede evaluar también la actividad de LY6 analizando la uniéon del ADN al sustrato o en la
activacion de la transcripcion in vitro de los promotores diana. El ensayo de modificacién en gel, los ensayos de la
huella de ADN, y los ensayos de reticulacion del ADN-proteina son todos procedimientos que se pueden usar para
evaluar la presencia de una proteina capaz de unirse a los sitios de unién Gli en el ADN. J Mol. Med 77(6):459-68
(1999); Cell 100(4): 423-34 (2000); Development 127(19): 4923-4301 (2000).

[0122] En algunas realizaciones, se midieron los niveles de LYG6 transcrito, y los tejidos enfermos o con trastornos
que mostraron niveles de LY6 significativamente elevados con respecto al control, se trataron con un compuesto
terapéutico de la IBD. De acuerdo con esto, los niveles de expresion de LY6 son una medida diagnostica poderosa
para determinar si un paciente esta experimentando la IBD y si este paciente debe recibir un agente terapéutico de
la IBD.

Composiciones de anticuerpos para uso en los procedimientos de la invencién

A. Anticuerpos dirigidos contra LY6

[0123] Se da a conocer en la presente memoria descriptiva el uso de anticuerpos dirigidos contra LY6, que pueden
encontrar uso en la presente memoria descriptiva como agentes terapéuticos, diagndsticos y/o prondsticos en la
determinaciéon de la existencia, gravedad de y/o prondstico del curso de la enfermedad de una enfermedad
inflamatoria del intestino tal como la UC. Los anticuerpos a modo de ejemplo que se pueden usar para dichos
objetivos incluyen anticuerpos policlonales, monoclonales, humanizados, biespecificos, y heteroconjugados. El
término “anticuerpos” incluye también algunas veces los fragmentos de unién a antigeno. Estan comercialmente
disponibles anticuerpos dirigidos contra LY6, tales como, por ejemplo, de R&D Systems, Minneapolis, MN. Se
pueden obtener comercialmente anticuerpos que se unan especificamente a LY6 como antigenos o prepararse
mediante procedimientos normalizados conocidos en la técnica de los anticuerpos y de la quimica de proteinas para
uso en el procedimiento de la invencion. Se dan a conocer anticuerpos para LYPD, por ejemplo, en el documento
USUS7.144.990.

1. Anticuerpos policlonales

[0124] Los anticuerpos policlonales se estimulan preferiblemente en animales mediante multiples inyecciones
subcutaneas (sc) o intraperitoneales (ip) del antigeno relevante y de un adyuvante. Puede ser util conjugar el
antigeno relevante (especialmente cuando se usan péptidos sintéticos) con una proteina que es inmundgena en la
especie que se va a inmunizar. Por ejemplo, el antigeno se puede conjugar en hemocianina de lapa californiana
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(KLH), albumina de suero, tiroglobulina bovina, o inhibidor de la tripsina de soja, usando un agente bifuncional o
derivatizante, por ejemplo, éster de maleimidobenzoil sulfosuccinimida (conjugacién mediante restos de cisteina), N-
hidroxisuccinimida (mediante restos de lisina) glutaraldehido, anhidrido succinico, SOCI, o R1N=C=NR, en el que R
y R' son diferentes grupos alquilo.

[0125] Se inmunizaron animales frente al antigeno, conjugados inmundgenos, o derivados combinando, por
ejemplo, 100 pg o 5 ug de la proteina o del conjugado (para conejos o ratones, respectivamente) con 3 volumenes
de adyuvante completo de Freund e inyectando la disolucion intradérmicamente en mudltiples sitios. Un mes
después, los animales recibieron un estimulo de refuerzo con 1/5 a 1/10 de la cantidad original del péptido o del
conjugado en adyuvante completo de Freund mediante inyeccion subcutanea en multiples sitios. Siete a 14 dias
después, los animales se sangraron y se evalué el suero para el titulo del anticuerpo. Los animales recibieron un
estimulo de refuerzo hasta que los titulos llegaron a la meseta. Se pueden formar también conjugados en cultivos
celulares recombinantes como fusiones de proteinas. También, agentes de agregacion tales como el alum se usan
de manera adecuada para aumentar la respuesta inmune.

2. Anticuerpos monoclonales

[0126] Se pueden crear anticuerpos monoclonales usando el procedimiento del hibridoma descrito en primer lugar
por Kohler y col., Nature, 256: 495 (1975), o se pueden crear mediante procedimientos de ADN recombinante
(Patente de los Estados Unidos N° 4.816.567).

[0127] En el procedimiento del hibridoma, un ratén u otro animal hospedador apropiado, tal como un hamster, se
inmuniza tal como se ha descrito anteriormente para estimular los linfocitos que producen o son capaces de producir
anticuerpos que se uniran de manera especifica a la proteina usada para la inmunizacién. Alternativamente, los
linfocitos se pueden inmunizar in vitro. Tras la inmunizacion, se aislaron los linfocitos y a continuacion se fusionaron
con una linea de células de mieloma usando un agente de fusién adecuado, tal como polietilenglicol, para formar
una célula de hibridoma (Goding, Monoclonal Antibodies: Principles and Practice, pp. 59-103 (Academic Press,
1986)).

[0128] Las células de hibridoma preparadas de esta manera se sembraron y se hicieron crecer en un medio de
cultivo adecuado cuyo medio contenia preferiblemente una o mas sustancias que inhibian el crecimiento o la
supervivencia de las células parentales de mieloma, sin fusionar (denominadas también como comparieras de
fusion). Por ejemplo, si las células parentales de mieloma carecen de la enzima hipoxantina guanina fosforibosil
transferasa (HGPRT o HPRT), el medio de cultivo selectivo de los hibridomas incluira normalmente hipoxantina,
aminopterina, y timidina (medio HAT), cuyas sustancias evitan el crecimiento de las células deficientes en HGPRT.

[0129] Las células de mieloma compafieras de fusion preferidas son aquellas que se fusionan eficazmente,
soportan de manera estable altos niveles de produccién de anticuerpos por las células productoras de anticuerpos
seleccionadas, y son sensibles a un medio selectivo que las selecciona frente a las células parentales sin fusionar.
Las lineas de células de mieloma preferidas son lineas de mieloma de murino, tales como las derivadas de los
tumores MOPC-21 y MPC-11 de raton, disponibles del Salk Institute Cell Distribution Center, San Diego, California
EE.UU., y SP-2 y derivadas, por ejemplo, células X63-Ag8-653 disponibles de la American Type Culture Collection,
Manassas, Virginia, EE.UU. Se han descrito también lineas de células de mieloma humano y heteromieloma de
ratén-humano para la producciéon de anticuerpos monoclonales humanos (Kozbor, J. Immunol., 133: 3001 (1984); y
Brodeur y col., Monoclonal Antibody Production Techniques and Applications, pp. 51-63 (Marcel Dekker, Inc., Nueva
York, 1987)).

[0130] Se evalu6 el medio de cultivo en el cual se hicieron crecer las células de hibridoma para la produccion de
anticuerpos monoclonales dirigidos contra el antigeno. Preferiblemente, la especificidad de la unién de los
anticuerpos monoclonales producidos por las células de hibridoma se determind mediante inmunoprecipitacion o
mediante el ensayo de union in vitro, tal como el radioinmunoensayo (RIA) o enzimoinmunoanalisis de adsorcion
(ELISA)

[0131] Se puede determinar, por ejemplo, la afinidad de unién del anticuerpo monoclonal mediante el analisis
Scatchard descrito en Munson y col., Anal. Biochem., 107: 220 (1980).

[0132] Una vez que se identifican las células de hibridoma que producen anticuerpos de la especificidad, afinidad,
y/o actividad deseadas, se pueden subclonar los clones limitando los procedimientos de dilucién y haciéndolos
crecer mediante procedimientos normalizados (Goding, Monoclonal Antibodies: Principles and Practice, pp.59-103
(Academic Press, 1986)). Los medios de cultivo adecuados para este objetivo incluyen, por ejemplo, medio D-MEM
o RPMI-1640, se pueden hacer crecer las células de hibridoma in vivo como tumores de ascites en un animal, por
ejemplo, mediante inyeccion i.p. de las células en ratones.

[0133] Los anticuerpos monoclonales secretados por los subclones se separan de manera adecuada del medio de

cultivo, fluido de ascites, o suero mediante procedimientos convencionales de purificacion de anticuerpos tales
como, por ejemplo, cromatografia de afinidad (por ejemplo, usando proteina A o proteina G-Sefarosa) o
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cromatografia de intercambio idnico, cromatografia de hidroxilapatito, electroforesis en gel, didlisis, etc.

[0134] EI ADN que codificaba los anticuerpos monoclonales se aisldé y se secuencié facilmente usando
procedimientos convencionales (usando, por ejemplo, sondas de oligonucleétidos que son capaces de unirse
especificamente a genes que codifican las cadenas pesada y ligera de los anticuerpos de murino). Las células de
hibridoma sirven como fuente preferida de dicho ADN. Una vez aislado, el ADN se puede colocar en vectores de
expresion, que se transfectan a continuaciéon en células hospedadoras tales como células de E. coli, células COS de
simio, células de Ovario de Hamster Chino (CHO), o células de mieloma que no producen de otra forma la proteina
del anticuerpo, para obtener la sintesis de anticuerpos monoclonales en las células hospedadoras recombinantes.
Los articulos para revision sobre la expresion recombinante en bacterias del ADN que codifica el anticuerpo incluyen
Skerra y col., Curr. Opinion in Immunol., 5: 256-262 (1993) y Plickthun, Immunol. Revs. 130: 151-188 (1992).

[0135] En una realizacion adicional, los anticuerpos monoclonales o los fragmentos de anticuerpo se pueden aislar
de bibliotecas anticuerpos contra fagos generadas usando las técnicas descritas en McCafferty y col., Nature, 348:
552-554 (1990). Clackson y col., Nature, 352: 624-628 (1991) y Marks y col., J. Mol. Biol., 222: 581-597 (1991) que
describen el aislamiento de Anticuerpos de murino y sr humano, respectivamente, Usando bibliotecas de fagos.
Posteriores publicaciones describen la producciéon de anticuerpos humanos de elevada afinidad (rango de nM)
mediante intercambio de cadenas (Marks y col., Bio/Technology, 10: 779-783 (1992)), asi como la infeccion
combinatoria y la recombinacién in vivo como una estrategia de construccién de bibliotecas de fagos muy grandes
(Waterhouse y col., Nuc. Acids. Res. 21: 2265-2266 (1993)). De esta manera, estas técnicas son alternativas viables
a las técnicas tradicionales de hibridoma de anticuerpos monoclonales para el aislamiento de anticuerpos
monoclonales.

[0136] EI ADN que codifica el anticuerpo se puede modificar para producir polipéptidos de anticuerpos quiméricos
o de fusion sustituyendo, por ejemplo, las secuencias del dominio constante de la cadena pesada y la cadena ligera
humanas (Ch y C.) por las secuencias homoélogas de murino (Patente de los Estados Unidos N° 4.816.567; y
Morrison, y col., Proc. Natl Acad. Sci. USA, 81: 6851 (1984)), o fusionando la secuencia de codificacion de la
inmunoglobulina con toda o parte de la secuencia de codificacion de un polipéptido no de inmunoglobulina
(polipéptido heterdlogo). Las secuencias del polipéptido no de inmunoglobulina puede sustituirse por los dominios
constantes de un anticuerpo, o se sustituyen por los dominios variables de un sitio de combinacion a antigeno de un
anticuerpo para crear un anticuerpo quimérico bivalente que comprenda un sitio de combinacién a antigeno para un
antigeno y otro sitio de combinacion a antigeno que tenga especificidad por un antigeno diferente.

3. Anticuerpos humanos y humanizados

[0137] Los anticuerpos dirigidos contra LY6 utiles en la practica de la invencion pueden comprender ademas
anticuerpos humanizados o anticuerpos humanos. Las formas humanizadas de anticuerpos no humanos (por
ejemplo, de murino) son inmunoglobulinas quiméricas, cadenas de inmunoglobulina o sus fragmentos (tales como
Fv, Fab, Fab’, F(ab’), u otras subsecuencias de unién a antigeno de anticuerpos) que contienen la secuencia minima
derivada de la inmunoglobulina no humana. Los anticuerpos humanizados incluyen inmunoglobulinas humanas
(anticuerpo receptor) en las cuales los restos de una region determinante de la complementariedad (CDR) del
receptor se sustituyen por restos de una CDR de una especie no humana (anticuerpo donante) tal como de raton,
rata o conejo que tengan la especificidad, afinidad y capacidad deseadas. En algunos ejemplos, los restos de la
regiéon marco Fv de la inmunoglobulina humana se sustituyen por los restos no humanos correspondientes. Los
anticuerpos humanizados pueden comprender también restos que no se encuentran ni en las secuencias del
anticuerpo receptor ni en la CDR o el marco importados. En general, el anticuerpo humanizados comprendera
sustancialmente todo de al menos uno, y normalmente dos, dominios variables, en el que todas o sustancialmente
todas las regiones CDR corresponden a las de una inmunoglobulina no humana y todas o sustancialmente todas las
regiones FR son las de una secuencia consenso de la inmunoglobulina humana. El anticuerpo humanizado
comprendera también 6ptimamente al menos una porcidon de una region constante de la inmunoglobulina (Fc),
normalmente la de una inmunoglobulina humana [Jones y col., Nature, 321: 522-525 (1986); Riechmann y col.,
Nature, 332: 323-329 (1988); y Presta, Curr. Op. Struct. Biol., 2: 593-596 (1992)].

[0138] Los procedimientos para humanizar anticuerpos no humanos son bien conocidos en la técnica.
Generalmente, un anticuerpo humanizado tiene uno o mas restos de aminoacidos introducidos en éste procedentes
de una fuente que no es humana. Estos restos de aminoacidos no humanos se denominan a menudo como restos
“importados”, que se toman normalmente de un dominio variable “importado”. La humanizacién se puede llevar a
cabo esencialmente siguiendo el procedimiento de Winter y colaboradores (Jones y col., Nature, 321: 522-525
(1986); Riechmann y col., Nature, 332: 323-327 (1988); Verhoeyen y col., Science, 239: 1534-1536 (1988)),
sustituyendo las CDR o secuencias de la CDR de roedores por las secuencias correspondientes de un anticuerpo
humano. De acuerdo con esto, dichos anticuerpos “humanizados” son anticuerpos quiméricos (Patente de los
Estados Unidos N° 4.816.567) , en los que sustancialmente se ha sustituido menos de un dominio variable humano
intacto por la secuencia correspondiente de una especie no humana. En la practica, los anticuerpos humanizados
son normalmente anticuerpos humanos en los que algunos restos de la CDR y posiblemente algunos resto de la FR
se sustituyen por restos de sitios analogos en anticuerpos de roedores.
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[0139] La eleccion de dominios variables humanos, ligero y pesado, que se van a usar en la preparacion de los
anticuerpos humanizados es muy importante para reducir la antigenicidad y la respuesta HAMA (anticuerpo humano
dirigido contra ratén) cuando se pretende que el anticuerpo sea para uso terapéutico humano. De acuerdo con el
procedimiento del “mejor ajuste” asi denominado, la secuencia del dominio variable de un anticuerpo de roedor se
criba frente a la biblioteca completa de las secuencia conocidas del dominio variable humano. La secuencia del
dominio V humano que se encuentra mas cercana a la del roedor se identifica y la region marco humana (FR) en el
interior d ésta se acepta para el anticuerpo humanizado (Sims y col., J. Immunol. 151: 2296 (1993); Chothia y col., J.
Mol. Biol., 196: 901 (1987)). Otro procedimiento utiliza una region marco particular derivada de la secuencia
consenso de todos los anticuerpos humanos de un subgrupo concreto de las cadenas ligera o pesada. Se puede
usar el mismo marco para algunos anticuerpos humanizados diferentes (Carter y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89:
4285 (1992); Presta y col., J. Immunol. 151: 2623 (1993)).

[0140] Es importante ademas que los anticuerpos se humanicen con retencién de una elevada afinidad de unién
por el antigeno y otras propiedades biolégicas favorables. Para conseguir esta meta, de acuerdo con un
procedimiento preferido, se preparan anticuerpos humanizados mediante un procedimiento de andlisis de las
secuencias parentales y diversos productos humanizados conceptuales que utilizan modelos tridimensionales de las
secuencias parental y humanizada. Los modelos tridimensionales de inmunoglobulinas estan comunmente
disponibles y los expertos en la técnica estan familiarizados con ellos. Estan disponibles programas informaticos que
ilustran y muestran probables estructuras conformacionales tridimensionales de las secuencias de inmunoglobulina
candidatas seleccionadas. La inspeccién de estas muestras permite el analisis del probable papel de los restos en el
funcionamiento de la secuencia de inmunoglobulina candidata, es decir, el andlisis de los restos que influencia la
capacidad de la inmunoglobulina candidata a unirse con su antigeno. De esta manera, se pueden seleccionar restos
de FR y combinarse entre las secuencias receptora e importada de tal manera que se consiga la caracteristica
deseada del anticuerpo, tal como el aumento de afinidad por el(los) antigeno(s) diana. En general, los restos de la
region hipervariable estan directamente y lo mas sustancialmente implicados en influenciar la unién del antigeno.

[0141] Se contemplan diversas formas de anticuerpos humanizados del anticuerpo dirigido contra LY6. Por
ejemplo, el anticuerpo humanizado puede ser un fragmento de anticuerpo, tal como un Fab, que se conjuga
opcionalmente con uno o mas agente(s) citotoxico(s) con el fin de generar un inmunoconjugado. Alternativamente, el
anticuerpo humanizado puede ser un anticuerpo intacto, tal como un anticuerpo IgG1 intacto.

[0142] Como una alternativa a la humanizacién, se pueden generar anticuerpos humanos. Por ejemplo, es ahora
posible producir animales transgénicos (por ejemplo, ratones) que son capaces, tras la inmunizacién, d producir un
repertorio completo de anticuerpos humanos en ausencia de producciéon de inmunoglobulina endégena. Por ejemplo,
se ha descrito que la delecién homocigética del gen de la regiéon de uniéon de la cadena pesada del anticuerpo (Ju)
en ratones mutantes de una linea quimérica y germinal da como resultado la completa inhibicién de la produccién
enddgena de anticuerpos. La transferencia de la matriz génica de la inmunoglobulina de la linea germinal humana
en dichos ratones mutantes de la linea germinal dara como resultado la produccién de anticuerpos humanos tras el
estimulo del antigeno. Véanse, por ejemplo, Jakobovits y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90: 2551 (1993);
Jakobovits y col., Nature, 362: 255-258 (1993); Bruggemann y col., Year in Immuno. 7: 33 (1993); Patentes de los
Estados Unidos N°° 5.545.806, 5.569.825, 5.591.669 (todas de GenPharm): 5.545.807; y documento WO 97/17852.

[0143] Alternativamente, se puede usar la tecnologia de expresion de fagos (McCafferty y col., Nature 348: 552-
553 (1990]) para producir anticuerpos humanos y fragmentos de anticuerpos in vitro, a partir de repertorios génicos
del dominio variable de la inmunoglobulina (V) procedentes de donantes inmunizados. De acuerdo con esta técnica,
los genes del dominio V del anticuerpo se clonan en marco en cualquiera de un gen de la proteina de revestimiento
mayor o menor de un bacteriéfago filamentoso, tal como M 13 o fd, y se expresan como fragmentos de anticuerpo
funcionales sobre la superficie de la particula del fago. Debido a que la particula flamentosa contiene una copia de
ADN monocatenario del genoma del fago, las selecciones basadas en las propiedades funcionales del anticuerpo
dan también como resultado la seleccidn del gen que codifica el anticuerpo que presenta aquellas propiedades. De
esta manera, el fago imita alguna de las propiedades del linfocito B. Se puede llevar a cabo la expresion del fago en
una variedad de formatos, revisada en, por ejemplo, Johnson, Kevin S. y Chiswell, David J., Current Opinion in
Structural Biology 3: 564-571 (1993). Se pueden usar diversas fuentes de segmentos del gen V para la expresion del
fago. Clackson y col., Nature, 352: 624-628 (1991) aislaron una matriz diversa de anticuerpos dirigidos contra
oxazolona a partir de una pequefia biblioteca combinatoria aleatoria de genes V derivada de bazos d ratones
inmunizados. Se puede construir un repertorio de genes V de donantes humanos sin inmunizar y anticuerpos para
una matriz diversa de antigenos (que incluye autoantigenos) que se pueden aislar siguiendo esencialmente las
técnicas descritas por Marks y col., J. Mol. Biol. 222: 581-597 (1991), o Giriffith y col., EMBO J. 12: 725-734 (1993).
Véanse también, Patentes de los Estados Unidos N 5.565.332 y 5.573.905.

[0144] Tal como se ha discutido anteriormente, se pueden generar también anticuerpos humanos por linfocitos B
activados in vitro (véanse Patentes de los Estados Unidos 5.567.610 y 5.229.275).

4. Fragmentos de anticuerpo

[0145] En algunas circunstancias, existen ventajas en la utilizacion de fragmentos de anticuerpo, mas bien que de
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anticuerpos completos. El tamafio mas pequefio de los fragmentos permite un rapido aclaramiento, reteniendo a la
vez una similar especificidad de union al antigeno de la molécula de longitud completa correspondiente, y puede
conducir a una mejora del acceso a tumores solidos.

[0146] Se han desarrollado diversas técnicas para la produccién de fragmentos de anticuerpo. Tradicionalmente,
estos fragmentos se derivaron mediante digestién proteolitica de anticuerpos intactos (véanse, por ejemplo,
Morimoto y col., Journal of Biochemical and Biophysical Methods 24: 107-117 (1992); y Brennan y col., Science, 229:
81 (1985)). Sin embargo, estos fragmentos se pueden producir ahora directamente mediante células hospedadoras
recombinantes. Los fragmentos de anticuerpo Fab, Fv y scFv se pueden expresar todos en y secretarse de E. coli,
permitiendo de esta manera la facil produccién de grandes cantidades de estos fragmentos. Los fragmentos de
anticuerpo se pueden aislar de las bibliotecas de anticuerpos dirigidos contra fagos discutidas anteriormente.
Alternativamente, se pueden recuperar directamente fragmentos Fab’-SH de E. coli y acoplarse quimicamente para
formar fragmentos F(ab’), (Carter y col., Bio/Technology 10: 163-167 (1992)). De acuerdo con otra solucion, los
fragmentos F(ab’); se pueden aislar directamente de cultivos de células hospedadoras recombinantes. Los
fragmentos Fab y F(ab’), con semivida creciente in vivo que comprenden restos de epitopos de unidn a receptores
salvajes se describen en la Patente de los Estados Unidos N° 5.869.046. Otras técnicas para la produccion de
fragmentos de anticuerpo seran evidentes al profesional experto. En otras realizaciones, el anticuerpo de eleccion es
un fragmento Fv monocatenario (scFv). Véanse el documento WO 93/16185; la Patente de los Estados Unidos N°
5.571.894; y la Patente de los Estados Unidos N° 5.587.458. Fv y sFv son las Unicas especies con sitios de
combinacién intactos que estan desprovistos de regiones constantes; de esta manera, son adecuadas para una
union no especifica reducida durante el uso in vivo. Las proteinas de fusién sFv se pueden construir para dar como
resultado la fusién de una proteina efectora en cualquiera de los términos amino o carboxilo de una sFv. Véase
Antibody Engineering, ed. Borrebaeck, mas arriba. El fragmento de anticuerpo puede ser también un “anticuerpo
lineal”, por ejemplo, tal como se describe en la Patente de los Estados unidos 5.641.870. Dichos fragmentos de
anticuerpo lineales pueden ser monoespecificos o biespecificos.

5. Anticuerpos biespecificos

[0147] Los anticuerpos biespecificos son anticuerpos que tienen especificidades de uniéon para al menos dos
epitopos diferentes. Los anticuerpos biespecificos a modo de ejemplo pueden unir antigenos separados o unir los
dos diferentes epitopos de un polipéptido de LY6 concreto descrito en la presente memoria descriptiva. Otros de
dichos anticuerpos pueden combinar el anterior sitio de unién de LY6 con un sitio de unién para otra proteina.
Cuando el anticuerpo biespecifico es util en el procedimiento de la invencién, el segundo brazo de anticuerpo puede
unir un polipéptido detectable. Se pueden preparar anticuerpos biespecificos como anticuerpos de longitud completa
o fragmentos de anticuerpo (por ejemplo, anticuerpos biespecificos F(ab’),.

[0148] Se conocen en la técnica procedimientos para preparar anticuerpos biespecificos. La produccion tradicional
de anticuerpos biespecificos de longitud completa se basa en la expresién simultdnea de dos parejas de cadena
pesada-cadena ligera, en las que las dos cadenas tienen diferentes especificidades (Millstein y col., Nature 305:
537-539 (1983)). Debido a la mezcla aleatoria de las cadenas pesada y ligera de la inmunoglobulina, estos
hibridomas (cuadromas) producen una mezcla potencial de 10 diferentes moléculas de anticuerpo, de las cuales
solo una tiene la estructura biespecifica correcta. La purificacion de la molécula correcta, que se lleva a cabo
usualmente mediante etapas de cromatografia de afinidad, es bastante molesta, y los rendimientos del producto son
bajos. Se dan a conocer procedimientos similares en el documento WO 93/088829, y en Traunecker y col., EMBO J.
10: 3655-3659 (1991).

[0149] De acuerdo con una solucién diferente, los dominios variables del anticuerpo con las especificidades de
union deseadas (sitios de combinacion anticuerpo-antigeno) se fusionan con las secuencias del dominio constante
de la inmunoglobulina. Preferiblemente, la fusién es con un dominio constante de la cadena pesada de la Ig, que
comprende al menos parte de las regiones bisagra Cn2, y Cn3. Se prefiere tener la primera region constante de la
cadena pesada (Cu1) conteniendo el sitio necesario para la uniéon de la cadena ligera, la cadena ligera de la
inmunoglobulina, se inserta en vectores de expresidon separados, y se transfecta simultdneamente en una célula
hospedadora adecuada. Esto proporciona una mayor flexibilidad en el ajuste de las proporciones mutuas de los tres
fragmentos de polipéptidos en las realizaciones cuando relaciones desiguales de las tres cadenas de polipéptidos
usados en la construccion proporcionan el 6ptimo rendimiento del anticuerpo biespecifico deseado. Es, sin embargo,
posible, insertar las secuencias de codificacion de dos o de las tres cadenas de polipéptidos en un unico vector de
expresion cuando la expresién de al menos dos cadenas de polipéptidos en relaciones iguales da como resultado
elevados rendimientos o cuando las relaciones no tienen efecto significativo sobre el rendimiento de la combinacion
de la cadena deseada.

[0150] En una realizacion preferida de esta solucion, los anticuerpos biespecificos estan compuestos por la
cadena pesada de una inmunoglobulina hibrida con una primera especificidad de unién en un brazo, y una pareja de
cadena pesada-cadena ligera de inmunoglobulina hibrida (que proporciona una segunda especificidad de unién) en
el otro brazo. Se encontré que esta estructura asimétrica facilita la separacién del compuesto biespecifico deseado
de las combinaciones de la cadena de inmunoglobulina no deseada, ya que la presencia de una cadena ligera de
inmunoglobulina en Udnicamente una mitad de la molécula biespecifica proporciona una facil forma de separacién. Se
da a conocer esta solucion en el documento WO 94/04690. Para detalles adicionales de generacion de anticuerpos
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biespecificos véase, por ejemplo, Suresh y col., Methods in Enzymology 121: 210 (1986).

[0151] De acuerdo con otra solucion descrita en la Patente de los Estados Unidos N° 5.731.168, la interfase entre
una pareja de moléculas de anticuerpo se puede genomanipular para maximizar el porcentaje de heterodimeros que
se recuperar de un cultivo de células recombinantes. La interfase preferida comprende al menos una parte del
dominio Cx3. En este procedimiento, una o més pequefias cadenas secundarias de aminoacidos de la interfase del
primer anticuerpo se sustituyen con cadenas secundarias mas grandes (por ejemplo, tirosina o triptéfano). Las
“cavidades” compensatorias de tamafio idéntico o similar de la(s) cadena(s) secundaria(s) grande(s) se crean sobre
la interfase de la segunda molécula de anticuerpo sustituyendo las cadenas secundarias de aminoacidos grandes
con unas mas pequefas (por ejemplo, alanina o treonina). Esto proporciona un mecanismo para aumentar el
rendimiento del heterodimero sobre otros productos finales no deseados tales como los homodimeros.

[0152] Los anticuerpos biespecificos incluyen anticuerpos reticulados o “heteroconjugados”. Por ejemplo, uno d los
anticuerpos en el heteroconjugado se puede acoplar a avidina, el otro a biotina. Se han propuesto dichos
anticuerpos, por ejemplo, para dirigir células del sistema inmune a células no deseadas (Patente de los Estados
Unidos N° 4.676.980), y para el tratamiento de la infeccion por VIH (documentos WO 91/00360, WO 92/200373, y
EP 03089). Los anticuerpos heteroconjugados encuentran uso también en el presente procedimiento de la invencion
para proporcionar multiples marcadores detectables (tanto diferentes como iguales) en cada anticuerpo para una
mejora en la deteccion del ensayo. Se pueden crear anticuerpos heteroconjugados usando cualquier procedimiento
de reticulacion conveniente. Se conocen bien en la técnica los agentes de reticulacién adecuados, y se dan a
conocer en la Patente de los Estados Unidos N° 4.676.980, junto con numerosas técnicas de reticulacion.

[0153] Se han descrito en la bibliografia técnicas para generar anticuerpos biespecificos a partir de fragmentos de
anticuerpo. Por ejemplo, se pueden preparar anticuerpos biespecificos usando enlaces quimicos. Brennan y col.,
Science 229: 81 (1985) describen un procedimiento en el que anticuerpos intactos se escinden proteoliticamente
para generar fragmentos F(ab’),. Estos fragmentos se reducen en presencia del agente de complejacion del ditiol,
arsenito de sodio, para estabilizar ditioles proximos y evitar la formacién de disulfuro intermolecular. Lo fragmentos
Fab’ generados se convierten a continuacién en derivados de tionitrobenzoato (TNB). Uno de los derivados Fab’-
TNB se reconvierte a continuacién en el Fab’-tiol por reduccién con mercaptoetilamina y se mezcla con una cantidad
equimolar de los otros derivados Fab’-TNB para formar el anticuerpo biespecifico. Los anticuerpos biespecificos
producidos se pueden usar como agentes para la inmovilizacion selectiva de enzimas.

[0154] Recientes progresos han facilitado la recuperacion directa de fragmentos Fab’-SH de E.coli, que se pueden
acoplar quimicamente para formar anticuerpos biespecificos. Shalaby y col., J. Exp. Med. 175: 217-225 (1992)
describen la produccién de una molécula F(ab)'» de un anticuerpo biespecifico completamente humanizado. Cada
fragmento Fab’ se secretd por separado de E. coli y se sometié a acoplamiento quimico dirigido in vitro para formar
el anticuerpo biespecifico. El anticuerpo biespecifico formado de esta manera fue capaz de unirse a células que
expresaban en exceso el receptor ErbB2 y linfocitos T humanos normales, asi como de estimular la actividad litica
de los linfocitos citotoxicos humanos contra las dianas de tumores de mama humanos.

[0155] Se han descrito también diversas técnicas para preparar y aislar fragmentos de anticuerpos biespecificos
directamente desde el cultivo celular recombinante. Por ejemplo, se han producido anticuerpos biespecificos usando
cremalleras de leucina. Kostelny y col., J. Immunol. 148(5): 1547-1553 (1992). Los péptidos en cremallera de leucina
procedentes de las proteinas Fos y jun se unieron a las porciones Fab’ de dos anticuerpos diferentes mediante
fusiéon génica. Los homodimeros del anticuerpo se redujeron en la region bisagra para formar mondémeros y a
continuacién se volvieron a oxidar para formar los heterodimeros del anticuerpo. Este procedimiento se puede
utilizar también par | produccién d homodimeros de anticuerpos. La tecnologia del “diacuerpo” descrita por Hollinger
y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 6444-6448 (1993) ha proporcionado un mecanismo alternativo para preparar
fragmentos de anticuerpo biespecificos. Los fragmentos comprenden un Vy conectado a un V| por un enlazador que
es demasiado corto para permitir el emparejamiento entre los dos dominios en la misma cadena. De acuerdo con
esto, los dominios Vy y Vi de un fragmento se fuerzan para emparejarse con los dominios V| y V4 complementarios
de otro fragmento, formando por tanto dos sitios de union a antigeno. Se ha informado también de otra estrategia
para preparar fragmentos de anticuerpo biespecificos mediante el uso de dimeros Fv monocatenarios (sFv). Véase
Gruber y col., J. Immunol., 152: 5368 (1994).

[0156] Se contemplan anticuerpos con mas de dos valencias. Por ejemplo, se pueden preparar anticuerpos
triespecificos. Tutt y col., J. Immunol. 147: 60 (1991).

6. Anticuerpos multivalentes

[0157] Un anticuerpo multivalente se puede internalizar (y/o catabolizar) mas rapidamente que un anticuerpo
bivalente por una célula que expresa un antigeno al cual los anticuerpos se unen. Los anticuerpos pueden ser
anticuerpos multivalentes (que son diferentes de los de tipo IgM) con tres o mas sitios de unién a antigeno (por
ejemplo, anticuerpos tetravalentes), que se pueden producir facilmente mediante la expresion recombinante de un
acido nucleico que codifica las cadenas de polipéptidos del anticuerpo. El anticuerpo multivalente puede comprender
un dominio de dimerizacién y tres o mas sitios de unién a antigeno. EI dominio de dimerizacion preferido comprende

42



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2379413 T3

(o consiste en) una regién Fc o una regién bisagra. En este escenario, el anticuerpo comprendera una region Fc y
tres 0 mas sitios de unién a antigeno aminoterminales en la region Fc. El anticuerpo multivalente preferido en la
presente memoria descriptiva comprende (o consiste en) tres a aproximadamente ocho, pero preferiblemente cuatro,
sitios de union al antigeno. El anticuerpo multivalente comprende al menos una cadena de polipéptido (y
preferiblemente dos cadenas de polipéptidos), en el que la(s) cadena(s) de polipéptido8s) comprende(n) dos o mas
dominios variables. Por ejemplo, la(s) cadena(s) de polipéptido(s) pueden comprender VD1-(X1),-VD2-(X2),-Fc, en
el que VD1 es un primer dominio variable, VD2 es un segundo dominio variable, Fc es una cadena de polipéptido de
una region Fc, X1 y X2 representan un aminoacido o un polipéptido, y n es 0 o 1. Por ejemplo, la(s) cadena(s) de
polipéptido(s) pueden comprender una cadena de la regién VH-CH1-enlazador flexible-VH-CH1-Fc; o una cadena de
la region VH-CH1-VH-CH1-Fc. El anticuerpo multivalente de la presente memoria descriptiva comprende ademas
preferiblemente al menos dos (y preferiblemente cuatro) polipéptidos del dominio variable de la cadena ligera. El
anticuerpo multivalente de la presente memoria descriptiva puede, por ejemplo, comprender entre aproximadamente
dos y aproximadamente ocho polipéptidos del dominio variable de la cadena ligera. Los polipéptidos del dominio
variable de la cadena ligera contemplados aqui comprenden un dominio variable de la cadena ligera v,
opcionalmente, comprenden ademas un dominio CL.

7. Genomanipulacién de la funcion efectora

[0158] Puede ser deseable modificar el anticuerpo con respecto a la funcién efectora, por ejemplo, con el fin de
potenciar la citotoxicidad mediada por célula dependiente de antigeno (ADCC) y/o la citotoxicidad dependiente del
complemento (CDC) del anticuerpo. Esto se puede conseguir introduciendo una o mas sustituciones de aminoacidos
en una regién Fc del anticuerpo. Alternativa o adicionalmente, se pueden introducir resto(s) de cisteina en la region
Fc, permitiendo por tanto la formacion del enlace disulfuro intercadena en esta region. El anticuerpo homodimérico
generado de esta manera puede tener capacidad de internalizacién mejorada y/o muerte celular mediada por el
complemento aumentada y citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo (ADCC). Véase Caron y col., J. Exp Med.
176: 1191-1195 (1992) and Shopes, B. J. Immunol. 148:2918-2922 (1992). Se pueden preparar también Anticuerpos
homodiméricos con actividad antitumoral aumentada Usando reticuladores heterobifuncionales tal como se describe
en Wolff y col., Cancer Research 53: 2560-2565 (1993). Alternativamente, se puede genomanipular un anticuerpo
que tiene regiones Fc dobles y puede tener por consiguiente una lisis aumentada del complemento y capacidades
ADCC. Véase Stevenson y col., Anti-Cancer Drug Design 3: 219-230 (1989). Para aumentar la semivida en suero del
anticuerpo, se puede incorporar un epitopo de unidn a receptor salvaje en el anticuerpo (especialmente un
fragmento de anticuerpo) tal como se describe en la Patente de los Estados Unidos 5.739.277, por ejemplo. Tal
como se usa en la presente memoria descriptiva, el término “epitopo de unién a receptor salvaje” se refiere a un
epitopo de la region Fc de una molécula de IgG (por ejemplo, 1gG1, 1gG2, 1IgG3, o IgG4) que es responsable de
aumentar la semivida de la molécula de IgG en suero in vivo.

8. Inmunoconjugados

[0159] Se han divulgado en la presente memoria descriptiva inmunoconjugados que comprenden un anticuerpo
conjugado a un agente citotoxico tal como un agente quimioterapéutico, un agente inhibidor del crecimiento, una
toxina (por ejemplo, una toxina enzimaticamente activa de origen bacteriano, fungico, vegetal, o animal, o sus
fragmentos), o un is6topo radioactivo, es decir, un radioconjugado) y/o una marca detectable.

a. Agentes quimioterapéuticos

[0160] Se han descrito anteriormente agentes quimioterapéuticos Uutiles en la generacion de dichos
inmunoconjugados las toxinas enzimaticamente activas y sus fragmentos que se pueden usar incluyen la cadena A
de la difteria, los fragmentos activos que no se unen de la toxina de la difteria, la cadena A de la exotoxina (de
Pseudomonas aeruginosa), la cadena A de la ricina, la cadena A de la abrina, la cadena A de la modecina, la alfa-
sarcina, las proteinas de Aleurites fordii, las proteinas de la diantina, las proteinas de Phytolaca americana (PAPI,
PAPIl, y PAPS), el inhibidor de momordica charantia, la curcina, la crotina, el inhibidor de la saponaria officinalis, la
gelonina, la mitogelina, la restrictocina, la fenomicina, la enomicina, y los tricotecenos. Estan disponibles una
variedad de radionucleidos para la produccién de anticuerpos radioconjugados. Los ejemplos incluyen 212gj 131
¥, %y, y "®Re. Los conjugados del anticuerpo y el agente citotdxico se preparan usando una variedad de agentes
de acoplamiento a proteinas bifuncionales tales como propionato de N-succinimidil-3-(2-piridilditiol) (SPDP),
iminotiolano (IT), derivados bifuncionales de imidoésteres (tales como clorhidrato de dimetil adipimidato), ésteres
activos (tales como suberato de disuccinimidilo), aldehidos (tales como glutaraldehido), bis-azido compuestos (tales
como bis (p-azidobenzoil) hexanodiamina, derivados de bis-diazonio (tales como bis-(p-diazoniobenzoil)-
etilendiamina), diisocianatos (tales como 2,6-diisocianato de tolieno), y compuestos de flior bis-activos (tales como
1,5-fifluoro-2,4-dinitrobenceno). Por ejemplo, se puede preparar una inmunotoxina de ricina tal como se describe en
Vitetta y col., Science, 238: 1098 (1987). El acido 1-isotiocianatobencil-3-metildietileno triaminopentaacético marcado
con carbono-14 (MX-DTPA) es un agente quelante a modo de ejemplo para la conjugacion de radionucleétidos con
el anticuerpo. Véase documento W094/11026.

[0161] Se contemplan también en la presente memoria descriptiva los conjugados de un anticuerpo y una o mas
toxinas de molécula pequefia, tales como calicamicina, maitansinoides, un tricoteno, y CC1065 y los derivados de
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estas toxinas que tienen actividad de toxina.

B. Oligopéptidos de unién a LY6

[0162] Los oligopéptidos de union a LY6 son oligopéptidos que se unen, preferiblemente de manera especifica,
con un polipéptido de LY6 tal como se describe en la presente memoria descriptiva. Los oligopéptidos de unién a
LY6 se pueden sintetizar quimicamente usando la metodologia conocida de sintesis de oligopéptidos o se pueden
preparar y purificarse usando tecnologia recombinantes. Los oligopéptidos de union a LY6 tienen al menos
aproximadamente 5 aminoacidos de longitud, alternativamente al 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, 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, o 100 aminoacidos de
longitud o mas, en el que dichos oligopéptidos son capaces de unirse, preferiblemente de manera especifica, a un
polipéptido de LY6 tal como se describe en la presente memoria descriptiva. Los oligopéptidos de unién a LY6 se
pueden identificar sin experimentacién innecesaria usando técnicas bien conocidas. A este respecto, es de sefalar
que las técnicas para el cribado de bibliotecas de oligopéptidos que son capaces de unirse especificamente a un
polipéptido diana son bien conocidas en la materia (véanse, por ejemplo, Patentes de los Estados Unidos N°°
5.556.762, 5.750.373, 4.708.871, 4.833.092, 5.223.409, 5.403.484, 5.571.689, 5.663.143; Publicaciones PCT N°°
WO 84/03506 y WO84/03564; Geysen y col., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 81: 3998-4002 (1984); Geysen y col.,
Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 82:178-182 (1985); Geysen y col., en Synthetic Peptides as Antigens, 130-149 (1986);
Geysen y col., J. Immunol. Meth., 102: 259-274 (1987); Schoofs y col., J. Immunol., 140: 611-616 (1988), Cwirla, S.
E. y col. (1990) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 87: 6378; Lowman, H.B. y col. (1991) Biochemistry, 30: 10832; Clackson,
T. y col. (1991) Nature, 352: 624; Marks, J. D. y col. (1991), J. Mol. Biol., 222: 581; Kang, A.S. y col. (1991) Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 88: 8363, y Smith, G. P. (1991) Current Opin. Biotechnol., 2: 668).

[0163] A este respecto, la expresion del bacteriéfago (fago) es una técnica bien conocida que permite cribar
grandes bibliotecas de oligopéptidos para identificar el(los) miembro(s) de aquellas bibliotecas que son capaces de
unirse especificamente a un polipéptido diana. La expresién del fago es una técnica mediante la cual variantes de
polipéptidos se expresan como proteinas de fusiéon para el revestimiento de la proteina sobre la superficie de
particulas de bacteriéfago (Scott, J.K. y Smith, G. P. (1990) Science 249: 386). La utilidad de la expresion del fago
se basa en el hecho de que se pueden clasificar de manera rapida y eficaz grandes bibliotecas de variantes de
proteinas aleatorizadas de manera selectiva (o ADNc clonados de manera aleatoria) para las secuencias que se
unen a una molécula diana con elevada afinidad, La expresion de las bibliotecas peptidicas (Cwirla, S. E. y col.
(1990) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 87: 6378) o la proteina (Lowman, H.B. y col. (1991) Biochemistry, 30: 10832;
Clackson, T. y col. (1991) Nature, 352: 624; Marks, J. D. y col. (1991), J. Mol. Biol., 222: 581; Kang, A.S. y col.
(1991) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 88: 8363) en fagos se ha usado para cribar millones de polipéptidos u
oligopéptidos para unos con propiedades de union especificas (Smith, G. P. (1991) Current Opin. Biotechnol., 2:
668). La clasificacion de bibliotecas de fagos de mutantes aleatorios requiere una estrategia para construir y
propagar un gran numero de variantes, un procedimiento para la purificacion por afinidad usando el receptor diana, y
un medio de evaluar los resultados de los enriquecimientos de la union. Patentes de los Estados Unidos N°
5.223.409, 5.403.484, 5.571.689, y 5.663.143.

[0164] Aunque la mayor parte de procedimientos de expresidn de fagos han usado fagos filamentosos, se conocen
también sistemas de expresién de fagos lambdoides (documento WO 95/34683; documento U.S. 5.627.024),
sistemas de expresion de fagos T4 (Ren y col., Gene, 215: 439 (1998); Zhu y col., Cancer Research, 58(15): 3209-
3214 (1998); Jiang y col., Infection & Immunity, 65(11): 4770-4777 (1997); Ren y col., Gene, 195(2): 303-311 (1997);
Ren, Protein Sci., 5: 1833 (1996); Efimov y col., Virus Genes, 10: 173 (1995)) y sistemas de expresiéon de fagos T7
(Smith and Scott, Methods in Enzymology, 217: 228-257 (1993); U.S. 5,766,905).

[0165] Se han desarrollado en la actualidad muchas otras mejoras y variaciones del concepto basico de expresion
de fagos. Estas mejoras aumentan la capacidad de los sistemas de expresion de cribar bibliotecas de péptidos para
la unién a moléculas diana seleccionadas y a las propiedades funcionales de expresién con el potencial de cribado
de estas proteinas para las propiedades deseadas. Se han desarrollado dispositivos combinatorios de reaccién para
las reacciones de expresion de fagos (documento WO 98/14277) y se han usado las bibliotecas de expresién de
fagos para analizar y controlar interacciones bimoleculares (Documentos WO 98/20169; WO 98/20159) y las
propiedades de péptidos helicoidales restringidos (documento WO 98/20036). El documento WO 97/35196 describe
un procedimiento de aislar un ligando de afinidad en el que la biblioteca de expresién de fagos se pone en contacto
con una disolucion en la que el ligando se unira a una molécula diana y una segunda disolucion en la que el ligando
de afinidad no se unira con la molécula diana, para aislar selectivamente los ligandos de union. El documento WO
97/46251 describe un procedimiento de someter a ciclos de seleccion de fagos por afinidad una biblioteca de
expresion de fagos aleatoria con un anticuerpo purificado por afinidad y a continuacién aislar el fago de unién
seguido por un procedimiento de seleccién de fagos por microafinidad usando pocillos de microplacas para aislar
fagos de union de elevada afinidad. Se ha informado también el uso de la proteina A de Staphylococcus aureus
como una etiqueta de afinidad (Li y col. (1998) Mol Biotech., 9: 187). El documento WO 97/47314 describe el uso de
bibliotecas de sustraccion de sustratos para distinguir las especificidades enzimaticas usando una biblioteca
combinatoria que puede ser una biblioteca de expresidon de fagos. Un procedimiento para seleccionar enzimas
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adecuadas para el uso en detergentes usando la expresion de fagos se describe en el documento WO 97/09446. Se
describen procedimientos adicionales de seleccién de proteinas de unién en las Patentes de los Estados Unidos N°®
5.498.538, 5.432.018, y en el documento WO 98/15833.

[0166] Los procedimientos para generar bibliotecas de péptidos y cribar estas bibliotecas se dan también a
conocer en las Patentes de los Estados Unidos N° 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, y 5.723.323.

[0167] Se dan a conocer en la presente memoria descriptiva ligandos del polipéptido LYPD25. La Figura 32
demuestra esto mostrando células COS sin transfectar (A) y células COS transfectadas con GLG-1 y tefiidas con la
proteina LYPDS-Fc. El ligando de LYPDS puede ser la glicoproteina 1 (GLG-1) localizada en el complejo de Golgi o
el polipéptido de la E-selectina (ESL-1) tal como se muestra en las SEQ ID NOS:18, 20, 22, o 24, codificado por el
acido nucleico que se muestra como las SEQ ID NOS: 17, 19, 21, o 23, respectivamente. El polinucleétido que
codifica un polipéptido GLG-1 puede comprender al menos 15, al menos 25, al menos , al menos 50, al menos 100,
al menos 250, al menos 55, al menos 750, al menos 1000, al menos 1250, al menos 1500, al menos 1750, al menos
2000, al menos 2040, al menos 2090, al menos 2150, al menos 2200, al menos 2300, al menos 2400, al menos
2500, al menos 2600, al menos 2700, al menos 2800, al menos 2900, al menos 3000, al menos 3100, al menos
3200, al menos 3300, al menos 3400, al menos 3500, al menos 3600, al menos 3700, o al menos 3720 nucledtidos
contiguos de las SEQ ID NOS 17, 19, 21, o 23, o el polinucledtido que codifica un GLG-1 comprende las SEQ ID
NOS 17, 19, 21, o 23. La divulgacion de la presente memoria descriptiva es un polinucleétido que se une a un
polinucledtido que codifica un GLG-1 (SEQ ID NOS: 17, 19, 21, o 23), o uno de sus fragmentos, y tiene al menos un
75 %, al menos un 80 %, al menos un 85 %, al menos un 90 %, al menos un 95 %, al menos un 97 %, al menos un
99 % o un 100 % de identidad de la secuencia con el polipéptido GLG-1 o uno de sus fragmentos. En una
realizacion, el polipéptido GLG-1 comprende al menos 10, al menos 25, al menos 50, al menos 75, al menos 10, al
menos 125, al menos 150, al menos 175, al menos 200, al menos 225, al menos 250, al menos 275, al menos 300,
al menos 325, al menos 350, al menos 400, al menos 450, al menos 500, al menos 550, al menos 600, al menos
650, al menos 700, al menos 750, al menos 800, al menos 850, al menos 900, al menos 950, al menos 1000, al
menos 1050, al menos 110, al menos 1150, o al menos 1200 aminoacidos contiguos de las SEQ ID NOS: 18, 20, 22,
0 24, o el polipéptido GLG.1 comprende las SEQ ID NOS: 18, 20, 22, o 24. GLG-1 o ESL-1 se expresa en
neutrofilos, se cree que esta implicado en la extravasacion de los neutréfilos en los tejidos, y se piensa que juega un
papel importante en la inflamacién (véase Hidalgo y col. (2007) Immunity, 26(4): 477-489). GLG-1 o ESL-1 tiene 14
dominios GLG1 ricos en cisteina. El dominio extracelular (ECD) es prolongado y como se describe a continuacion,
se encontraron variantes o fragmentos de GLG1 ECD que tenian la capacidad de unirse a LYPD5.

[0168] EI ligando LYPD5 puede ser una variante o fragmento de una molécula de GLG-1 o ESL-1 descrita en la
presente memoria descriptiva. Tal como se muestra en la Figura 33A-B, GLG-1 o ESL-1 pueden verse como los
fragmentos 1, 2, 3 y 4 y se describen en el Ejemplo 11, uno cualquiera de los 4 fragmentos es suficiente para la
union de LYPDS5. Puede ser

[0169] El ligando LYPDS puede ser una variante o fragmento de GLG- o ESL-1 que es un unico dominio GLG-1.
Tal como se muestra en la Figura 34A-B, GLG-1 se prepara de multiples dominios GLG-1 y como se describe en el
Ejemplo 11, un unico dominio GLG-1 es suficiente para la union de LYPD5.

[0170] EI ligando LYPD5 puede ser una variante o fragmento de GLG-1 o ESL-1 que es especifica de LYP5. Tal
como se muestra en la Figura 35A-B, GLG-1 incluye los dominios 26-114, el domino 115 y el dominio 150 y como se
describe en el Ejemplo 11, el dominio 115 se une a LYPDS pero los dominios 26-114 no se unen a LYPDS.

C. Variantes de polipéptidos

[0171] Ademas de los polipéptidos, los anticuerpos y los polipéptidos de union de LY6 descritos en el presente
documento, se contempla en la presente memoria descriptiva que se puedan preparar variantes de dichas moléculas
para el uso con la invencioén. Dichas variantes se pueden preparar introduciendo cambios de nucleétidos apropiados
en el ADN codificante, y/o mediante la sintesis del anticuerpo o polipéptido deseado. Los expertos en la técnica
apreciaran que los cambios de aminoacidos pueden alterar los procesos después de la traduccién de estas
moléculas, tales como el cambio de numero o posicién de los sitios de glicosilacion o alterar las caracteristicas de
anclaje de la membrana.

[0172] Se pueden realizar variaciones en la secuencia de aminoacidos usando, por ejemplo, cualquiera de las
técnicas y directrices para las mutaciones conservativas y no conservativas que se muestran, por ejemplo, en la
Patente de los Estados Unidos N° 5.364.934. Las variaciones pueden ser una sustitucion, delecion o insercion de
uno o mas codones que codifican la secuencia de aminoacidos que da como resultado un cambio en la secuencia
de aminoacidos en comparacién con la secuencia natural. Opcionalmente, la variacién se realiza mediante
sustitucion de al menos un aminoacido con cualquier otro aminoacido en uno o mas de los dominios de la secuencia
de aminoacidos de interés. La directriz para determinar qué residuo de aminoacido se puede insertar, sustituir o
eliminar sin afectar adversamente la actividad deseada se puede encontrar comparando la secuencia de la
secuencia de aminoacidos de interés con moléculas homélogas de la proteina conocida y minimizar el niumero de
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cambios de la secuencia de aminoacidos con otro aminoacido que tenga propiedades estructurales y/o quimicas
similares, tales como la sustitucion de una leucina con una serina, es decir, sustituciones conservativas de
aminoacidos. Las inserciones y deleciones pueden estar opcionalmente en el intervalo de aproximadamente 1 a 5
aminoacidos. Se puede determinar la variacién permitida realizando inserciones, deleciones o sustituciones de
aminoacidos de manera sistematica en la secuencia y probando las variantes resultantes para la actividad
presentada por la secuencia natural de longitud completa o madura.

[0173] Se proporcionan en la presente memoria descriptiva fragmentos de diversos polipéptidos. Dichos
fragmentos pueden estar truncados en el extremo N o el extremo C, o pueden carecer de restos internos, por
ejemplo, cuando se comparan con un anticuerpo o proteina natural de longitud completa. Dichos fragmentos que
carecen de restos de aminoacidos que no son esenciales para una actividad biolégica deseada son también utiles
con los procedimientos dados a conocer.

[0174] Los anteriores fragmentos de polipéptidos se pueden preparar mediante cualquier niumero de técnicas
convencionales. Los fragmentos de péptidos deseados se pueden sintetizar quimicamente. Una solucién alternativa
implica generar dichos fragmentos mediante digestion enzimatica, por ejemplo, tratando la proteina con una enzima
conocida que escinda las proteinas en los sitios definidos por los restos de aminoacidos particulares, o difiriendo el
ADN con enzimas de restriccion adecuadas y aislando el fragmento deseado. Otra técnica adecuada mas implica
aislar y amplificar un fragmento de ADN que codifica el fragmento deseado mediante la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR). Los oligonucleétidos que definen los términos deseados del fragmento de ADN se emplean en los
cebadores 5’ y 3’ en la PCR. Preferiblemente, dichos fragmentos comparten al menos una actividad biolégica y/o
inmunolégica con la correspondiente molécula de longitud completa.

[0175] En realizaciones concretas, las sustituciones conservativas de interés se muestran en la Tabla 6 bajo el
encabezado de las sustituciones preferidas. Si dichas sustituciones dan como resultado un cambio en la actividad
bioldgica, se introducen a continuacion mas cambios sustanciales, denominados sustituciones a modo de ejemplo
en la Tabla 6, o como se describe adicionalmente a continuaciéon en referencia a los tipos de aminoacidos, y se
criban los productos con el fin de identificar la variante deseada.

Tabla 6

Resto original Sustituciones a modo de ejemplo Sustituciones preferidas
Ala (A) Val; Leu; lle Val
Arg (R) Lys; GIn; Asn Lys
Asn (N) GIn; His; Asp; Lys; Arg Gin
Asp (D) Glu; Asn Glu
Cys (C) Ser, Ala Ser
GIn (Q) Asn; Glu Asn
Glu (E) Asp, GIn Asp
Gly (G) Pro; Ala Ala
His (H) Asn; GIn; Lys; Arg Arg
lle (1) Leu; Val; Met; Ala; Phe; Norleucina Leu
Leu (L) Norleucina; lle; Val; Met; Ala; Phe  lle
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) lle; Leu; Met; Phe; Ala; Norleucina  Leu

[0176] Se llevan a cabo modificaciones sustanciales en la funcién de la identidad inmunoldgica del polipéptido de
LY6 seleccionando sustituciones que difieran significativamente en su efecto de mantener (a) la estructura del

35 esqueleto de polipéptido en la zona de la sustitucion, por ejemplo, como una conformacién en lamina o hélice, (b) la

carga o hidrofobia de la molécula en el sitio diana, o (c) el volumen de la cadena secundaria. Los restos que se
producen naturalmente se dividen en grupos basados en propiedades comunes de la cadena secundaria:
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(1) hidréfobos: Norleucina, Met, Ala, Val, Leu, lle;

(2) hidrdfilos neutros: Cys, Ser, Thr; Asn; Gin;

(3) acidos: Asp, Glu;

(4) basicos: His, Lys, Arg;

(5) restos que influencian la orientacion de la cadena: Gly, Pro; y
(6) arométicos: Trp, Tyr, Phe.

[0177] Sustituciones no conservativas que implicaran el intercambio de un miembro de estas clases por otra clase.
Dichos restos sustituido se pueden introducir también en los sitios de sustitucion conservativos o, mas
preferiblemente, en los sitios restantes (no conservados).

[0178] Se pueden realizar las variaciones usando procedimientos conocidos en la técnica tales como la
mutagénesis mediada por oligonucleétidos (dirigida al emplazamiento), barrido de alanina, y mutagénesis mediante
la PCR. Se pueden llevar a cabo la mutagénesis dirigida al emplazamiento (Carter y col., Nucl. Acids Res., 13: 4331
(1986); Zoller y col., Nucl. Acids Res., 10: 6487 (1987)), mutagénesis mediante casete (Wells y col., Gene, 34: 315
(1985)), mutagénesis de seleccion mediante restriccion (Wells y col., Philos. Trans. R. Soc. London SerA, 317: 415
(1986)) u otras técnicas conocidas en el ADN clonado para producir la molécula anti-LY®6.

[0179] Se puede emplear también el analisis de barrido de aminoacidos para identificar uno o0 mas aminoacidos
junto a una secuencia contigua. Entre los aminoacidos barridos preferidos estan los aminoacidos neutros
relativamente pequefios. Dichos aminoacidos incluyen alanina, glicina, serina, y cisteina. Entre este grupo, un
aminoacido barrido preferido es normalmente la alanina debido a que elimina la cadena secundaria mas alla del
carbono beta y es menos probable que altere la conformacién de la cadena principal de la variante (Cunningham
and Wells, Science, 244: 1081-1085 (1989)). Se prefiere también normalmente la alanina debido a que es el
aminoacido mas comun. Ademas, se encuentra frecuentemente en posiciones soterradas y expuestas (Creighton,
The Proteins, (W.H. Freeman & Co., N.Y.); Chothia, J. Mol. Biol., 150: 1 (1976)). Si la sustituciéon de la alanina no da
como resultado cantidades adecuadas de variante, se puede usar un aminoacido isotérico.

[0180] Se puede sustituir también cualquier resto de cisteina no implicado en mantener la conformacién apropiada
del polipéptido de LY6, generalmente con serina, para mejorar la estabilidad oxidativa de la molécula y evitar la
reticulacion aberrante. De manera inversa, se pueden afiadir enlace(s) de cisteina a dicha molécula para mejorar su
estabilidad (particularmente cuando el anticuerpo es un fragmento de anticuerpo tal como un fragmento Fv).

[0181] Un tipo particularmente preferido de variante de sustitucion implica sustituir uno o mas restos de regiones
hipervariables de un anticuerpo parental (por ejemplo, un anticuerpo humanizado o humano). Generalmente, la(s)
variante(s) resultante(s) seleccionadas para el desarrollo adicional tendran propiedades biolégicas mejoradas con
respecto al anticuerpo parental a partir del cual se generan. Una manera conveniente de generar dichas variantes de
sustitucion implica la maduracion por afinidad usando la expresion de fagos. De manera breve, algunos sitios de la
regiéon hipervariable estan mutados para generar todas las posibles sustituciones de amino en cada sitio. Las
variantes de anticuerpo generadas de esta manera se expresan de una manera monovalente a partir de particulas
de fagos filamentosos como fusiones como fusiones del producto génico Il del M13 empaquetado en el interior de
cada particula. Las variantes que expresaron fagos se cribaron a continuacion para su actividad bioldgica (por
ejemplo, afinidad de unién) tal como se ha dado a conocer en la presente memoria descriptiva. Con el fin de
identificar sitios candidatos de la region hipervariable para la modificacion, se puede llevar a cabo la mutagénesis de
barrido de alanina para identificar restos de la region hipervariable que contribuyen significativamente a la union del
antigeno. Alternativa, o adicionalmente, puede ser beneficioso analizar la estructura cristalina del complejo antigeno-
anticuerpo para identificar los puntos de contacto entre el anticuerpo y el polipéptido diana. Dichos restos de
contacto y restos adyacentes son candidatos de sustitucion de acuerdo con las técnicas elaboradas en la presente
memoria descriptiva. Una vez que se han generado dichas variantes, el panel de variantes se somete a cribado tal
como se describe en la presente memoria descriptiva y los anticuerpos con propiedades superiores en uno 0 mas
ensayos relevantes se pueden seleccionar para desarrollo adicional.

[0182] Las moléculas de acido nucleico que codifican las secuencias de aminoacidos variantes de los polipéptidos
LY6 se preparan mediante una variedad de procedimientos conocidos en la técnica. Estos procedimientos incluyen,
pero no se limitan a, aislamiento de una fuente natural (en el caso de variantes de secuencias de aminoacidos que
se producen naturalmente) o preparacién mediante mutagénesis mediada por oligonucleétidos (o dirigida al
emplazamiento), mutagénesis mediante la PCR, y mutagénesis mediante casete de una secuencia natural o en una
variante preparada anteriormente.

D. Modificaciones de polipéptidos

[0183] Los polipéptidos y/o anticuerpos que se han modificado covalentemente pueden ser también adecuados
para el uso dentro del alcance de esta invencion. Un tipo de modificacion covalente incluye hacer reaccionar restos
de aminoacidos dirigidos de dichos anticuerpos y polipéptidos con un agente derivatizante organico que sea capaz
de reaccionar con cadenas secundarias seleccionada o los restos N o C terminales de dichos anticuerpos y
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polipéptidos. Es util la derivatizacion con agentes bifuncionales, por ejemplo, para reticular las moléculas anteriores
a una matriz soporte insoluble en agua o superficie para uso en la purificacién. Los agentes reticulantes
comunmente usados incluyen, por ejemplo, 1,1-bis(diazoacetil)-2-feniletano, glutaraldehido, ésteres de N-
hidroxisuccinimida, por ejemplo ésteres con acido 4-azidosalicilico, imidoésteres homobifuncionales, incluyendo
ésteres de disuccinimidilo tales como 3,3’-ditiobis(succinimidilpropionato), maleimidas bifuncionales tales como bis-
N-maleimido-1,8-octano y agentes tales como metil-3-[(p-azidofenil)ditio]propioimidato.

[0184] Otras modificaciones incluyen la desamidacion de restos de glutaminilo y asparaginilo con los restos de
glutamilo y aspartilo correspondientes, respectivamente, hidroxilacion de prolina y lisina, fosforilacion de grupos
hidroxilo de restos serilo o treonilo, metilacion de los grupos a-amino de lisina, arginina, y de las cadenas
secundarias de histidina (T.E. Creighton, Proteins: Structure and Molecular Properties, W.H. Freeman & Co., San
Francisco, pp. 79-86 (1983)), acetilacion del amino N terminal, y amidacién de cualquier grupo carboxilo C terminal.
[0185] Otro tipo de modificacién covalente de los polipéptidos o anticuerpos comprende alterar el modelo natural
de glicosilaciéon del anticuerpo o polipéptido. Se pretende que “alterar el modelo natural de glicosilacion” para los
objetivos de la presente memoria descriptiva signifique eliminar uno o mas restos carbohidratos que se encuentran
en la secuencia natural (tanto eliminando el sitio de glicosilacion subyacente como eliminando la glicosilaciéon por
medios quimicos y/o enzimaticos), y/o afiadiendo uno o mas sitios de glicosilacién que no estan presentes en la
secuencia natural respectiva. Ademas, la frase incluye cambios cualitativos en la glicosilacion de las proteinas
naturales, que implican un cambio en la naturaleza y las proporciones de diversos restos carbohidratos presentes.

[0186] La glicosilacion de anticuerpos y otros polipéptidos esta normalmente tanto unida a N como unida a O.
Unida a N se refiere a la uniéon del resto carbohidrato a la cadena secundaria de un resto asparagina. Las
secuencias tripeptidicas asparagina-X-serina y asparagina-X-treonina, en las que X es cualquier aminoacido excepto
prolina, son las secuencias de reconocimiento para la unién enzimatica del resto carbohidrato a la cadena
secundaria de asparagina. De esta manera, la presencia de cualquiera de estas secuencias tripeptidicas en un
polipéptido crea un sitio de glicosilacion potencial. La glicosilacién unida a O se refiere a la union de uno de los
azucares N-acetil galactosamina, galactosa, o xilosa a un hidroxiaminoacidos, mas comidnmente serina o treonina,
aunque se puede usar también 5-hidroxiprolina o 5-hidroxilisina.

[0187] La adicion de sitios de glicosilacién se puede llevar a cabo alterando la secuencia de aminoacidos de tal
manera que contenga una o mas de las anteriores secuencias tripeptidicas descritas (para los sitios de glicosilacion
unidos a N). Se puede realizar también la alteracién mediante la adicion de, o la sustitucion por, uno o més restos de
serina o treonina a la secuencia del mencionado anticuerpo o polipéptido original (para los sitios de glicosilacion
unidos a O). Dicha secuencia de anticuerpo o polipéptido se puede alterar opcionalmente mediante cambios a nivel
del ADN, particularmente, mutando el ADN que codifica las secuencias de aminoacidos anteriores en bases
preseleccionadas de tal manera que se generan codones que se traduciran en los aminoacidos deseados.

[0188] Otro medio de aumentar el nimero de restos carbohidratos es mediante acoplamiento quimico o enzimatico
de glicosidos al polipéptido. Se describen dichos procedimientos en la técnica, por ejemplo, en el documento WO
87/05330 publicado el 11 de septiembre de 1987, y en Aplin y Wriston, CRC Crit. Rev. Biochem., pp. 259-306
(1981).

[0189] La eliminacidon de restos carbohidratos se puede llevar a cabo quimica o enzimaticamente o mediante
sustituciones mutacionales de codones que codifican restos de aminoacidos que sirven como dianas para la
glicosilacion. Se conocen en la técnica técnicas de desglicosilacion quimica y se describen, por ejemplo, en
Hakimuddin, y col., Arch. Biochem. Biophys., 259: 52 (1987) y en Edge y col., Anal. Biochem., 118: 131 (1981). Se
puede conseguir la escision enzimatica de restos carbohidratos en polipéptidos mediante una variedad de endo y
exoglicosidasas tal como se describe por Thotakura y col., Meth. Enzymol., 138: 350 (1987).

[0190] Otro tipo de modificacion covalente comprende la unién con uno de una variedad de polimeros no
proteinicos, por ejemplo, polietilenglicol (PEG), polipropilenglicol, o polioxialquilenos, en la manera que se muestra
en las Patentes de los Estados Unidos N° 4.640.835; 4.496.689, 4.301.144; 4.670.417; 4.791.192 o0 4.179.337. El
polipéptido de LY6 puede estar también atrapado en microcapsulas preparadas, por ejemplo, mediante técnicas de
coacervacion o mediante polimerizacion interfacial (por ejemplo, microcapsulas de hidroximetilcelulosa o gelatina y
microcapsulas de poli-(metilmetacrilato), respectivamente), en sistemas coloidales de administracion de farmacos
(por ejemplo, liposomas, microesferas de albumina, microemulsiones, nanoparticulas y nanocapsulas), o en
macroemulsiones. Se dan a conocer dichas técnicas en Remington’s Pharmaceutical Sciences, 162 edicién, Oslo, A,
Ed., (1980).

[0191] Las modificaciones que forman moléculas quiméricas son el resultado de fusiones de un polipéptido con
otro, se contemplan polipéptidos heterélogos o secuencias de aminoacidos para uso con los presentes
procedimientos.

[0192] En una realizacion, dicha molécula quimérica comprende una fusion de un polipéptido con un polipéptido

etiqueta que proporciona un epitopo al cual se puede unir de manera selectiva un anticuerpo anti etiqueta. El epitope
etiqueta se coloca generalmente en el extremo amino o carboxilo de dicho anticuerpo o polipéptido. Se puede
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detectar la presencia de dichas formas de epitopos etiquetados de dichos anticuerpos o polipéptido usando un
anticuerpo contra el polipéptido etiqueta. También, la provision del epitopo etiqueta permite que dichos anticuerpos o
polipéptidos se purifiquen facilmente mediante purificacion por afinidad usando un anticuerpo anti etiqueta u otro tipo
de matriz de afinidad que se une al epitope etiqueta. Se conocen bien en la técnica diversos polipéptidos etiquetas y
sus respectivos anticuerpos. Los ejemplos incluyen etiquetas de poli-histidina (poli-his) o poli-histidina-glicina (poli-
his-gly); el polipéptido etiqueta flu HA y su anticuerpo 12CA5 (Field y col., Mol. Cell. Biol., 8: 2159-2165 (1988)); la
etiqueta c-myc y los anticuerpos 8F9, 3C7, 6E10, G4, B7 y 9E10 de la anterior (Evan y col., Molecular and Cellular
Biology, 5: 3610-3616 (1985)); y la etiqueta de la glicoproteina D del virus del Herpes Simple y su anticuerpo
(Paborsky y col., Protein Engineering, 3(6): 547-553 (1990)). Otros polipéptidos etiqueta incluyen el péptido Flag
(Hopp y col., BioTechnology, 6: 1204-1210 (1988)); el péptido del epitopo KT3 (Martin y col., Science, 255: 192-194
(1992)); un péptido del epitopo de la a-tubulina (Skinner y col., J. Biol. Chem., 266: 15163-15166 (1991)); y la
etiqueta del péptido de la proteina 10 del gen T7 (Lutz-Freyermuth y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 87: 6393-6397
(1990)).

[0193] En una realizacién alternativa, la molécula quimérica puede comprender una fusion de un polipéptido con
una inmunoglobulina o una regién particular de una inmunoglobulina. Para una forma bivalente de la molécula
quimérica (denominada también como una “inmunoadhesina”), dicha fusién podria ser en la regién Fc de una
molécula de IgG. Las fusiones de Ig incluyen preferiblemente la sustitucion de una forma soluble (dominio
transmembrana eliminado o inactivado) de un anticuerpo o polipéptido anterior en el lugar de al menos una region
variable en el interior de una molécula de Ig. En una realizacién particularmente preferida, la inmunoglobulina de
fusién incluye la bisagra, CH, y CHs, o la bisagra, CH4, CHz y las regiones CH3; de una molécula de IgG1. Para la
produccién de inmunoglobulinas de fusion, véase también la Patente de los Estados unidos N° 5.428.130 otorgada el
27 de junio de 1995.

E. Preparacion de polipéptidos

[0194] La siguiente descripcion se refiere principalmente a la produccion de polipéptidos cultivando células
transformadas o transfectadas con un vector que contiene acido nucleico de dichos anticuerpos, polipéptido y
oligopéptidos. El término “polipéptidos” puede incluir anticuerpos, polipéptidos y oligopéptidos. Se contempla, por
supuesto, que procedimientos alternativos, que son bien conocidos en la técnica, se puedan emplear para preparar
dichos anticuerpos, polipéptido y oligopéptidos. Por ejemplo, la secuencia de aminoacidos apropiada, o sus
porciones, se pueden producir mediante sintesis peptidica directa usando técnicas en fase sélida [véase, por
ejemplo, Stewart y col., Solid-Phase Peptide Synthesis, W.H. Freeman Co., San Francisco, CA (1969); Merrifield, J.
Am. Chem. Soc., 85: 2149-2154 (1963)]. Se puede llevar a cabo la Sintesis de proteinas in vitro usando técnicas
manuales o automatizadas. Se puede llevar a cabo la sintesis automatizada, por ejemplo, usando un Sintetizador de
Péptidos Applied Biosystems (Foster City, CA) usando la instrucciones del fabricante. Algunas porciones de dichos
anticuerpos, polipéptidos u oligopéptidos se pueden sintetizar quimicamente por separado y combinarse usando
procedimientos quimicos o enzimaticos para producir el producto deseado.

1. Aislamiento del ADN que codifica un polipéptido

[0195] Se puede obtener el ADN que codifica un polipéptido de una biblioteca de ADNc preparada a partir de tejido
que se piensa que posee dicho anticuerpo, polipéptido u oligopéptido de ARNm y expresa éste a un nivel detectable.
De acuerdo con esto, el ADN que codifica dichos polipéptidos se puede obtener convenientemente de una biblioteca
de ADNc preparada a partir de tejido humano, una biblioteca genémica o mediante procedimientos conocidos (por
ejemplo, sintesis automatizada de acidos nucleicos).

[0196] Las bibliotecas se pueden cribar con sondas (tales como oligonucledtidos de al menos aproximadamente
20-80 bases) disefiadas para identificar el gen de interés p la proteina codificada por éste. El cribado del ADNc o la
biblioteca genémica con la sonda seleccionada se puede llevar a cabo usando procedimientos normalizados, tales
como los descritos en Sambrook y col., Molecular Cloning: A Laboratory Manual (Nueva York: Cold Spring Harbor
Laboratory Press, 1989). Alternativamente, se puede usar la metodologia de la PCR [Sambrook y col., mas arriba:
Dieffenbach y col., PCR Primer: A Laboratory Manual (Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1995)].

[0197] Se conocen bien en la materia las técnicas para cribar una biblioteca de ADNc. Las secuencias de
oligonucledtidos seleccionadas como sondas deben ser de suficiente longitud y suficientemente inequivocas de tal
manera que se minimicen los falsos positivos. El oligonucleétido se marca preferiblemente de tal manera que se
pueda detectar tras la hibridacién con el ADN en la biblioteca que se esta cribando. Son bien conocidos en la técnica
los procedimientos de marcado, e incluyen el uso de radiomarcas del tipo de ARP marcado con 2P |a biotinilacion o
el marcado con enzimas. En Sambrook y col, mas arriba se proporcionan condiciones de hibridacién, que incluyen
rigor moderado y rigor elevado.

[0198] Las secuencias identificadas en dichos procedimientos de cribado de bibliotecas se pueden comparar y
alinearse con otras secuencias conocidas depositadas y disponibles en bases de datos publicas tales como
GenBank u otras bases de datos de secuencias privadas. Se puede determinar la identidad de la secuencia (a
cualquier nivel de aminoacido o nucleétido) dentro de regiones definidas de la molécula o a través de la secuencia
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de longitud completa, usando procedimientos conocidos en la técnica tal como se describe en la presente memoria
descriptiva.

[0199] Se puede obtener el acido nucleico que tiene la secuencia que codifica la proteina cribando el ADNc
seleccionado o las bibliotecas genémicas usando la secuencia de aminoacidos deducida dada a conocer en la
presente memoria descriptiva por primera vez, y, si es necesario, usando procedimientos convencionales de
extensién de cebadores tal como se describe en Sambrook y col., mas arriba, para detectar precursores y procesar
intermedios del ARNm que no se pueden transcribir de manera inversa en el ADNc.

2. Seleccidn y transformacidn de células hospedadoras

[0200] Las células hospedadoras se transfectaron o transformaron con los vectores de expresién o de clonacion
descritos en la presente memoria descriptiva para la produccién del polipéptido de LY6 y se cultivaron en medios
nutrientes convencionales modificados segun sea apropiado para inducir los promotores, seleccionar los
transformantes, o amplificar los genes que codificaban las secuencias deseadas. El técnico experto puede
seleccionar las condiciones del cultivo, tales como los medios, la temperatura, el pH y similares, sin experimentacion
innecesaria. En general, los principios, los protocolos, y las técnicas principales para maximizar la productividad de
los cultivos celulares se pueden encontrar en Mammalian Cell Biotechnology: A Practical Approach, M. Butler, ed.
(IRL Press, 1991) y Sambrook y col., mas arriba.

[0201] La persona normalmente experta conoce los procedimientos de transfeccion de células eucariotas y
transformacion de células procariotas, por ejemplo, CaCl,, CaPQs, y electroporacion mediada por liposomas.
Dependiendo de la célula hospedadora usada, la transformacion se lleva a cabo usando técnicas normalizadas
apropiadas para dichas células. El tratamiento con calcio que emplea cloruro de calcio, tal como se describe en
Sambrook y col, mas arriba, o la electroporacién, se usa generalmente para los procariotas. La infeccion con
Agrobacterium tumefaciens se usa para la transformacion de algunas células vegetales, tal como se describe en
Shaw y col., Gene, 23: 315 (1983) y en el documento WO 89/05859 publicado el 29 de Junio de 1989. Para las
células de mamiferos sin dichas paredes celulares, se puede emplear el procedimiento de precipitacion con fosfato
de calcio de Graham y van der Eb, Virology, 52: 456-457 (1978). Se han descrito los aspectos generales de las
transfecciones en sistemas hospedadores de células de mamiferos en la Patente de los Estados Unidos N°
4.399.216. Se llevan a cabo normalmente transformaciones en levaduras de acuerdo con el procedimiento de Van
Solingen y col., J. Bact., 130: 946 (1977) y Hsiao y col., Proc. Natl. Acad. Sci. (USA), 76: 3829 (1979). Sin embargo,
se pueden usar también otros procedimientos para introducir ADN en células, tales como mediante microinyeccion
nuclear, electroporacion, fusion de protoplastos bacterianos con células intactas, o policationes, por ejemplo,
polibreno, poliomitina. Para las diversas técnicas de transformacién de células de mamiferos, véanse Keown y col.,
Methods in Enzymology, 185: 527-537 (1990) y Mansour y col., Nature, 336: 348-352 (1988).

[0202] Las células hospedadoras adecuadas para la clonacidon o la expresion del ADN en los vectores de la
presente memoria descriptiva incluyen células procariotas, de levaduras, o de eucariotas superiores Los procariotas
adecuados incluyen, pero no se limitan a eubacterias, tales como organismos Gram negativos o Gram positivos, por
ejemplo, Enterobacteriaceae tales como E. coli. Estan publicamente disponibles diversas cepas de E. coli, tales
como la cepa MM294 de E.coli k12 (ATCC 31.446); E. coli X1776 (ATCC 31.537); cepa W3110 de E. coli (ATCC
27.325) y K5 772 (ATCC 53.635). Ofras células hospedadoras procariotas adecuadas incluyen Enterobacteriaceae
tales como Escherichia, por ejemplo, E. coli, Enterobacter, Erwinia, Klebsiella, Proteus, Salmonella, por ejemplo,
Salmonella typhimurium, Serratia, por ejemplo, Serratia marcescens, y Shigella, asi como Bacilli tales como B.
subtilis y B. licheniformis (por ejemplo, B. licheniformis 41P dado a conocer en el documento DD 266.710 publicado
el 12 de abril de 1989), Pseudomonas tal como P. aeruginosa, y Streptomyces. Estos ejemplos son ilustrativos mas
bien que limitantes. La cepa W3110 es un hospedador u hospedador parental particularmente preferido debido a que
es una cepa hospedadora comun para fermentaciones de productos de ADN recombinante. Preferiblemente, la
célula hospedadora secreta cantidades minimas de enzimas proteoliticas. Por ejemplo, la cepa W3110 se puede
modificar para efectuar una mutacion genética en los genes que codifican las proteinas endégenas del hospedador,
incluyendo los ejemplos de dichos hospedadores la cepa 1A2 de E. coli W3110, que tiene el genotipo tonA
completo; la cepa 9E4 de E. coli W3110, que tiene el genotipo tonA ptr3 completo; la cepa 27C7 de E.coli W3110
(ATCC 55.244), que tiene el genotipo tonA ptr3 phoA E15 (argF-lac)169 degP ompT kan'; la cepa 37D6 de E. coli
W3110, que tiene el genotipo tonA ptr3 phoA E15 (argF-lac)169 degP ompT rbs7 ilvG kan'; la cepa 40B4 de E. coli
W3110, que es la cepa 37D6 con una mutacion de delecién de degP no resistente a la kanamicina; y una cepa de E.
coli que tiene una proteasa periplasmica mutante dada a conocer en la Patente de los Estados Unidos N° 4.946.783
otorgada el 7 de agosto de 1990. Alternativamente, son adecuados los procedimientos de clonacion in vitro, por
ejemplo, la PCR u otras reacciones de la polimerasa con el acido nucleico.

[0203] Se pueden producir anticuerpos de longitud completa, fragmentos de anticuerpos, y proteinas de fusion de
anticuerpos en bacterias, en particular, cuando no se necesitan la glicosilacion ni la funcién efectora de Fc, tal como
cuando el anticuerpo terapéutico se conjuga con un agente citotoxico (por ejemplo, una toxina) y el
inmunoconjugado por si mismo muestra eficacia en la destruccién de células tumorales. Los anticuerpos de longitud
completa tienen mayor semivida en circulacién. La produccion en E. coli es mas rapida y mas econdmica. Para la
expresion de fragmentos de anticuerpos y polipéptidos en bacterias, véanse, por ejemplo, los documentos U.S.
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5.648.237 (Carter y col.), U.S. 5.789.199 (Joly y col.), y U.S. 5.840.523 (Simmons y col.) que describen la regién de
inicio de la traduccion (TIR) y las secuencias sefial para optimizar la expresion y la secrecion. Tras la expresion, el
anticuerpo se aisla de la pasta de células de E. coli en una fraccion soluble y se puede purificar mediante, por
ejemplo, una columna de proteina A o G dependiendo del isotipo. La purificacion final se puede llevar a cabo de
manera similar al proceso para purificar el anticuerpo expresado en células adecuadas (por ejemplo, células CHO).

[0204] Ademas de los procariotas, los microbios eucariotas, tales como los hongos filamentosos o las levaduras
son adecuados hospedadores de clonacidon o expresion de los vectores que codifican los polipéptidos deseados.
Saccharomyces cerevisiae es un microorganismo hospedador eucariota inferior comunmente usado. Otros incluyen
Schizosaccharomyces pombe (Beach y Nurse, Nature, 290: 140 [1981]; documento EP 139.383 publicado el 2 de
mayo de 1985); hospedadores de Kluyveromyces (Patente de los Estados Unidos N° 4.943.529; Fleer y col.,
Bio/Technology, 9: 968-975 (1991)) tal como, por ejemplo, K. lactis (documentos MW98-8C, CBS683, CBS4574;
Louvencourt y col., J. Bacteriol., 154 (2): 737-742 [1983]), K. fragilis (ATCC 12,424), K. bulgaricus (ATCC 16,045), K.
wickeramii (ATCC 24,178), K. walti (ATCC 56,500), K. drosophilarum (ATCC 36,906; Van den Berg y col.,
Bio/Technology, 8: 135 (1990)), K. thermotolerans, y K. marxianus; yarrowia (EP 402,226); Pichia pastoris
(documento EP 183.070; Sreekrishna y col., J. Basic Microbiol., 28: 265-278 [1988]); Candida; Trichoderma reesia
(documento EP 244.234); Neurospora crassa (Case y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 76: 5259-5263 [1979]);
Schwanniomyces tal como Schwanniomyces occidentalis (documento EP 394.538 publicado el 31 de Octubre de
1990); y hongos filamentosos tales como, por ejemplo, Neurospora, Penicillium, Tolypocladium (documento WO
91/00357 publicado el 10 de enero de 1991), y hospedadores de Aspergillus tales como A. nidulans (Ballance y col.,
Biochem. Biophys. Res. Commun., 112: 284-289 [1983]; Tilburn y col., Gene, 26: 205-221 [1983]; Yelton y col., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 81: 1470-1474 [1984]) y A. niger (Kelly y Hynes, EMBO J., 4: 475-479 [1985]). Las levaduras
metilotropicas son adecuadas en la presente memoria descriptiva e incluyen, pero no se limitan a, levaduras
capaces de crecer en metanol seleccionadas entre los géneros que consisten en Hansenula, Candida, Kloeckera,
Pichia, Saccharomyces, Torulopsis, y Rhodotorula. Se puede encontrar una lista de levaduras especificas que son a
modo de ejemplo de este tipo de levaduras en C. Anthony, The Biochemistry of Methylotrophs, 269 (1982).

[0205] Las células hospedadoras adecuadas para la expresion de la produccion de polipéptidos glicosilados se
derivan de organismos multicelulares. Los ejemplos de células de invertebrados incluyen células de insectos tales
como Drosophila S2 y Spodoptera Sf9, asi como células vegetales, tales como cultivos celulares de algodén, maiz,
patata, soja, petunia, tomate y tabaco. Se han identificado numerosas cepas y variantes baculoviricas y células
hospedadoras de insectos permisivas procedentes de hospedadores tales como Spodoptera frugiperda (oruga),
Aedes aegypti (mosquito), Aedes albopictus (mosquito), Drosophila melanogaster (mosca de la fruta), y Bombyx
mori. Estan disponibles una variedad de cepas viricas para la transfecciéon, por ejemplo, la variante L-1 de
Autographa californica NPV y la cepa Bm-5 de Bombyx mori NPV, y se pueden usar dichos virus como los virus en la
presente memoria descriptiva, particularmente para la transfeccion de células de Spodoptera frugiperda.

[0206] Sin embargo, hay un gran interés en las células de vertebrados, y la propagacién de células de vertebrados
en cultivos (cultivo de tejidos) ha llegado a ser un procedimiento rutinario. Los ejemplos de lineas de células
hospedadoras de mamiferos Uutiles son la linea CV1 de rifién de mono transformada por SV40 (COS-7, ATCC CRL
1651); la linea de rifion embriénico humano (293 o células 293 subclonadas para el crecimiento en un cultivo en
suspension, Graham y col., J. Gen Virol. 36: 59 (1977)); células de rifidon de cria de hamster (BHK, ATCC CCL 10);
células de ovario de hamster chino/-DHFR (CHO, Urlaub y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77: 4216 (1980)); células
de Sertoli de raton (TM4, Mather, Biol. Reprod. 23: 243-251 (1980)); células de rifidn de mono (CV1 ATCC CCL 70);
células de rifidn de mono verde africano (VERO-76, ATCC CRL-1587); células de carcinoma cervical humano
(HELA, ATCC CCL 2); células de rifion canino (MDCK, ATCC CCL 34); células de higado de ratas Buffalo (BRL 3A,
ATCC CRL 1442); células de pulmoéon humano (W138, ATCC CCL 75); células de higado humano (Hep G2, HB
8065); tumor mamario de raton (MMT 060562, ATCC CCL51); células TRI (Mather y col., Annals N.Y. Acad. Sci.
383: 44-68 (1982)); células MRC 5; células FS4; y una linea de hepatoma humano (Hep G2)

[0207] Las células hospedadoras se transforman con los vectores de expresion o clonacién anteriormente
descritos para la produccion del polipéptido deseado y cultivados en medios nutrientes convencionales segun sea
apropiado para inducir los promotores, seleccionar los transformantes, o amplificar los genes que codifican las
secuencias deseadas.

3. Seleccidén y uso de un vector replicable

[0208] EI acido nucleico (por ejemplo, ADNc o ADN gendmico) que codifica el polipéptido de LY6 respectivo se
puede insertar en un vector replicable para la clonacién (amplificacion del ADN) o para la expresion. Estan
publicamente disponibles diversos vectores. El vector puede, por ejemplo, estar en forma de un plasmido, césmido,
particula virica, o fago. La secuencia de acido nucleico apropiada se puede insertar en el vector mediante una
variedad de procedimientos. En general, el ADN se inserta en un(os) sitio(s) de endonucleasa de restriccién
apropiado(s) usando técnicas conocidas en la materia. Los componentes del vector incluyen generalmente, pero no
se limitan a, una o mas de una secuencia sefal, un origen de replicacién, uno o mas genes marcadores, un
elemento potenciador, un promotor, y una secuencia de terminacion de la transcripcion. La construccion de vectores
adecuados que contienen uno o mas de estos componentes emplea técnicas de ligadura normalizadas que el
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técnico experto conoce.

[0209] Se puede producir el polipéptido deseado de manera recombinante no solo directamente, sino también
como un polipéptido de fusion con un polipéptido heterélogo, que puede ser una secuencia sefial u otro polipéptido
que tenga un sitio de escision especifico en el extremo N de la proteina o el polipéptido maduro. En general, la
secuencia sefial puede ser un componentes del vector, o puede ser una parte del ADN que codifica la secuencia
madura que se inserta en el vector. La secuencia sefial puede ser una secuencia sefial procariota seleccionada, por
ejemplo, entre el grupo de la fosfatasa alcalina, penicilinasa, Ipp, o las lideres de la enterotoxina Il térmicamente
estable Para la secrecion de la levadura, la secuencia sefial puede ser, por ejemplo, la lider de la invertasa de la
levadura, la lider del factor alfa (que incluye las lideres del factor a de Saccharomyces y Kluyveromyces, descritas
posteriormente en la Patente de los Estados Unidos N° 5.010.182, o la lider de la fosfatasa acida, la lider de la
glucoamilasa de C. albicans (documento EP 362.179, publicado el 4 de abril de 1990) o la sefial descrita en el
documento WO 90/13646 publicado el 15 de noviembre de 1990. En la expresion de células de mamiferos, se
pueden usar secuencias sefial de mamiferos para dirigir la secrecion de la proteina, tal como las secuencias sefial
procedentes de los polipéptidos secretados de la misma o especies relacionadas, asi como las lideres secretorias
viricas.

[0210] Ambos vectores, de expresion y de clonacion contienen una secuencia de acido nucleico que permite al
vector replicarse en una o mas células hospedadoras seleccionadas. Dichas secuencias son bien conocidas para
una variedad de bacterias, levaduras y virus. El origen de replicacion procedente del plasmido pBR322 es adecuado
para la mayor parte de bacterias Gram negativas, el origen del plasmido 2u es adecuado para levaduras, y algunos
origenes viricos (SV40, polioma, adenovirus, VSV p BPV) son utiles para los vectores de clonacion en células de
mamiferos.

[0211] Los vectores de expresion y de clonacion contendran normalmente un gen de seleccion, denominado
también un marcador seleccionable. Los genes de seleccion tipicos codifican proteinas que (a) confieren resistencia
a antibidticos u otras toxinas, por ejemplo, ampicilina, neomicina, metotrexato, o tetraciclina, (b) complementan
deficiencias auxotréficas, o (c) suministran nutrientes criticos no disponibles a partir de medios complejos, por
ejemplo, el gen que codifica la D-alanina racemasa de Bacilli.

[0212] Un ejemplo de marcadores seleccionables adecuados de células de mamiferos son aquellos que permiten
la identificacion de células competentes para la captacién de &cido nucleico que codifican la proteina deseada, tal
como DHFR o la timidina cinasa. Una célula hospedadora apropiada cuando se emplea el DHFR natural en la linea
de células CHO deficiente en la actividad de DHFR, preparada y propagada tal como se describe por Urlaub y col.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77: 4216 (1980). Un gen de seleccién adecuado para el uso en levaduras es el gen trpl
presente en el plasmido YRp7 de levadura [Stinchcomb y col., Nature, 282: 39 (1979); Kingsman y col., Gene, 7: 141
(1979); Tschemper y col., Gene, 10: 157 (1980)]. El gen trp1 proporciona un marcador de seleccion para una cepa
mutante de levadura que carece de la capacidad de crecer en triptéfano, por ejemplo ATCC N° 44076 o PEP4-1
[Jones, Genetics, 85: 12 (1977)].

[0213] Los vectores de expresion y de clonacion contienen normalmente un promotor unido de manera operable a
la secuencia de acido nucleico que codifica la secuencia de aminoacidos deseada, con el fin de dirigir la sintesis de
ARNm. Se conocen bien los promotores reconocidos por una variedad de células hospedadoras potenciales. Los
promotores adecuados para el uso con hospedadores procariotas incluyen los sistemas promotores de la -
lactamasa y de la lactosa [Chang y col., Nature, 275: 615 (1978); Goeddel y col., Nature, 281: 544 (1979)], el
sistema promotor de la fosfatasa alcalina y el triptéfano (trp) [Goeddel, Nucleic Acids Res., 8: 4057 (1980);
documento EP 36.776], y los promotores hibridos tales como el promotor tac [deBoer y col., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 80: 21-25 (1983)]. Los promotores para uso en sistemas bacterianos contendran también una secuencia
Shine-Dalgarno (S.D.) unida de manera operable al ADN que codifica la secuencia de la proteina deseada.

[0214] Los ejemplos de secuencias promotoras deseadas para uso con hospedadores de levadura incluyen los
promotores de la 3-fosfoglicerato cinasa [Hitzeman y col., J. Biol. Chem., 255: 2073 (1980)] u otros enzimas
glicoliticos [Hess y col., J. Adv. Enzyme Reg., 7: 149 (1968); Holland, Biochemistry, 17: 4900 (1978)], tales como
enolasa, gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa, hexocinasa, piruvato decarboxilasa, fosfofructocinasa, glucos-6-
fosfato isomerasa, 3-fosfoglicerato mutasa, piruvato cinasa, triosafosfato isomerasa, fosfogluconasa isomerasa, y
glucocinasa.

[0215] Otros promotores de levaduras, que son promotores inducibles que tienen la ventaja adicional de la
transcripcion controlada por las condiciones de crecimiento, son las regiones promotoras de la alcohol
deshidrogenasa 2, el isocitocromo C, la fosfatasa acida, las enzimas degradadoras asociadas con el metabolismo
del hidrégeno, la metalotioneina, la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa, y las enzimas responsables de la
utilizacion de la maltosa y la galactosa. Los vectores y promotores adecuados para el uso en la expresién de
levaduras se describen adicionalmente en el documento EP 73.657.

[0216] La transcripcién del ADN en células hospedadoras de mamiferos esta controlada, por ejemplo, por
promotores obtenidos de los genomas de virus tales como el virus del polioma, el virus de la viruela (documento UK

52



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2379413 T3

2.211.504 publicado el 5 de julio de 1989), adenovirus (tal como Adenovirus 2), virus del papiloma bovino, virus del
sarcoma aviar, citomegalovirus, un retrovirus, el virus de la hepatitis B y el virus 40 de Simios (SV40), procedentes
de promotores de promotores heterélogos de mamiferos, por ejemplo, el promotor de la actina o un promotor de
inmunoglobulina, y de promotores de choque térmico, con la condicién de que dichos promotores sean compatibles
con los sistemas de células hospedadoras.

[0217] Se puede incrementar la transcripcion de un ADN que codifica el polipéptido deseado insertando una
secuencia potenciadora en el vector. Los potenciadores son elemento del ADN que actuan en cis, normalmente de
aproximadamente 10 a 300 pb, que actian sobre un promotor para incrementar su transcripcion. Se conocen ahora
muchas secuencias potenciadoras procedentes de genes de mamiferos (globina, elastasa, albumina, a-fetoproteina,
e insulina). Normalmente, sin embargo, se usara un potenciador procedente de un virus de célula eucariota. Los
potenciadores incluyen el potenciador de SV40 en el lado posterior del origen de replicacion (pb 100-270), el
potenciador del promotor temprano del citomegalovirus, el potenciador del polioma en el lado posterior del origen de
replicacion, y los potenciadores de adenovirus. El potenciador se puede cortar y empalmar en el vector en una
posicion 5 o 3’ de la secuencia de codificacion de las secuencias de aminoacidos anteriores, pero se localiza
preferentemente en el sitio 5’ desde el promotor.

[0218] La expresion de los vectores usados en células hospedadoras eucariotas (levaduras, hongos, insectos,
vegetales, animales, seres humanos, o células nucleadas procedentes de otros organismos multicelulares)
contendran también las secuencias necesarias para la terminacion de la transcripcion y para la estabilizacion del
ARNm. Dichas secuencias estan comunmente disponibles de las regiones 5’ y, ocasionalmente 3’, sin traducir de
ADN eucariotas o viricos o de ADNc. Estas regiones contienen segmentos de nucleétidos transcritos como
fragmentos poliadenilados en la porcidon no traducida del ARNm que codifica en anticuerpo, polipéptido u
oligopéptido respectivo descrito en esta seccion.

[0219] Otros procedimientos vectores, y células hospedadoras adicionales adecuados para la adaptacion a la
sintesis del anticuerpo, polipéptido u oligopéptido respectivo en cultivos celulares recombinantes de vertebrados se
describen en Gething y col., Nature, 293: 620-625 (1981); Mantei y col., Nature, 281: 40-46 (1979); documento EP
117.060; y documento EP 117.058.

4. Cultivo de células hospedadoras

[0220] Las células hospedadoras usadas para producir el polipéptido de LY6 se pueden cultivar en una variedad
de medios. Medios comercialmente disponibles tales como F10 de Ham (Sigma), Medio Esencial Minimo ((MEM),
(Sigma), RPMI-1640 (Sigma), y Medio Eagle Modificado por Dulbecco ((DMEM), Sigma) son adecuados para cultivar
las células hospedadoras. Adicionalmente, cualquiera de los medios descritos en Ham y col., Meth. Enz. 58: 44
(1979), Barnes y col., Anal. Biochem.102: 255 (1980), Patentes de los Estados Unidos N° 4.767.704; 4.657.866;
4.927.762; 4.560.655; 0 5.122.469; documentos WO 90/03430; WO 87/00195; o Patente de los Estados Unidos Re.
30.985 se pueden usar como medios de cultivo para las células hospedadoras. Cualquiera de estos medios se
puede suplementar segun sea necesario con hormonas y/u otros factores de crecimiento (tales como insulina,
transferrina, o factor de crecimiento epidérmico), sales (tales como cloruro de sodio, calcio, magnesio, y fosfato),
tampones (tales como HEPES), nucledtidos (tales como adenosina y timidina), antibiéticos (tales como el farmaco
GENTAMYCINJ), elementos traza (definidos como compuestos inorganicos normalmente presentes en las
concentraciones finales en el intervalo micromolar), y glucosa o una fuente de energia equivalente. Se puede incluir
también cualquier otro suplemento necesario a las concentraciones apropiadas que conoceran los expertos en la
técnica. Las condiciones de cultivo, tales como la temperatura, el pH, y similares, son aquellas anteriormente usadas
con la célula hospedadora seleccionada para la expresion, y serdn evidentes para las personas normalmente
expertas en la técnica.

5. Deteccién de la amplificacidén/expresién génica

[0221] Se pueden medir la amplificacién y/o la expresidon génica en una muestra directamente, por ejemplo,
mediante transferencia Southern convencional, transferencia Northern para cuantificar la transcripcion del ARNm
[Thomas, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77: 5201-5205 (1980)], inmunotransferencia (analisis de ADN), o hibridacion in
situ, usando una sonda marcada apropiadamente, basandose en las secuencias proporcionadas en la presente
memoria descriptiva. Alternativamente, se pueden emplear anticuerpos que pueden reconocer dupletes especificos,
incluyendo dupletes de ADN, dupletes de ARN, y dupletes hibridos de ADN-ARN o dupletes de ADN-proteinas. Los
anticuerpos, a su vez, se pueden marcar y se puede llevar a cabo el ensayo en el que el duplete se une a una
superficie, de tal manera que tras la formacion del duplete sobre la superficie, se pueda detectar el anticuerpo unido
al duplete.

[0222] Se puede medir, alternativamente, la expresion génica mediante procedimientos inmunoldgicos, tales como
tincién inmunohistoquimica de células o secciones de tejido y ensayo de cultivos celulares o fluidos corporales, para
cuantificar directamente la expresion del producto génico. Los anticuerpos utiles para la tincion inmunohistoquimica
y/o el ensayo de fluidos de muestra pueden ser tanto monoclonales como policlonales, y se pueden preparar en
cualquier mamifero. De manera conveniente, los anticuerpos adecuados para el presente procedimiento se pueden
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preparar contra un polipéptido u oligopéptido de secuencia natural, o contra una secuencia exdégena fusionada al
ADN y que codifica un epitopo del anticuerpo especifico de dicho polipéptido u oligopéptido.

6. Purificacion de la proteina

[0223] Los polipéptidos se pueden recuperar del medio de cultivo o de los lisados de células hospedadoras. Si
estan unidos a membrana, se pueden liberar de la membrana usando una disolucién detergente adecuada (por
ejemplo Triton-X 100) o mediante escisidon enzimatica. Las células empleadas en la expresion del anterior se pueden
perturbar mediante diversos medios fisicos o quimicos, tales como criocongelacion, ciclacion, sonicacion,
perturbacién mecanica, o agentes de lisis celular.

[0224] Puede ser deseable purificar el anterior a partir de las proteinas o polipéptidos de célula recombinantes.
Los siguientes procedimientos son a modo de ejemplo de los procedimientos de purificaciéon adecuados: mediante
fraccionamiento en una columna de intercambio iénico, precipitacion con etanol; HPLC en fase inversa
cromatografia en gel de silice 0 en una resina de intercambio catidnico tal como DEAE; cromatofocalizacion; SDS-
PAGE, precipitacion con sulfato de amonio; filtracion en gel usando, por ejemplo, columnas de Sephadex G-75,
proteina A Sefarosa para eliminar contaminantes tales como IgG; y columnas quelantes metalicas para unir las
formas etiquetadas a epitopos de las moléculas deseadas. Se pueden emplear diversos procedimientos de
purificacion de proteinas y dichos procedimientos se conocen en la técnica y se describen por ejemplo en Deutscher,
Methods in Enzymology, 182 (1990); Scopes, Protein Purification: Principles and Practice, Springer-Verlag, Nueva
York (1982). La(s) etapa(s) de purificacion seleccionada(s) dependera(n), por ejemplo, de la naturaleza del
procedimiento de produccién usado y del anticuerpo, polipéptido u oligopéptido concreto producido por los
procedimientos reivindicados.

[0225] Cuando se usan técnicas recombinante, se puede producir el polipéptido de LY6 intracelularmente, en el
espacio periplasmico, o secretarse directamente en el medio. Si dichas moléculas se producen intracelularmente,
como una primera etapa, el desecho particulado, tanto de las células hospedadoras como de los fragmentos lisados,
se retiran, por ejemplo, mediante centrifugacion o ultrafiltracién. Carter y col., Bio/Technology 10: 163-167 (1992)
describen un procedimiento para aislar anticuerpos que se secretan en el espacié periplasmico de E. coli. De
manera breve, la pasta celular se descongela en presencia de acetato de sodio (pH 3,5), EDTA, y
fenilmetilsulfonilfluoruro (PMSF) durante aproximadamente 30 min. Los desechos celulares se pueden retirar
mediante centrifugacion. Cuando el anticuerpo se secreta en el medio, los sobrenadantes de dichos sistemas de
expresion se concentran en primer lugar generalmente usando un filtro de concentracién de proteinas
comercialmente disponible, por ejemplo, una unidad de ultrafiltracion Amicon o Millipore Pellicon. Se puede incluir un
inhibidor de la proteasa tal como PMSF en cualquiera de las etapas anteriores para inhibir la proteolisis y se pueden
incluir antibiéticos para evitar el crecimiento de contaminantes accidentales.

[0226] La purificacién se puede producir usando, por ejemplo, cromatografia de hidroxilapatito, electroforesis en
gel, dialisis, y cromatografia de afinidad, siendo la cromatografia de afinidad la técnica de purificacion preferida. La
adecuabilidad de la proteina A como un ligando de afinidad depende de las especies y el isotipo de cualquier
dominio Fc de inmunoglobulina que esta presente en el anticuerpo. Se puede usar la proteina A para purificar los
anticuerpos que estan basados en las cadenas pesadas y1, y2 o y4 (Lindmark y col., J. Immunol. Meth. 62: 1-13
(1983)). Se recomienda la proteina G para todos los isotipos de ratén y para las y3 humanas (Guss y col., EMBO J.
5:15671575 (1986)). La matriz a la cual el ligando de afinidad se une es lo mas a menudo agarosa, pero estan
disponibles otras matrices. Las matrices mecanicamente estables tales como las de vidrio poroso controlado o
poli(estirenodivinilo)benceno permiten caudales mas rapidos y tiempos de procesamiento mas cortos que se pueden
conseguir con la agarosa. Cuando el anticuerpo comprende un dominio Cy3, la resina Bakerbond ABXJ (J. T. Baker,
Phillipsburg, NJ) es util para la purificaciéon. Estan también disponibles otras técnicas par la purificacion de proteinas
tales como el fraccionamiento en una columna de intercambio iénico, la precipitaciéon con etanol, la HPLC en Fase
Inversa, la cromatografia en gel de silice, la cromatografia en heparina SEFAROSAJ, la cromatografia en una resina
de intercambio aniénico o catidnico (tal como una columna de acido poliaspartico), la cromatofocalizacién, SDS-
PAGE, y precipitacion con sulfato de amonio, dependiendo del anticuerpo que se va a recuperar.

[0227] Tras cualquier etapa(s) de purificacion preliminar, la mezcla que comprende el anticuerpo de interés y los
contaminantes se puede someter a una cromatografia de interaccion hidréfoba a pH bajo usando un tampén de
elucion a un pH de entre aproximadamente 2,5-4,5, llevada a cabo preferiblemente a concentraciones bajas de sal
(por ejemplo, de aproximadamente 0-0,25 M de sal).

H. Formulaciones farmacéuticas

[0228] Las formulaciones terapéuticas (“agente terapéutico” usadas de acuerdo con la presente invencion se
pueden preparar para el almacenamiento mezclando el(los) agente(s) terapéutico(s) que tiene el grado deseado de
pureza con vehiculos, excipientes o estabilizantes farmacéuticamente aceptables (Remington: The Science of
Practice of Pharmacy, 202 edicién, Gennaro, A. y col., Ed., Philadelphia College of Pharmacy and Science (2000)),
en la forma de formulaciones liofilizadas o disoluciones acuosas. Los vehiculos, excipientes, o estabilizantes
aceptables no son toxicos para los receptores a las dosificaciones y concentraciones empleadas, e incluyen
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tampones tales como acetato, Tris, fosfato, citrato, y otros acidos organicos; antioxidantes que incluyen acido
ascorbico y metionina; conservantes (tales como cloruro de octadecildimetilbencilamonio), cloruro de hexametonio,
cloruro de benzalconio, cloruro de bencetonio, fenol, alcohol butilico o bencilico; alquil parabenos tales como metil o
propil parabeno; catecol, resorcinol; ciclohexanol; 3-pentanol, y m-cresol); polipéptidos de bajo peso molecular
(menos de aproximadamente 10 restos), proteinas, tales como albumina de suero, gelatina, o inmunoglobulinas;
polimeros hidréfilos tales como polivinilpirrolidona; aminoacidos tales como glicina, glutamina, asparagina, histidina,
arginina, o lisina; monosacaridos, disacaridos, y otros carbohidratos incluyendo glucosa, manosa, o dextrinas;
agentes quelantes tales como EDTA, tonificantes tales como trehalosa y cloruro de sodio; azucares tales como
sacarosa, manitol, trehalosa o sorbitol; tensioactivos tales como polisorbato; contraiones formadores de sales tales
como sodio; complejos metalicos (por ejemplo, complejos de Zn-proteinas); y/o tensioactivos no idénicos tales como
TWEEN7, PLURONICS7 o polietilenglicol (PEG). El anticuerpo comprende preferiblemente el anticuerpo a una
concentracion de entre 5-200 mg/ml, preferiblemente entre 10-100 mg/ml.

[0229] Las formulaciones de la presente memoria descriptiva pueden contener mas de un compuesto activo segun
sea necesario para la indicacion particular que se estd tratando, preferiblemente aquellas con actividades
complementarias que no se afectan adversamente entre si. Por ejemplo, ademas del(de los) agente(s) terapéutico(s)
anterior(es), puede ser deseable incluir en la formulacién, un anticuerpo adicional, por ejemplo, un segundo agente
terapéutico mencionado, o un anticuerpo para alguna otra diana tal como el factor de crecimiento que afecta el
crecimiento del glioma. Alternativa, o adicionalmente, la composicién puede comprender ademdas un agente
quimioterapéutico, agente citotdxico, citocina, agente inhibidor del crecimiento, agente antihormonal, y/o
cardioprotector. Dichas moléculas estan presentes de manera adecuada en cantidades que son eficaces para el
objetivo pretendido.

[0230] Los ingredientes activos pueden estar también atrapados en microcapsulas preparadas, por ejemplo,
mediante técnicas de coacervacion o mediante polimerizacion interfacial, por ejemplo, microcapsulas de
hidroximetilcelulosa o gelatina y microcapsulas de polimetacrilato de metilo, respectivamente, en sistemas coloidales
de administracion de farmacos (por ejemplo, liposomas, microesferas de albumina, microemulsiones, nanoparticulas
y nanocapsulas) o en macroemulsiones. Dichas técnicas se dan a conocer en Remington: The Science and Practice
of Pharmacy, més arriba.

[0231] Se pueden preparar preparaciones de liberaciéon continua. Los ejemplos adecuados de preparaciones de
liberacion continua incluyen matrices semipermeables de polimeros hidréfobos sdélidos que contienen el anticuerpo,
cuyas matrices estan en forma de articulos conformados, por ejemplo, peliculas, o microcapsulas los ejemplos de
matrices de liberacion continua incluyen poliésteres, hidrogeles (por ejemplo, polimetacrilato de 2-hidroxietilo, o
alcohol poli(vinilico), polilactidos (Patente de los Estados Unidos N° 3.773.919), copolimeros de acido L-glutamico y y
etil-L-glutamato, acetato de etileno-vinilo no degradable, copolimeros de acido lactico-acido glicélico degradables
tales como LUPRON DEPOT7 (microesferas inyectables compuestas de copolimero de acido lactico-acido glicolico y
acetato de leuprdlido), y acido poli-D-(-)-3-hidroxibutirico.

[0232] Las formulaciones que se van a usar para la administracién in vivo deben ser estériles. Esto se lleva a cabo
facilmente mediante filtracién a través de membranas de filtracion estériles.

Procedimientos para el diagnéstico y/o el tratamiento de la enfermedad inflamatoria del intestino

[0233] Para determinar la expresion de LY6 en el tejido o las células gastrointestinales de un mamifero, tal como
un mamifero que experimenta la IBD, estan disponibles diversos ensayos diagnésticos. Se puede analizar la
expresion en exceso del polipéptido de LY6 mediante la RT-PCR, la hibridacion in situ, el analisis de micromatriz, y/o
la inmunohistoquimica (IHC). Secciones de tejido incluidas en parafina reciente y/o congelada procedentes de una
biopsia gastrointestinal (tal como de colon o, mas especificamente, del colon sigmoideo) de un mamifero (tal como,
sin limitacién, un ser humano) se pueden someter a la RT-PCR, la hibridacién in situ, el analisis de micromatriz y o el
ensayo IHC.

[0234] Alternativa o, adicionalmente, se pueden llevar a cabo ensayos FISH tales como INFORM7 (comercializado
por Ventana, Arizona) o PATHVISION7 (Vysis, lllinois) en formalina fijada, tejido incluido en parafina para determinar
la extension (si acaso) de la expresion de LY6 y/o la regulacidon en exceso en una muestra o biopsia de tejido.

[0235] Se puede evaluar la expresion de LY6 usando un ensayo diagndstico in vivo, por ejemplo, administrando
una molécula (tal como un anticuerpo, oligopéptido o molécula organica) que se une a la molécula que se va a
detectar y se etiqueta con una marca detectable (por ejemplo, un isétopo radioactivo o una marca fluorescente) y se
hace un barrido externo al paciente para la localizacién de la marca.

[0236] Actualmente, dependiendo de la etapa de la IBD, el tratamiento implica una terapia o una combinacion de
las siguientes terapias, cirugia para eliminar el tejido del intestino afectado, administracion de agentes terapéuticos,
incluyendo sin limitacion la quimioterapia, cambios en la dieta, y una gestion del estilo de vida: Se conocen en la
técnica los agentes terapéuticos o los agentes quimioterapéuticos utiles en el tratamiento de la IBD y se dan a
conocer en la presente memoria descriptiva los agentes terapéuticos y quimioterapéuticos representativos

55



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2379413 T3

[0237] En particular, se contempla la terapia de combinacion con paclitaxel y los derivados modificados (véase, por
ejemplo, el documento EP0600517). El anticuerpo, polipéptido, oligopéptido o molécula organica anterior se
administrara con una dosis terapéuticamente eficaz del agente quimioterapéutico. Dicho anticuerpo, polipéptido,
oligopéptido o molécula organica se administra junto con la quimioterapia para potenciar la actividad y la eficacia del
agente quimioterapéutico, por ejemplo, paclitaxel. Las Physicians Desk Reference (PDR) dan a conocer las
dosificaciones de estos agentes que se han usado en el tratamiento de diversos canceres. El régimen de
dosificacion y las dosificaciones de estos farmacos quimioterapéuticos anteriormente mencionados que son
terapéuticamente eficaces dependeran del cancer concreto que se esta tratando, la extension de la enfermedad y
otros factores familiares para el profesional experto en la técnica y se pueden determinar por el médico.

[0238] Los agentes terapéuticos o los agentes quimioterapéuticos se administran a un paciente humano, de
acuerdo con procedimientos conocidos, tales como la administracion intravenosa, por ejemplo, como un bolo o
mediante infusién continua durante un periodo de tiempo, mediante las rutas intracraneal, intracerebroespinal,
intraarticular, intratecal, intravenosa, intraarterial, subcutanea, oral, tépica, o de inhalacion.

[0239] Se dan a conocer en la presente memoria descriptiva procedimientos que implican una etapa diagndstica y
una etapa de tratamiento terapéutico. En una realizacion, la presente invencion proporciona procedimientos para
detectar la enfermedad inflamatoria del intestino (IBD) en un sujeto mamifero que incluyen las etapas de (1) detectar
el nivel de expresion de un acido nucleico o de un gen que codifica un polipéptido de LY6 (a) en una muestra de
ensayo de tejido o células obtenidas del sujeto, y (b) en una muestra del control en la que un nivel mayor de
expresion del 4cido nucleico o del gen LY6 en la muestra de ensayo, en comparaciéon con la muestra del control,
indica la presencia de una IBD en el sujeto a partir del cual se obtuvo la muestra de ensayo; se dan a conocer en la
presente memoria descriptiva diversas moléculas asociadas a la IBD que se expresan de manera diferente en la
IBD, por ejemplo, una molécula que se expresa de manera diferente en una IBD o se expresa en exceso en una
IBD. La molécula asociada a la IBD expresada en exceso puede ser una tal como la integrina, beta 7 (ITGB2) (véase
el documento 2006/026759). El término “agente terapéutico de la IBD” tal como se usa en la presente memoria
descriptiva se refiere a un antagonista de una molécula asociada con la IBD tal como un antagonista de una
integrina, por ejemplo, un antagonista de ITGB7. El agente terapéutico de la IBD puede ser un antagonista del
polipéptido que se muestra como SEQ ID NO: 69 codificado por la secuencia de acido nucleico que se muestra
como SEQ ID NO: 68.

J. Articulos de fabricacion y kits

[0240] Para las aplicaciones diagndsticas, el articulo de la fabricacion comprende un recipiente y una etiqueta o
prospecto en o asociado con el recipiente que indica un uso para la deteccion y la expresion de LY6 (tal como, sin
limitacion LY6, LYPD1, LYPD3, y/o LYPDS5) en un tejido o célula gastrointestinal de un mamifero. En una realizacion,
el mamifero es un ser humano. En una realizacion, el tejido o la célula es un tejido o una célula gastrointestinal. En
una realizacion, la deteccion incluye la cuantificacién respecto a una muestra del control. En una realizacion, el
recipiente, etiqueta o prospecto indica que el tejido o las células gastrointestinales son del colon de un mamifero. En
una realizacién, el recipiente, la etiqueta o el prospecto indican que la expresion creciente de LY6 con respecto a
una muestra del control es indicadora de la IBD, incluyendo, sin limitacion la CD y/o la UC, en el mamifero. Los
recipientes adecuados incluyen, por ejemplo, botellas, viales, jeringuillas, etc. Los recipientes pueden estar formados
de una variedad de materiales tales como vidrio o plastico. Adicionalmente, el articulo de la fabricacion puede
comprender ademas un segundo recipiente que comprende un tampén u otro reactivo (tal como una marca
detectable) util para llevar a cabo la deteccion. Este puede incluir ademas otros materiales deseables desde un
punto de vista comercial y del usuario, incluyendo otros tampones, diluyentes, filtros, y colorantes.

[0241] Para el aislamiento y la purificacion del polipéptido de LYG6, el kit puede contener el reactivo de unién a LY6
acoplado a perlas (por ejemplo, perlas de sefarosa). Se pueden proporcionar kits que contienen dichas moléculas
para la deteccion y la cuantificacion del polipéptido de LY6 in vitro, por ejemplo, en un ELISA o una transferencia
Western. Como con el articulo de la fabricacién, el kit comprende un recipiente y una etiqueta o prospecto en o
asociada con el recipiente El recipiente mantiene una composicién que comprende al menos uno de dicho
anticuerpo, oligopéptido o molécula organica de union a LY6 utilizable con la invencion. Se pueden incluir recipientes
adicionales que contengan, por ejemplo, diluyentes y tampones, anticuerpos de control. La etiqueta o prospecto
puede proporcionar una descripcion de la composicion asi como las instrucciones para el uso previsto in vitro o
diagnostico.

K. Acidos nucleicos que codifican LY6 de sentido directo y de sentido contrario

[0242] Las moléculas que se esperaria que se unieran a los acidos nucleicos que codifican un gen LY®6 incluyen
oligonucledtidos de sentido directo y de sentido contrario, que comprenden una secuencia de acido nucleico
monocatenario (tanto ARN como ADN) capaz de unirse a las secuencias diana de ARNm o ADN de LY®6. Los
oligonucledtidos de sentido contrario o de sentido directo, comprenden un fragmento de la regién de codificacion del
ADN de LY6 o su complemento: La capacidad para derivar un oligonucleétido de sentido contrario o de sentido
directo, basandose en una secuencia de ADNc que codifica una proteina dada, se describe en, por ejemplo, Stein y
Cohen (Cancer Res. 48: 2659, 1988) y van der Krol y col. (BioTechniques 6: 958, 1988).
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[0243] Los oligonucledtidos de sentido directo y/o de sentido contrario hibridables a un gen LY6 son dutiles, por
ejemplo, para detectar la presencia de ADN o ARNm de LY6 en una muestra de tejido o células gastrointestinales de
un mamifero de acuerdo con la invencién. Los compuestos de sentido directo y/o de sentido contrario usados de
acuerdo con esta invencion se pueden preparar de manera conveniente y rutinaria mediante la técnica bien conocida
de la sintesis en fase sdlida. El equipo para dicha sintesis se adquiere de diversos suministradores que incluyen, por
ejemplo, Applied Biosystems (Foster City, Calif.). Se puede emplear de manera adicional o alternativa cualquier otro
medio para dicha sintesis conocido en la técnica. Es bien conocido el uso de técnicas similares para preparar
oligonucledtidos tales como los fosforotioatos y los derivados alquilados. Los compuestos dados a conocer en la
presente memoria descriptiva pueden también premezclarse, encapsularse, conjugarse o asociarse de otra forma
con otras moléculas, estructuras de moléculas o mezclas de compuestos, tales como, por ejemplo, liposomas,
moléculas dirigidas al receptor, formulaciones orales, rectales, tépicas u otras, para ayudar en la captacion,
distribucién y/o absorcién. Las patentes que ensefan la preparacion de dicha captacion, distribuciéon y/o absorcion,
ayudando a las formulaciones incluyen, pero no se limitan a, Patentes de los Estados Unidos N°° 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; 5.417.978; 5.462.854,
5.469.854; 5.512.295; 5.527.528; 5.534.259; 5.543.152; 5.556.948; 5.580.575; y 5.595.756.

[0244] Los oligonucledtidos de sentido directo y sentido contrario incluyen sin limitacién los cebadores y sondas
utiles en la PCR, RT-PCR, procedimientos de hibridacion, hibridacion in situ, y similares.

[0245] Otros ejemplos de oligonucleédtidos de sentido directo o sentido contrario incluyen aquellos oligonucleotidos
que estan unidos covalentemente a restos organicos, tales como los descritos en el documento WO 90/10048, y
otros restos que incrementan la afinidad del oligonucleétido por una secuencia de acido nucleico diana, tales como
poli-(L-lisina). Aun mas, se pueden afadir agentes intercalantes tales como elipticina, y agentes alquilantes o
complejos metalicos a los oligonucledtidos de sentido directo o de sentido contrario para modificar las
especificidades de unién del oligonucleétido de sentido contrario o de sentido directo para la secuencia del
nucleétido diana.

[0246] Las moléculas de ARN o ADN de sentido contrario o sentido directo son generalmente al menos
aproximadamente de 5 nucledtidos de longitud, de manera alternativa al menos aproximadamente de 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, 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, o 1000 nucledtidos de longitud, en el que en este contexto, el
término “aproximadamente” significa la longitud de la secuencia de nucledtidos de referencia mas o menos un 10 %
de la longitud de referencia.

EJEMPLOS

[0247] Los siguientes ejemplos no limitantes se proporcionan con objetivos ilustrativos y no se pretende que limiten
el alcance de la invencién. Reactivos comercialmente disponibles denominados como en los ejemplos se usaron de
acuerdo con las instrucciones del fabricante a no ser que se indique otra cosa. La fuente de las lineas celulares se
identificd en los siguientes ejemplos, y/o a lo largo de la memoria descriptiva, mediante los niUmeros de acceso de la
ATCC que es la American Type Culture Collection, Manassas, VA.

Ejemplo 1: Materiales y procedimientos

[0248] Reactivos, células y ratones: se obtuvieron IFNy, TNFa, e IL13 de Peprotech™ (Rocky Hill, NJ). Se obtuvo
IFNa de Hycult Biotechnology™ (Paises Bajos). Para los experimentos de reticulacion, se obtuvieron el anticuerpo
dirigido contra el control de KLH, y anti LYBA (clon E13-161.7 o D7) de Pharmingen™ (San Diego, CA). Se obtuvo
anti-LY6C (clon HK1.4) de Southern Biotech™ (Birmingham, AL).

[0249] Se indujo la colitis cronica mediante transferencia de CD45RB™" tal como se ha descrito anteriormente en
ratones SCID en un fondo Balb/c (Powrie, F. y col., (1994) Immunity 1:553-562). Ratones IL10-/- (Kuhn, R. y col.,
(1993) Cell 75: 263-274) sobre 129 fondos, que desarrollan colitis espontanea, se sacrificaron a entre 11 y 13
semanas de edad, Los cdélones se congelaron rapidamente en OCT hasta que se usaron en los experimentos tal
como se ha descrito. El colon proximal, el colon medio, el colon distal y el recto se puntuaron usando una escala de
0-5 (0 = intestino normal, 5 = enfermedad grave). Se sumaron las puntuaciones para conseguir una puntuacion total
de gravedad de la colitis para cada animal.

[0250] Se derivo la linea celular de colonocitos de ratén adulto joven (YAMC) (proporcionada por Robert

Whitehead, Vanderbilt University Medical Center, Nashville, TN) del Immortomouse™, un animal transgénico que
contenia un antigeno T sensible a la temperatura (tsTag) bajo el control de un promotor dependiente del interferén v,
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tal como se ha descrito anteriormente (Whitehead, R.H. y col, (1993) Proc Natl Acad Sci U S A 90 :587-591). Las
células YAMC proliferan en condiciones permisivas de 32 °C en presencia de 5 unidades/ml de IFN-7 (Peprotech™,
New Jersey), pero no proliferan mas tras la retirada de IFN y a 37 °C (condiciones no permisivas).

[0251] Las células YAMC se cultivaron en RPMI que contenia FBS al 5 %, L-glutamina 2 mM,
penicilina/estreptomicina, 5 U/ml de IFN y y suplemento N-2 (Invitrogen™, Carlsbad, CA). Se cultivaron las células
en condiciones no permisivas durante 24 horas antes de los experimentos, y durante la duraciéon de la
experimentacion.

[0252] Se obtuvieron células CMT93 de la ATCC (Numero ATCC®, CCL-223™ ATCC, Manassas, VA) cultivadas
en DMEM que contenia FBS al 10 %, L-glutamina 2 mM, y penicilina/estreptomicina.

[0253] Microscopio de captura laser y purificacion del ARN: se aplicaron secciones de 10-12 uym a portas con
membrana LCM (Molecular Machines™, Glattbrugg, Suiza). Se sometieron los portas a una tincion H&E abreviada
(tiempo total de aproximadamente cinco minutos) entes de que se identificaran histoldgicamente las células
epiteliales de la cripta y se diseccionaron usando un microscopio MMI Cellcut™ (Molecular Machines™, Glattbrugg,
Suiza). Se purificé el ARN a partir de las células diseccionadas usando el kit de purificacion del ARN Arcturus™
Picopure y los protocolos del fabricante (Arcturus™, Sunnyvale, CA) y se cuantificé usando el Espectrofotémetro™
NanoDrop ND-1000™ (NanoDrop Technologies™, Wilmington, DE).

[0254] Hibridacion de micromatriz y analisis de datos: Se determind la cantidad y la calidad de la entrada de
muestras de ARN total usando un espectrofotometro ND-1000 (NanoDrop™ Technologies, Montchanin, DE) y
Bioanalyzer 2100™ (Agilent™ Technologies, Palo Alto, CA), respectivamente. Agilent™ Technologies (Palo Alto,
CA) proporcioné el procedimiento de preparacion del ARNc marcado con colorante Cy y la hibridacion de la matriz.
De manera breve, la muestra de ARN total se convirti6 en ADNc bicatenario y a continuacion en ARN marcado
usando un Kit Low RNA Input Fluorescent Linear Amplification™ (Agilent™, Product n® 5184-3523).El ARNc
marcado se purificé usando el mini kit RNeasy™ (Qiagen™, San Diego, CA) y a continuacion se cuantificé usando el
espectrofotometro ND-1000™ (Nanodrop™ Technologies). Se determiné la incorporacion del colorante Cy haciendo
avanzar el ARNc marcado en un gel de TBE-Urea Novex™ (Invitrogen™, Carlsbad, CA) seguido por el barrido del
gel en un escaner Typhoon™ (GE Healthcare™, Piscataway, NJ). Para determinar la cantidad de cuentas
fluorescentes del colorante Cy, se analizaron las imagenes del gel usando el software ImageQuant™ (GE
Healthcare™). Aproximadamente, 500.000 cuentas del ARNc marcado con el colorante Cy se fragmentaron y se
hibridaron con la matriz del genoma completo de ratéon de Agilent tal como se describe en el Kit-plus de Hibridacion
In situ de Agilent (Agilent™, Product n°® 5184-3568). Las muestra de LCM se marcaron con colorante Cy5 y se
hibridaron frente a la referencia de ratén universal marcado con el colorante Cy3 (Stratagene™, La Jolla, CA). Tras
la hibridacion, se lavaron las matrices, se secaron con acetonitrilo, y se barrieron en el escaner de micromatriz del
ADN de Agilent™. Se analizaron los archivos de imagenes de la matriz usando la version 7.5 del software Feature
Extraction™ de AgilentT'\’I y se llevé a cabo un analisis de datos adicional usando Resolver™ (Merck™, Seattle, WA).

[0255] Se analizaron los datos usando el software Rosetta Resolver™ (Rosetta Biosoftware™, Seattle, WA). De
AAmanera breve, se agruparon las muestras sanas y coliticas por separado y se seleccionaron sondas que pasaron
dos Anova personalizados (p<0,05). Estas sondas se analizaron adicionalmente para las sondas que demostraron
un cambio de dos veces o mas en las muestras coliticas frente a las muestras sanas.

[0256] RT-PCR cuantitativa en tiempo real: se llevé a cabo la RT-PCR sobre ARN extraido usando el kit y los
reactivos Tagman™ Gold™ RT-PCR (Applied Biosystems™, Foster City, CA). Todas las muestras se hicieron
avanzar con cebadores especificos del gen usando sondas internas marcadas con 5-FAM y 3'-TAMRA. Se llevo a
cabo el analisis en comparacién con el gen doméstico, SPF32, cebadores especificos mediante el procedimiento 2-
AACt tal como se describe (Livak, K.J., y T.D. Schmittgen (2001) Methods 25: 402-408). Los cebadores y las sondas
se disefiaron usando tanto el software Primer3™ (Rozen, S., y H. Skaletsky (2000) Methods Mol Biol 132: 365-386)
como se obtuvieron comercialmente (Applied Biosystems™). Los cebadores y las sondas usados para estos
ensayos fueron los siguientes, que se muestran en la direccién 5-3’.

LYBA
Sentido directo: CTT ACC CAT CTG CCC TCC TA (SEQ ID NO: 39)
Sentido contrario: 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 directo: ACT TCC TGC CCA GCA GTT AC (SEQ ID NO: 42)
Sentido contrario: GGC ACT GAC GGG TCT TTA GT (SEQ ID NO: 43)
Sonda: CTG CCG CGC CTC TGA TGG AT (SEQ ID NO: 44)
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[0257] Tincion inmunofluorescente: Tejidos congelados se cortaron en secciones de 5 uym y se tifieron con anti
LY6C biotinilado (Southern Biotech™, Birmingham, AL) o anti-SCA-a a 2,5 ng/ml (R&D Systems™, Minneapolis,
MN) Se lavaron los portas y se marcaron con Alexa Fluor™ 488 y se conjugaron, se montaron usando Prolong
Gold™ con DAPI (Invitrogen™, Carlsbad, CA) y se visualizaron mediante microscopio confocal.

[0258] Moléculas de LY6 reticulantes: Se probd la capacidad del polipéptido de LY6 reticulado para efectuar la
produccién de quimiocina incubando células YAMC con anticuerpos dirigidos contra LY6c o contra KLH (control)
unidos a placa y midiendo la produccion de quimiocinas CXCL2, CXCL5, y CCL7. Debido a que se requiere la
formacién de una balsa lipidica en la membrana celular para la reticulacion, se probé la producciéon de quimiocina en
condiciones normales de formacidon de la balsa lipidica (sin agotamiento del colesterol) y en condiciones de
agotamiento del colesterol.

[0259] Para la reticulacion usando anticuerpos unidos a placa, se afiadieron 100 pl de anticuerpo dirigido contra
LY6C i contra KLH (control) a 5 pg/ml de concentracién a una placa de 96 pocillos, o se afadieron 2 ml a una placa
de 60 mm? y se dejo que se unieran a la placa durante 15 horas a 4 °C. Se incubaron células YAMC, que crecian en
condiciones de agotamiento de colesterol o sin agotamiento del mismo (tal como se proporciona en el Ejemplo 5, en
la presente memoria descriptiva), con los anticuerpos unidos a placa durante 15 horas a 32 °C en condiciones sin
agotamiento del colesterol. Se recogié el ARN y se determinaron los niveles de expresion de CXCL2, CXCL5, y
CCLY7. Se describe el ensayo adicionalmente y se muestran los resultados en el Ejemplo 5, en la presente memoria
descriptiva.

[0260] Inhibicion del ARNip: Se obtuvo ARNip individual dirigido contra LY6C de murino de Dharmacon (Lafayette,
CO). El ARNip se transfect6 en células YAMC usando lipofectamina 2000 (Invitrogen) y protocolos normalizados. 72
horas después de la transfeccion, se recogieron las células para determinar la eficacia de desactivacion. Se
selecciond un ARNip para los experimentos de reticulacion basandose en la superior eficacia de desactivacion (95 %
de inhibicion mediante RT-PCR)

[0261] Secrecion de CXCL5: Se recogieron los sobrenadantes y en el punto temporal indicado de las células
estimuladas se determinaron las concentraciones de citocina y CXCL5 mediante ELISA usando un kit
comercialmente disponible de R&D Systems™ y los protocolos del fabricante. El nivel de deteccion fue de 15 pg/ml
de CXCLS5.

[0262] Agotamiento del colesterol: Se cultivaron células YAMC durante 72 horas en medio exento de suero a 37 °C
en presencia de lovastatina 4 yM y mevalonato 250 uM (Sigma). Se plaquearon las células y se mantuvieron en
lovastatina y mevalonato a lo largo del experimento.

[0263] Estadistica: Se uso el test de la t de Student para la comparacion entre grupos (* indica p<0,05)

Ejemplo 2: los modelos de expresion génica de las IEC estan alterados durante la colitis

[0264] Los estudios han indicado que los modelos de expresion génica de las IEC estan significativamente
alterados en modelos de colitis en ratén, asi como en la IBD humana (Fahigren, A., y col. (2004) Clin Exp Immunol
137: 379-385; Brand, S. y col. (2006) Am J Physiol Gastrointest Liver Physiol 290: G827-838; Ruiz, P.A. y col. (2005)
J Immunol 174: 2990-2999). En este ejemplo, se los modelos de expresion génica evaluados en IEC de ratones
sanos y coliticos se examinaron con el fin de iluminar novedosos genes y rutas alteradas en la IBD.

[0265] La identificacién de los genes implicados en la inmunopatologia de la IBD se investigd evaluando la células
epiteliales |ntest|nales (IEC) del modelo de colitis en raton por transferencia de linfocitos T CD45RB" asi como el
modelo IL10”" de ratén, ambos de los cuales dan como resultado la desregulacion de Thl y compartes muchas
caracteristicas de la enfermedad de Crohn (Elson, C.O. y col. (2005) Immunol Rev 206: 260-276; Bouma, G., y W.
Strober (2003) Nat Rev Immunol 3: 521-533). Se us6 la microdiseccion mediante captura laser (LCM) para aislar las
IEC de la cripta de los colones de ratones sanos y coliticos en los dos modelos de la IBD de murino. Se extrajo el
ARN de estas muestras y se analiz6 mediante tecnologia de micromatriz tal como se describe en la presente
memoria descriptiva en el Ejemplo 1. El perfil de la expresion génica de las IEC de ratones coliticos en el modelo de
colitis por transferencia identificé 1770 sondas con cambios de expresién > 2 veces en comparacion con los ratones
del control, mientras que el modelo IL10-/- identific6é 1140 sondas. El solapamiento en ambos modelos dio como
resultado 540 sondas con cambios de expresion > 2 veces, correspondientes a aproximadamente 400 genes
diferentes (no se muestran los datos).

Ejemplo 3: Rutas y genes afectados en las IEC durante la colitis

[0266] De los aproximadamente 400 genes afectados en ambos modelos, los genes implicados en la presentacion
del antigeno, la sefializacion de TLR y la migracién celular estaban representados en exceso (Tabla 7). En la Tabla
7, los numeros representan el promedio con la desviacion estandar del cambio de veces en comparacnon con el ARN
patron universal de los ratones coliticos sobre los ratones sanos en cualquiera del modelo IL107" de colitis o del
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modelo CD45RB"" de colitis, tal como se indico. Los resultados indicaron que algunos genes que expresaron las IEC
mostraron modelos de expresion alterados en modelos de murino de la IBD. Muchos de estos genes, incluyendo
TLR2, CCL7, CXCL5 e ICAM-1 se han descrito anteriormente como teniendo una creciente expresion epitelial
durante la colitis (Breider, M.A. y col. (1997) Vet Pathol 34: 598-604; Uguccioni, M. y col. (1999) Am J Pathol 155:
331-336; Z'Graggen, K. y col. (1997) Gastroenterology 113: 808-816; Singh, J.C. y col. (2005) Am J Physiol
Gastrointest Liver Physiol 288: G514-524), lo que sugiere que el modelo de expresion génica obtenido es estas
micromatrices es una reflexion precisa de la biologia de las IEC en colitis.

Tabla 7

Migracion celular

Cambio de veces (valor p):

Modelo IL10-/-

Modelo CD45RBhi

CXCL1 + 3,89 (<0,0001) + 2,09 (0,00066)
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 (0,00026)
CCL11 - 3,43 (<0,0001) - 3,6 (0,00607)

Senalizacion de TRL

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)

Presentacion del 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 + 2,3 (<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)
TAP 1 + 4,05 (<0,0001) + 4,10 (<0,0001)
TAP2 + 2,08 (<0,0001) + 2,18 (<0,0001)
[0267] Las IEC pueden funcionar como APC no profesionales (Snoeck, V. y col., (2005) Microbes Infect 7: 997-

1004; y Shao, L y col., (2005) Immunol Rev 206: 160-176), y el modelo de expresiéon génica obtenido en estas
micromatrices indica que estas funciones estan potenciadas durante la colitis mediante la regulaciéon en exceso en
los genes asociados con el procesamiento del antigeno, tales como LMP7 y TAP1, asi como en los genes MHC de
clase i y Il que servirian para potenciar la presentacion de antigenos en la superficie de las IEC.

[0268] Los datos de la micromatriz apoyan el concepto de que las IEC atraen las células inmunes del colon
mediante la expresion alterada de la quimiocina, y pueden presentar el antigeno a los linfocitos T infiltradores
regulando en exceso la expresion de los genes asociados con la presentacion del antigeno.

Ejemplo 4. La expresion de los miembros de la familia LY6 esta fuertemente requlada en exceso en la

superficie de las IEC coliticas

[0269] Los miembros de la familia de moléculas de LY6 de ratén se sobrerrepresentaron en el nimero asi como en
el grado de regulacion en exceso en el modelo de colitis por transferencia en ratéon y en el modelo IL10-/- de raton
(Figuras 23A y 23B). Estos resultados se confirmaron mediante la RT-PCR cuantitativa en tiempo real del ARN de
IEC combinado y amplificado en el modelo de colitis por transferencia (no se muestran los datos). La expresion de
los miembros de la familia LY6 fue Unica para el estado de enfermedad, de tal manera que no se expresaron de
niveles apreciables de ratones sanos de cualquiera de estos miembros de la familia LY6.

[0270] Aunque se conoce la expresion de moléculas LY6 de murino en la superficie de las células de origen
hematopoyético, no se ha descrito anteriormente la expresion en las IEC (Bamezai, A. (2004) Arch Immunol Ther
Exp (Warsz) 52: 255-266; y Rock, K.L. y col. (1989) Immunol Rev 111: 195-224). La expresién de LY6A y LY6C de
murino es detectable en muchas células no epiteliales presentes en el interior del colon, tales como los linfocitos T y
los granulocitos. Se llevé a cabo la tincién inmunofluorescente de LYGA y LYBC de murino en cdélones sanos y
coliticos. Los niveles de LYBA y LY6C de murino fueron minimos o ausentes sobre la superficie de las IEC sanas
(Figura 24A y 24C respectivamente). La expresion de LYBA y LY6C fue detectable sobre la superficie de las IEC en
los célones de los ratones coliticos (Figura 24B y 24D, respectivamente). No hubo evidencia de polarizacion tanto de
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LYBA como de LYBC, y la tincién estuvo presente en las membranas apicales y basolaterales, volviendo a las
moléculas de LY6 potencialmente accesibles a los ligandos sobre cualquier superficie. Estos resultados indican que
los resultados del analisis de micromatriz muestran una regulacion en exceso de LYBA y LY6C de murino en
modelos coliticos de murino que no se debid a la influencia de la contaminacién de las células inmunes.

Ejemplo 4. La transcripcidon de genes LY6 es estimulada por las citocinas inflamatorias

[0271] Se indujo la expresion de LY6 e linfocitos T y se potencié por los IFN de tipo | y tipo Il (Khodadoust, M.M.,
K.D. Khan, y A.L. Bothwell. 1999. Complex regulation of Ly-6E gene transcription in T cells by IFNs. J Immunol 163:
811-819). Ademas, la expresion de numerosas citocinas, se elevo en el colon durante la colitis activa (Niessner, M.,
and B.A. Volk. 1995. Altered Th1/Th2 cytokine profiles in the intestinal mucosa of patients with inflammatory bowel
disease as assessed by quantitative reversed transcribed polymerase chain reaction (RT-PCR). Clin Exp Immunol
101: 428-435).

[0272] Para determinar si las citocinas presentes durante la colitis afecta la transcripcion de los miembros de la
familia LY6 en las IEC, los inventores trataron células YAMC, una linea IEC de murino inmortalizada
condicionalmente, con IL-1B, IFNB, TNFa, IFNy o la combinacidon de TNFa e IFNy y se analiz6 la transcripcion de
todos los genes LY6 de murino identificados mediante la RT-PCR cuantitativa en tiempo real (Tabla 8). De manera
breve, se determinaron los niveles de ARNm del miembro indicado de la familia IEC en las IEC mediante la RT-PCR
cuantitativa en tiempo real después de 15 horas de tratamiento con la citocina indicada. El niumero representa el
cambio de veces (determinado mediante el procedimiento 2“0‘) frente a los medios del control sin tratar. *, P<0,05
frente a los medios del control. 1, p<0,05 frente a las células tratadas con IFNy. Se probaron los siguientes miembros
de la familia LY6, pero no se detectaron en las muestras, con respecto al tratamiento: LY6K, Lypd3, Lypd4, Lypd5,
LY6g5b, Ly6g6d, Ly6g6e, Slurp1. Los resultados indican que los miembros de la familia LY6 regulan en exceso las

IEC en respuesta a las citocinas inflamatorias.
Tabla 8
Medios IL1B TNFa IFNa IFNy IFNy y TNFa
Lv6A 1,0 1,8* 2,2¢ 2,8* 33,1* 65,4*t
Ly6C 1,0 1,6* 1,2* 24 65,6 63,6”
Lv6D 1,0 2,7 21" 1,5* 1,0 0,9
Lv6E 1,0 1,4* 1,5* 21" 1,9* 2,9*t
Lv6F 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 1,5* 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* 0,3t
Slurp2/Lynx1 1,1 0,7 0,4 0,7 1,5 0,4*
[0273] Aunque muchos de los miembros de la familia LY6 no se detectaron tanto en presencia como en ausencia
de citocinas inflamatorias, los inventores detectaron una fuerte regulacion en exceso en la transcripcion de LYBA,

LY6C y LY6F de murino en respuesta a la mayoria de citocinas ensayadas, asi como una regulacion en exceso mas
moderada de LY6E, LY6H y LYPD1 de murino en respuesta a algunas de las citocinas ensayadas. Sin embargo,
IFNy fue de lejos la citocina mas potente en la induccién de la regulaciéon en exceso de LY6. Ademas TNFa potencid
los efectos de IFNy sobre la expresiéon de LYBA, LY6F, LYBGE y LYPD1. Se observé una regulacion en exceso similar
de los miembros de la familia LY6 en otra linea de IEC de murino, CMT93 (no se muestran los datos).

[0274] Para examinar la expresion superficial de los miembros de la familia LY6 en respuesta a las citocinas, se
expusieron células YAMC a las anteriores citocinas y se analizaron mediante citometria de flujo para la expresion de
LY6A y LY6C de murino, para lo cual estan disponibles anticuerpos comerciales, tal como se describe en la presente
memoria descriptiva en el Ejemplo 1. Se expresaron niveles elevados de LY6A de murino en células YAMC incluso
en ausencia de las citocinas afiadidas (Figura 25B, medios). La expresion de LY6C de murino (Figura 25A, medios)
fue considerablemente inferior que la expresion de LY6GA.

[0275] IL-1B y TNFa indujeron un ligero aumento en la expresiéon superficial de LYBA y LY6C de murino, de
acuerdo con la expresion del ARN (Figuras 25A y 25B). Se sefaldé un aumento mas moderado en la expresion
cuando se afiadio IFNa a las células, mientras que IFNy indujo un drastico aumento en la expresion superficial de
LYBA y LY6C (Figura 25A y 25B). La expresion superficial de la proteina se asemejo estrechamente a la expresion
del ARN. Las citocinas Th2, tales como IL4, IL10 o IL13 no tuvieron efecto sobre la expresion superficial tanto de
LYBA como de LY6C (no se muestran los datos)

[0276] La induccion de LYBA (Figura 25D) y LY6C (Figura 25C) por IFNy fue dependiente de la dosis. Dosis tan

bajas como 6,25 unidades/ml de IFNy dieron como resultado aumentos detectables en ambas moléculas de LY6
mediante citometria de flujo. Ademas, el aumento en LY6A (Figura 25F) y LY6C (Figura 25E) de la expresion
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superficial llegd a ser evidente entre 2 y 4 horas después del tratamiento con IFNy, y aument6 de manera continuada
durante al menos 24 horas después del tratamiento con IFNy. Estos datos indican que concentraciones
relativamente bajas de IFNy son suficientes para aumentar la expresion superficial de las moléculas de LY6 en
horas.

[0277] Existe evidencia de que IL-22, que se secreta principalmente a partir de linfocitos T activados, funciona a
través del complejo IL-22R, presente en las IEC para promover la produccién de citocinas y un fenotipo inflamatorio
(Brand, S.F. y col. Am J Physiol Gastrointest Liver Physiol 290: G827-838 (2006)). Ademas IL-22 esta implicada en
la inmunopatogénesis de la enfermedad de Crohn. Para examinar si IL-22 afecta a la expresidon de la molécula de
LY6 en IEC de murino, se cultivaron células YAMC en presencia de IL-22 y se analizaron para la expresion de LY6C
(Figura 25G) y LYGA ((Figura 25H). Ambas moléculas de LY6 aumentaron sustancialmente en presencia de IL-22 a
niveles comparables a la induccién que se observa tras el tratamiento con IFNy.

[0278] Para asegurar que la regulacion en exceso de moléculas de LY6 no fue especifica para la linea de células
YAMC, se examinaron los niveles de LYBA y LY6C de murino en la linea CMT93 de células tumorales epiteliales
colénicas de murino. Los niveles de LYBA de murino y LYBC de murino se regularon en exceso tras el tratamiento
con IFNy (Figura 251). Se piensa que los niveles de regulacion en exceso de moléculas de LY6 fueron mas modestos
en células CMT93, el andlisis de citometria de flujo indicd que los niveles fueron bastante elevados incluso en
células sin tratar (no se muestran los datos), que es probablemente un resultado del fenotipo tumoral de las células
CMT93.

[0279] Estos datos apoyan los datos obtenidos mediante la RT-PCR cuantitativa en tiempo real en la confirmacion
de que los miembros de la familia LY6 regulan en exceso las IEC en respuesta a las citocinas inflamatorias.

Ejemplo 5: La estimulaciéon por LY6 de las IEC se asocia con la formaciéon de una balsa lipidica

[0280] A diferencia de las proteinas ancladas a GPI, los miembros de la familia LY6 no poseen un unico dominio
intracelular asociado con una sefalizacion tradicional exterior-interior. Mas bien, estan presentes en el interior de
microdominios con balsa lipidica (Bohuslav, J. y col. Eur J Immunol 23: 825-831 (1993)). Sin embargo, se ha
sugerido que la reticulaciéon de los miembros de la familia LY6 en la superficie de las células da como resultado una
redistribucién de otras moléculas superficiales celulares asi como la reorganizacion de estructuras de balsas
lipidicas, lo que sugiere un mecanismo por el cual las moléculas de LY6 pueden afectar la transduccion de la sefal y
las funciones celulares en la direccion 3. (Simons, K. y col., Nat Rev Mol Cell Biol 1: 31-39 (2000)).

[0281] Se han identificado hasta la fecha pocos ligandos para las proteinas LY®6, y en la actualidad no se conocen
ligandos para LY6A o LY6C (Paret, C. y col., (2005) Int J Cancer 115: 724-733; Apostolopoulos, J. y col., (2000)
Immunity 12: 223-232; y Classon, B.J. (2001) Trends Immunol. 22: 126-127). Se requiere colesterol para mantener la
integridad de la balsa lipidica (Simons, K., y col. J Clin Invest 110: 597-603 (2002)), y se usa a menudo el
agotamiento del colesterol para inhibir la biosintesis in vitro de la bolsa lipidica (von Tresckow, B. y col. J Immunol
172: 4324-4331 (2004)).

[0282] Para analizar si se produce la reorganizacién de la balsa lipidica en las IEC en respuesta a la reticulacion
de LY&, se hicieron crecer células YAMC en condiciones de agotamiento del colesterol (condiciones en las que las
balsas lipidicas se agotan en las células) y en condiciones sin agotamiento del colesterol (condiciones permisivas
para la formacion de balsas lipidicas). Para las condiciones de agotamiento del colesterol, se hicieron crecer células
YAMC en ausencia de suero y en presencia de lovastatina 4 yM y mevalonato 0,25 mM (Sigma Chemical Co., St.
Louis, MO) durante 72 horas a 37 °C. Se usaron las mismas condiciones de crecimiento para células YAMC en
condiciones sin agotamiento del colesterol, excepto que no se afiadieron lovastatina o mevalonato al medio de
crecimiento. A continuacién las células se cambiaron de nivel y se reticuld el LYBC tal como se ha descrito
anteriormente en el Ejemplo 1. Se recogié el ARN y se determinaron los niveles de expresion de CXCL2, CXCL5, y
CCLY7.

[0283] Los resultados de estos estudios indicaron que el agotamiento de la balsa lipidica da como resultado una
inhibicion de la produccién de quimiocina mediada por LY6C. Las Figuras 26A-26C muestran que las células YAMC
con el colesterol agotado (barras oscuras) produjeron menos quimiocina que las células que no agotaron el
colesterol (barras abiertas). El agotamiento del colesterol afecté la produccidon de quimiocina en los grupos del
control estimulados con anticuerpo dirigido contra KLH, sin tener en cuenta la estimulacién del LY6C, sin embargo,
la respuesta fue minima y no en una direccion consistente. Para examinar si el agotamiento del colesterol afecto
globalmente la viabilidad celular, los inventores midieron la muerte celular, mediante exclusion 7AAD, y determinaron
que el agotamiento del colesterol no afecta significativamente la viabilidad de las células YAMC (92 % de viabilidad
frente a 86 % en las células con el colesterol agotado, no se muestran los datos). La expresion superficial de LY6A
(Figura 26D) y LY6C (Figura 26E) fue significativamente inferior en las células YAMC con el colesterol agotado,
sugiriendo que los niveles de colesterol en la membrana plasmatica y la integridad de la balsa lipidica afectan los
niveles de expresién de LY6 en la superficie de las células. Estos datos sugieren que la integridad de la balsa
lipidica, influenciada por la biosintesis del colesterol, permiten la expresion da las moléculas de LY6 en la superficie,
y esta potencialmente implicada en la induccién de las quimiocinas mediada por LY6C. De esta manera, la
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potenciacion de la produccién de quimiocina mediada por la interacciéon de los polipéptidos LY6C en la membrana
celular requiere la presencia de balsas lipidicas sobre la superficie celular.

Ejemplo 6. La reticulacion de LY6C da como resultado un aumento en la expresion superficial de las
moléculas de LY6

[0284] Se ha informado que la reticulacion de LY6C en la superficie de los linfocitos T da como resultado la muda
de LY6C (Jaakkola, 1. y col. (2003) J Immunol 170: 1283-1290). Sin embargo, a diferencia de los linfocitos T, cuando
el LY6C de murino se reticul6 en la superficie de las IEC, no se produjo la muda ni de LY6A ni de LY6C (Figura 27A
y 27B, respectivamente. Por el contrario, en ausencia de IFNy, los niveles de expresion superficial de LYBA y LY6¢c
aumentaron en las IEC con LY6C reticulado, pero no con LY6A. Cuando se preincubaron las IEC con IFNy, se
elimind mucho de este efecto (Figura 27C), sin embargo, se detectdé aun una ligera regulacion en exceso de LYBA
(Figura 27D).

[0285] Estos datos indican un bucle de retroalimentacion positiva en el que la estimulacién mediante LY6C sobre
las IEC da como resultado un aumento de la expresion superficial de las moléculas de LY6.

Ejemplo 7. Estimulacién de los resultados de LY6A en el aumento de la secreciéon en quimiocinas

[0286] No se han elucidado por completo las funciones de las moléculas de LY6. Para examinar el papel de las
moléculas de LY6 en la inmunopatologia de la colitis, se estudio la estimulacion de las moléculas de LY6 para
determinar los efectos sobre la transcripcion y la secrecion de quimiocinas a partir de las IEC.

[0287] Para analizar la produccion de quimiocinas a partir de las IEC en respuesta a la reticulacion de moléculas
de LY6 de murino, células YAMC, tanto pretratadas con IFNy como sin tratar, se cultivaron en placas revestidas
tanto con anticuerpo control dirigido contra KLH, contra LYBA o contra LY6C. Veinticuatro horas mas tarde, se
obtuvo el ARNm de estas células y se analiz6 mediante RT-PCR cuantitativa para la expresién de CCL2, CCL4,
CCL5, CCL7, CCL8, CCL25, CXCL1, CXCL2, CXCL5, CXCL10, CXCL12 y CX3CLA1, que son las quimiocinas que se
han implicado en la colitis (Tabla 9) (Papadakis, K.A. (2004) Curr Allergy Asthma Rep 4: 83-89; Banks, C. y col.,
(2003) J Pathol 199: 28-35; y Papadakis, K.A., y S.R. Targan (2000) Inflamm Bowel Dis 6: 303-313). Se llevo a cabo
el ensayo en condiciones no permisivas de crecimiento (37 °C en ausencia de IFNy) para descartar la posibilidad de
aumento de la proliferacion de IEC en respuesta a la estimulacion de IFNy.

Tabla 9
Pretratamiento > Medios IFN
Reticulacion > Anti-KLH Anti-LYGA Anti-LY6C Anti-KLH Anti-LY6A Anti-LY6C

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)
CCL8 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)

35

[0288] Las células pretratadas con IFNy mostraron regulacion en exceso de muchos de estos genes de la
quimiocina (véanse medios, grupo contra KLH, frente a IFNy, grupo contra KLH de la Tabla 9). Sin embargo, con la
excepcion de una regulacion en exceso de CCL8 y una regulacion en defecto de CCL1, las células YAMC
estimuladas contra LY6A mostraron modelos de expresién génica similares como las células YAMC estimuladas
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contra KLH. Sin embargo, las células YAMC estimuladas con anticuerpo dirigido contra LY6C mostraron un aumento
de expresion de todas las quimiocinas analizadas excepto para CCL25, que permanecié esencialmente sin cambiar,
y CXCL12, que estaba regulada en defecto en respuesta a la estimulacion de LY6C. Aunque el aumento de la
expresion génica de las quimiocinas inducido por la reticulacién de LY6C no fue dependiente de IFNy, las células
pretratadas con IFNy mostraron un aumento de expresion de las quimiocinas frente a las células que no se habian
pretratado con IFNy.

[0289] Para analizar la cinética de induccion de las quimiocinas inducida por la estimulacion de LY6C de murino,
se revistieron placas de 96 pocillos con anticuerpos dirigidos contra KLH o anticuerpos monoclonales dirigidos tanto
contra LYBA o LYBC. Células YAMC, tanto pretratadas con IFNy como no, se afiadieron durante 24, 48 o 72 horas.
En el punto temporal indicado se recogié el ARN para el andlisis de la RT-PCR cuantitativa y se recogieron los
sobrenadantes para el ELISA.

[0290] En 24 horas, se detectd una espiga en la transcripcion de CXCL5 y CCL7 en células con LY6C reticulado
pero no con LYBA (Figura 28A). El aumento de expresion de CXCL5 y CCL7 disminuyd en el tiempo pero fue aun
detectable después de 72 horas en el cultivo. Se piensa que no se requirio IFNy para potenciar la transcripcion de la
quimiocina, IFNy actué de manera sinérgica con la estimulacion de LY6C en la induccion de la transcripcion de
CXCL5 y CCL7 en puntos temporales tempranos.

[0291] En paralelo con la expresiéon génica, los sobrenadantes de LY6C, pero no LYBA, las células reticuladas
contuvieron significativamente mayores concentraciones de CXCL5 a las 48 horas (Figura 28B). el efecto fue
dependiente de la dosis, y detectable con tan poco como 1 pg/ml de anticuerpo revestido dirigido contra LY6c. De
manera similar a la transcripcion, se potencio la secrecion de CXCL5 cuando se pretrataron las células con IFNy,
pero no se requirid IFNy para el efecto. Se sefialé6 también el aumento de secrecion de CXCL5 a los puntos
temporales de 24 y 72 horas.

[0292] Para asegurar que LY6C estaba implicado en la regulacion en exceso observada de las quimiocinas, los
inventores usaron ARNip para inactivar LY6C. El transcrito de LYGC se inhibié en un 95 % en ausencia de IFNy y
aproximadamente en un 90 % en presencia de IFNy mediante la RT-PCR cuantitativa en tiempo real que
correspondié a niveles significativamente menores de LYG6C en la superficie de las células YAMC (no se muestran
los datos). Las células con niveles decrecientes de LY6C en la superficie mostraron una respuesta disminuida a la
reticulacion de LY6C con respecto a la transcripcion de las quimiocinas (Figura 28C). La secrecion de CXCL5 fue
también marcadamente inhibida por la inactivacion de LY6C (no se muestran los datos).

[0293] Estos resultados indican que la reticulacion de LY6C, pero no de LYBA, en la superficie de las IEC da como
resultado un aumento en la secrecion de quimiocinas.

Ejemplo 8: Las IEC in vivo muestran una expresion génica de las quimiocinas similar a la de las células
estimuladas con LY6C

[0294] Los anteriores datos establecen un modelo en el que las IEC estimuladas mediante YL6C de murino
regulan en exceso significativamente la expresion de los genes de la quimiocina.

[0295] EIl andlisis de los datos de micromatriz de las IEC microdiseccionadas con captura de laser en modelos de
colitis en murino, se examiné la expresién de los mismos 12 genes de la quimiocina en ratones sanos y coliticos en
los dos modelos de murino para determinar si las quimiocinas estimuladas por la reticulacion de LY6C in vitro se
correlacionan con las quimiocinas secretadas por la IEC in vivo (Figuras 29A y 29B). Se piensa que el modelo de
expresion no es idéntico a la regulacion en exceso de las quimiocinas resultante de la estimulacion de LY6C, la
expresion de CXCL5, que fue el gen de la quimiocina mas altamente regulado en exceso en los estudios in vitro, fue
también la quimiocina mas regulada en exceso en modelos de colitis en murino, los inventores observaron una
regulacién en exceso significativa en la expresion de CXCL1, CXCL10, CCL5 y CCL7 en ambos modelos de colitis.
Ademas, los inventores observaron la regulacién en exceso de CCL4 y CCL8 en el modelo de colitis por
transferencias o en el modelo IL10-/-, respectivamente

[0296] De manera interesante, la Unica quimiocina que se regulé en defecto como resultado de la estimulacién in
vitro de LY6C de murino, CXCL12, fue también la tnica de estas quimiocinas reguladas en defecto in vivo.

Ejemplo 9: Expresion de genes LY6 humanos en células de colon

[0297] La expresion de LY6H, LYPD1, LYPD3, y LYPD5 humanos en una linea de células de colon humano, se
examinaron células Colo 205 (una linea celular derivada de carcinoma de colon humano, ATCC™ con namero de
acceso CCL-222TM). Las células Colo 205 humanas se trataron con las citocinas IFN-r, LPS, TNFa, IFN-r + TNFa,
IFN-r + LPS, o LPS + TNFa (todas a 100 ng/ml, excepto LPS a 1 pg/ml) durante 18 horas (LYPD3) o 24 horas (LY6H
o LYPD5). Se recogio¢ y se purificd el ARN y se determind la expresion del miembro indicado de la familia LY6
mediante la RT_PCR cuantitativa usando reactivos de Applied Biosystems™ de acuerdo con las instrucciones del
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fabricante. Los cebadores y las sondas usados para el analisis de la RT-PCR fueron los siguientes:

LYPD1:
Sentido directo: CAT GAT CCT CCG AAT CTG GT (SEQ ID NO: 59)
Sentido contrario: AGC ACA GAA CAG AGG GGC TA (SEQ ID NO: 60)
Sonda: ATA CGG CCA ATG TCA CAA CA (SEQ ID NO: 61)
LYPD3:
Sentido directo: ACT TCC TGT TCC CAC CAC TG (SEQ ID NO: 62)
Sentido contrario: AGA GGA CAA GCG GAG AGA CA (SEQ ID NO: 63)
Sonda: TTC TGG CAG GGG TGT TCT AG (SEQ ID NO: 64)
LY6H:
Sentido directo: AGC AGC AGC AGG AAG GAT (SEQ ID NO: 65)
Sentido contrario: AAA AGT GCC GCT TAA CGA AG (SEQ ID NO: 66)
Sonda: CAA GAT GTG TGC TTC CTC CTG CGA (SEQ ID NO: 67)

[0298] Los cebadores y sondas de LYPD5 se adquirieron de Applied Biosystems™ (numero de catalogo
HS00289062_ml).

[0299] Los resultados representados graficamente en las Figuras 30A-30C indican las veces de aumento en la
expresion de estos genes LY6 humanos con respecto a la B-actina humana del control. Se observaron aumentos
significativos en la expresion de LY6H, LYPD3, y LYPD5 humanos tras el tratamiento con las citocinas indicadas.

Ejemplo 10. Expresion de genes LY6 humanos en el tejido de biopsia de colon

[0300] Para investigar adicionalmente la fuente de aumento de expresién de LYPD1 y LYODS5 en el colon de
pacientes con CD y UC, se experimentd en una cohorte de biopsias de pacientes con UC, CD y controles. El andlisis
de la micromatriz de la expresién de LYPD1 usando ARN extraido de biopsias de colon mostré una expresion
significativamente aumentada en tejido de colon inflamado de pacientes con CD (Figura 31A). En las biopsias de UC
y CD tomadas del colon, se observé una expresion de LYPDS5 significativamente aumentada en pacientes con UN y
CD inflamadas (Figura 31B). Esto no se observé en las biopsias no inflamadas del control.

[0301] Se analizd la expresion de LYBH humano en biopsias de ileo terminal de tejido de IBD inflamado con
respecto a biopsias de ileo terminal del control (sin IBD) usando el andlisis de la RT-PCR (Tagman™). La expresion
de LY6H humano fue al menos de 1,5 veces mas en las biopsias de IBD inflamadas con respecto al control.

[0302] La expresion de LYPD3 humano en biopsias de colon de UC inflamadas estaba regulada en exceso y era
menos de 2 veces mayor en biopsias de IBD inflamadas con respecto al control.

[0303] Los resultados de estos ejemplos demostraron la expresion de las moléculas de LY6 en la superficie de las
IEC, y ademas indicaron que la expresion es Unica en las IEC en el contexto de la inflamacion. Ademas, los niveles
de expresion superficial de LYBA y LYG6C fueron altos en las IEC de ratones coliticos, y casi universales a lo largo del
colon. Para las moléculas, tanto las especificas del estado de enfermedad, como las ubicuamente expresadas
durante la enfermedad, la deteccion del gen o del polipéptido de expresion de LY6 humano, particularmente LYGH,
LYPD1, LYPDS3, y LYPD5 humanos, es un procedimiento util para detectar la IBD, incluyendo la UC y/o la CD en
seres humanos. Adicionalmente, el procedimiento de deteccion de la expresion de LY6 humano es util para el
diagnéstico de la IBD, la UC y/o la CD en un ser humano y para vigilar la respuesta de la IBD a los agentes
terapéuticos.

[0304] En los Ejemplos dados conocer en la presente memoria descriptiva, se demostro la significaciéon funcional
de la expresion de LY6 en las IEC. Las células YAMC fueron muy positivas para LYBA, y expresaron niveles
inferiores de LY6C. Sin embargo, tras la estimulacién con numerosas citocinas presentes en el interior del colon
durante la colitis, incluyendo IL-13, TNFa, IFNa, y en particular IL-22 e IFNy, los niveles de expresién de ambas
moléculas de LY6 se potenciaron mucho. Las células YAMC pretratadas con IFNy para regular en exceso la
expresion de las moléculas de LYG6, fueron un util modelo in vitro para analizar la significacién funcional de la
expresion de LY6

[0305] La naturaleza condicionalmente inmortalizada de las células YAMC se formula a partir de la expresion que
impulsa el promotor MHCII del antigeno T grande de SV40; se usaron bajos niveles (2,5-5 U/ml) de IFNy para
impulsar la proliferacion de estas células (Whitehead, R.H. y col. (1993) Proc Natl Acad Sci U S A 90: 587-591;
Whitehead, R.H., y J.L. Joseph. (1994) Epithelial Cell Biol 3: 119-125). Las células YAMC se usan a menudo como
un modelo in vitro para los tratamientos de citocinas de las IEC de murino (Mei, J.M. y col. (2000) Faseb J 14: 1188-
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1201; Yan, F., y D.B. Polk (2002) J Biol Chem 277: 50959-50965). El antigeno T grande de SV40 que contenian
estas células es sensible a la temperatura, y no funcional a 37 °C. todos los experimentos llevados a cabo en la
presente memoria descriptiva implicaron el tratamiento con IFNy en estas condiciones no permisivas. Ademas las
células YAMC se malnutrieron de suero (y no se les suministrd IFNy) a 37 °C durante 24 horas antes de los
experimentos. En dichas condiciones, no se observaron los efectos que indicaban la expresion residual del antigeno
T, tales como la proliferacion de células. Como resultado, los efectos del tratamiento con IFNy fueron debidos a los
efectos inherentes de IFNy mas bien que a los efectos derivados de la impulsion de la expresion del antigeno T.
Ademas, se detecto la regulacién en exceso de los miembros de la familia LY6 en una segunda linea de células de
murino, CMT93, confirmando que este efecto es ampliamente aplicable a las IEC.

[0306] Ademas, se sefiald que tras el tratamiento con TNFa, IL-1B e, IL-22, IFNy no fue Unica entre las citocinas en
la induccién de las moléculas de LY6 como una regulacion modesta de la expresion de LY6. La regulacién en
exceso de las moléculas de LY6 en la IEC en respuesta a IL-22 es interesante a la luz de recientes datos que
demuestra un potencial papel de IL-22 en la Enfermedad de Crohn (Wolk, K., y col. J Immunol 178: 5973-5981
(2007)). Aunque que la homologia entre moléculas de LY6 de raton y ser humano es a menudo complicada, existen
evidencias que sugieren que la regulacién en exceso de las moléculas de LY6 no esta restringida a ratones.
Estudios previos en ratas han sugerido la regulaciéon en exceso de las moléculas de LY6 en el intestino delgado en
modelos de colitis, y se ha sugerido que dicha expresion estd implicada en la inflamacién, las interacciones
célula/célula asi como la sefializacion en el interior de las IEC de rata (Baksheev, L. y col. J Gastroenterol 41: 1041-
1052 (2006)).

[0307] Los datos descritos anteriormente indican que existe una posibilidad de que la integridad de la balsa lipidica
esté implicada en la transduccion de la sefial mediada por LY6C en las IEC. Esto implica que la perturbacion de las
balsas lipidicas puede servir para atenuar los efectos en la direccion 3’ de la estimulacion de LY6C tanto regulando
en defecto la expresion de LYBC como perturbando los componentes estructurales de la sefializacion de LY6C.
Recientemente, se ha determinado que el agotamiento del colesterol de las IEC con estatinas inhibe la expresion
proinflamatoria del gen a través de la modulacion de NF-«kB (Lee, J. y col., Int Immunopharmacol 7: 241-248 (2007)).
Ademas, las estatinas han sido eficaces agentes terapéuticos en los modelos de colitis en murino (Naito, Y., y col. Int
J Mol Med 17: 997-1004 (2006)). EI mecanismo que conecta la motilidad de la balsa lipidica y el bloqueo de NF-xB
permanece sin determinar, pero los datos de los inventores sugieren que la activacion mediante LY6C podria ser
una hipotesis que explicara el mecanismo de accion.

[0308] En este estudio, los inventores identificaron moléculas de LY6 como un interruptor potencial en la direccion
5’ en la expresion de los genes de la quimiocina. La reticulacion del receptor de LY6C con anticuerpos monoclonales
dio como resultado una regulacion en exceso drastica de casi todas las quimiocinas analizadas, incluyendo CXCLS5.
Los inventores confirmaron adicionalmente que la secrecion de CXCL5 esta muy potenciada en las IEC reticuladas
de LY6C. Es interesante que incluso aunque LYBA y LY6C estan anclados a la superficie celular por un resto GPI, y
a pesar de los mayores niveles de expresion de LYBA que de LYBC sobre la superficie de las IEC, se observé que
los efectos de la secrecidon de quimiocinas en la direccidén 3’ con la reticulacion de LYBC no fueron consistentes con
la reticulacion de LYGA.

Ejemplo 11: Identificaciéon de un ligando de LYPD5

[0309] En este estudio, se llevd a cabo una busqueda de los ligandos de LYPD5 mediante las técnicas bien
conocidas por las personas normalmente expertas en la materia, concretamente mediante la clonacion de la
expresion de aproximadamente 14.000 genes humanos en el promotor de CMV en células COS. Se transfectaron
los combinados de 100 genes en las células COS que crecian en 140 pocillos en placas de 12 pocillos tras la
transfeccion, las células se tifieron con la proteina LYPD5-Fc (véase la Figura 32). Se identificaron los pocillos con la
tincion positiva y se transfectaron los clones individuales en células COS. Se identific6 un uUnico pocillo que
expresaba una unica proteina, GLG-1 (ESL-1) como un ligando de LYPD5. GLG-1 se caracteriza por un dominio
extracelular mas largo (ECD), un dominio transmembrana y un dominio citoplasmico. Se llevaron a cabo una serie de
estudios de inmunoprecipitacion simultanea usando técnicas conocidas por las personas normalmente expertas en
la materia para evaluar la capacidad de diversas regiones del GLG ECD de unirse a LYPD5. Se encontré que
variantes o fragmentos del GLG ECD (véanse las Figuras 33-35) eran capaces de servir como ligando de LYPD5. La
Figura 33B muestra los resultados de los estudios de inmunoprecipitacion simultanea usando los Fragmentos 1, 2, 3,
o 4 tal como se representa graficamente en la Figura 33A y demuestran que uno cualquiera de los fragmentos es
suficiente para la uniéon de LYPD5.

[0310] Adicionalmente, se encontré6 que un dominio GLG-1 ECD por si mismo era suficiente para la union de
LYPDS5. Tal como se muestra en la Figura 33, GLG-1 se elabora de multiples dominios GLG-1 y dominios GLG-1
individuales se pueden unir a LYPD5. La Figura 34B muestra los resultados de una inmunoprecipitacion simultanea
que demuestran que los Fragmentos 1, 2, 3, y 4 asi como los dominios GLG-1 individuales 115, 150, 215, 538, 609,
670, 729, y 858 (tal como se muestra en la Figura 34A) fueron capaces de unirse a LYPD5.
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[0311] A través de otro estudio de inmunoprecipitacion simultanea, se muestra que la unién es especifica
basandose en los fragmentos de LYPD5 (véase la Figura 35A) en los que se encontré que LYPD5 no se unia al
control negativo de BAP, y se encontré que el control negativo FN-14 no se unia al fragmento 2 de GLG-1, el
dominio 115 de GLG-1 humano se une a LYPDS5, el dominio 115 no se expresa siempre a niveles detectables pero
todavia hace bajar LYPDS5, y la fraccion del fragmento 1 de GLG-1 del dominio 115 (restos 26-114) no se une a
LYPD5 (Figura 35B).

[0312] EI“” en las Figuras 34A y 35A indica un sitio de fucosilacion potencial.
[0313] Aunque la invencion anterior se ha descrito en algun detalle por medio de ilustraciéon y ejemplo a efectos de

claridad de comprension, las descripciones y ejemplos no deben construirse como limitantes del alcance de la
invencion.
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<210> 1
20

<211> 957

<212> ADN
<213> Homo Sapiens

<400> 1

25
<210> 2

cgecgtctgog
gaccgaaggg
cocgggatget
cccggagecat
tgtgctcggc
gccattgcac
ccgatcccag
acttecgttaa
taaaggtcga
acagcccctg
ctgggccoctg
gotgecctet
gctgtggect
tctgagtecce
ggatgagggt
gaagggcgtc

<211> 140
<212> PRT
<213> Homo Sapiens

30 <400> 2

gctgogttco
cacagctccc
tgcgoccccag
gctgecctgeca
gcccgctcat
cccaaagcag
cagcagcagg
gcgacacttt
cgtggactge
ggccctggec
atgtctectc
ccccagecctg
gtggctctca
aggecagetgg
ggggggggac
ttctgcocggag
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<150> US 60/987.752<151> 13-11-2007
<150> US 61/024.170<151> 28-01-2008

ccgaaagacg
cgcgoccgocgo
aggacccgcg
gccatgaagg
ggcctgtggt
tgccagecgt
aaggatcact
ttctcagact
tgcgagaagqg
ggggggctcc
cttecccacgy
gcgtggetgg
ctectccocce
acatctccag
ccccaggtce
aaataaagtc

aggctgogcc
acgccgoccg
cocccaagccc
gcctcggoct
gccaggactg
ccgacacggt
cggtgaacaa
atctgatggg
atttgtgcaa
tgctcagcct
ggcttctgag
ggctggggge
gacgtgaagc
gaaaccaggc
cggaggggaa
acttttgagt

68

cggattccgg
agccocggagt
ccgegocgoc
ggcgectgetg
caccctgacc
gtgtgccagt
gatgtgtgecc
gtttattaac
tggggcggca
ggggcctgcc
cttygctceec
agccttggec
ctcecctgtet
catctgggeca
gtgaagcaac
cctgagaaaa

<120> PROCEDIMIENTOS PARA DETECTAR LA ENFERMEDAD INFLAMATORIA DEL INTESTINO
<130> 39766-0296.PCT

tcogocaggga
gcggacaccc
cccaggocca
gccgtectge
accaactcca
gtccgaatca
tccteoctgtyg
tctgggatct
ggggcagggc
ctcctectggg
tgagcctgtg
cagctccgtyg
ctocegeocage
ggaggcctgg
agcccagctg
aaaaaaa

60
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957
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Met Leu Pro Ala Ala Met Lys Gly Leu Gly Leu Ala Leu Leu Ala Val
1 5 10 15
Leu Leu Cys Ser Ala Pro Ala His Gly Leu Trp Cys Gln Asp Cys Thr

20 25 30
Leu Thr Thr Asn Ser Ser His Cys Thr Pro Lys Gln Cys Gln Pro Ser
35 40 45
Asp Thr Val Cys Ala Ser Val Arg Ile Thr Asp Pro Ser Ser Ser Arg
50 55 60
Lys Asp His Ser Val Asn Lys Met Cys Ala Ser Ser Cys Asp Phe Val
65 70 5 80
Lys Arg His Phe Phe Ser Asp Tyr Leu Met Gly Phe Ile Asn Ser Gly
85 90 95
Ile Leu Lys Val Asp Val Asp Cys Cys Glu Lys Asp Leu Cys Asn Gly
100 105 110
Ala Bla Gly Ala Gly His Ser Pro Trp Ala Leu Ala Gly Gly Leu Leu
115 120 125
Leu Ser Leu Gly Pro Ala Leu Leu Trp Ala Gly Pro
120 135 140
<210> 3
<211> 2683
<212> ADN
<213> Homo Sapiens
<400> 3
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<210> 4
<211> 1959
<212> ADN

agggcggtgt
ggcaagtgag
agctggttct
ctacggagec
agccteocegg
ggacccagtc
gctgocttee
ccggeaggte
cagaaaacta
g99agaagag
ccocgocacoo
gaaaaggcga
caactccocgga
ccgggagocc
tacgaccgte
tgcagococggg
ccgggactcc
gecttecagge
cgactgctec
gaaagaagtg
ggectgtecte
agtttgcatc
aagttctgee
cctecttecteg
cagcectoge
ctgggtaggyg
ggtaaagcat
aggtggagtg
gtcagtectt
tecatcectyg
tggagggcca
aaccattcte
gactcaatga
tcttctcagt
caaagcgggc
cgtgctgcag
aggacaccgt
aggggaggag

ccgcageocat
tcagccctgg
aacacagtaa
aggaaatggt
agaatttaac
gcoctttagaca
ggtgtttgtt

<213> Homo Sapiens

<400> 4

caatgcaccc
acagttaagg
tgacagaagg
tgegggogtg
ggcgocaggeo
gctggggtac
tatgtgcgaa
cccacggcac
ccagttetet
gaagacagga
ccacoccaac
gacttttgtg
ggcgeggtge
gagogegggo
gtctcocgegg
gcagcctoog
gggagaatgt
tttgegetge
tcccoccgaght
atggagcaaa
atcgectetg
agctgctgca
teggecctca
gcacactgct
coccaacccc
agcgggagtc
tctgaataaa
aaagttcacc
agaagtcact
atgggggeat
gttcccacte
tgcagcagaa
ctgggactta
tctecttgea
gctgteggtyg
cgacaggcgyg
gtacaggagc
gatcatgtac

gatcctcocga
gcagacacga
atgaataaaa
accaattttt
actgtttcaa
gtgtatttat
tgcgtatcca
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tccageggtyg
cagtgtccce
ccttegogga
gaactttgecc
tcococgoggec
cgaccagtcc
gggccagcecyg
ctgctgegec
ccogoccoco
agggggtggg
tcggcagecyg
ggtgcteoccocg
teggoocoggg
gatgcaggct
cagcagcgcg
ctgctgtoge
gggtoctagyg
aaatccagtg
tcattgtgaa
gtgccgggat
cocgggtacca
acacccctct
ggccaggget
gaagctgaag
ccacctecct
cgtgttctct
ttcagcctga
cocatgtetyg
gaggtgggca
agtttgagac
aaggctccct
ttggctggtt
gactggggct
gaggactggc
gtggagtgcg
cagcacagca
gggttgatga
gocccggaagt

atctggttgg
gcaggaggga
ccataaaata
cagtgttgga
accocggggga
accagttgat
gaaagcagtt

cgcgcaggcg
accacacccc
gg9aagagggg
aggcgcacgg
cgcagocggga
tggaaggege
ggcacgcagt
ctoctogecyg
ggogococtt
gatgtgaagec
tcacgtgatg
atcgeoccagta
agogogageg
ccgogagegg
ggcccoccagca
ctocctctgat
catcgcggca
ctaccagtgt
ttgcacggtyg
catgtacecgec
gtccttctge
ttgtaacggg
ccgcaccace
gagatgccac
gagtgagttt
tttgttcctg
ctgaatttte
tgtaaccgga
tctgoctttt
tgcagagtga
cgettgacat
tcgogoctga
cggecteget
gocgggacgo
catgtacgcg
cctgcacgaa
ccgagctgag
aggacctegt

gcatccagca
gagacagaga
tttagccect
cttgacagct
gttggctgtyg
gtctgttaat
catgttatce

70

ggagaaggga
cacccagatt
gcacagctge
gaacgocgcge
cagcctcagt
agaggacgtyg
cctcagacce
ctococcaac
tcccaggaac
gaccgtocca
cctggagtgg
gttccttcag
ggaggagcag
cacctgcgge
gectoggeag
gcgettgoce
actttttgcg
gaagaattce
aacgttcaag
aagtcctgtg
tccccaggga
ccaaggccca
atcctgttec
ccocctectge
cttctgggtg
tgcaaataat
agtatgtact
gtcaaggcca
gtaaagccte
gagtgacgtt
tcaaacttca
gttgggctct
ctgaaaagtyg
gaagagcaac
caggcgcttc
cacccgcoga
gtagaaaaac
ccagtcogtge

tacggccaat
aaagaaaaac
ctgttctgtg
tcttttgecca
ttaaagaaag
tttaaaaaaa
ata

gggcggcccyg
ggccacgoocg
acaggacacc
ccttectgte
tgtgtgggct
gagtggggag
tagtccgcac
ctocceccatct
gtgcggagge
gocttoooog
gaggtgggga
tctcagooge
agacccgcag
tectectaage
ccacagocogc
tctcocggeo
gattgttctt
agctgaacaa
acatgtgtca
catcatcagc
aactgaactc
agaaaagggg
tcaaattagc
attgttctte
tccttttatt
gaaagagctc
tgaaggaagg
ggctggcaga
cagtgtccat
ttettaggge
tgectectgaa
agtgactcga
cttaagaaaa
gggegcetgea
tcgtggttgg
aactgctgcg
gtctcocgaga
ttgggtttgg

gtcacaacaa
acagcatgag
cttactggce
caagcaagag
accattaaat
tgttttcatt

&0
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
S00
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1380
2040
2100
2160
2220
2280

2340
2400
2460
2520
2580
2640
2683
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15

<210>5
<211> 141
<212> PRT

gatgcctgga
agtagttecct
agocgggagga
gocggeaccty
agcagccteg
tgatgcgett
ggcaactttt
gtgtgaagaa
ggtgaacgtt
cogcaagtec
ctgectooccoca
cgggccaagg
caccatcctyg
ccacccecte
gtttettctg
cctgtgcaaa
tttcagtatg
cggagtcaag
ttttgtaaag
gtgagagtga
acattcaaac
ctgagttggg
cgctctgaaa
acgcgaagag
cgcgcaggcyg
cgaacacccg
tgaggtagaa
tcgteocagte
agcatacgge
gagaaaagaa
coctetgtte
agctbctttr
tgtgttaaag

<213> Homo Sapiens

<400> 5

<210>6
<211> 1745
<212> ADN

gtgggaggtyg
tcagtctcag
gcagagacce
cggctoctot
gcagccacag
gccctcotece
tgeggattgt
ttccagctga
caagacatgt
tgtgcatcat
gggaaactga
cccaagaaaa
ttcctcaaat
ctgcattgtt
ggtgteccttit
taatgaaaga
tacttgaagg
gccaggetgg
cctocagtgt
cgttttetta
ttcatgctee
ctctagtgac
agtgcttaag
caacgggogc
cttctegtgg
ccgaaactgc
aaacgtctcec
gtgcttgggt
caatgtcaca
Aaacacagca
tgtgcttact
gccacaageca
aaagaccatt

Leu
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gggagaaaag
ccgccaacte
gcagccggga
aagctacgac
cogetgoage
ggccocoggga
tcttgettee
acaacgactg
gtcagaaaga
cagcggoctg
actcagtttyg
ggggaagtte
tagccctett
cttccagece
tattctgggt
gcteoggtaaa
aaggaggtgg
cagagtcagt
ccattccatc
gggctggagyg
tgaaaaccat
tcgagactca
aaaatcttet
tgcacaaagc
ttggcgtget
tgcgaggaca
gagaagggga
ttggccgecag
acaatcagce
tgagaacaca
ggccaggaaa
agagagaatt
aaatgcttta

gogagacttt
cggaggcgcg
gcocogagoge
cgtcgtctee
cggggcagoc
ctcocgggaga
aggctttgocg
ctececteceecce
agtgatggag
tctcatecgee
catcagctge
tgcctoggec
ctcggcacac
tcgeccocaa
agggagcggg
gcattctgaa
agtgaaagtt
ccttagaagt
cctgatgggg
gcoccagttcco
tctctgcage
atgactggga
cagttctecct
gggegetgte
gcagcgacag
ccgtgtacag
ggaggatcat
ccatgatcct
ctgggcagac
gtaaatgaat
tggtaccaat
taacactgtt
gacagtgta

tgtgggtgct
gtgctcggeoc
gggcgatgcea
goggcagcag
tcocgeotgetyg
atgtgggtcc
ctgcaaatce
gagttcattg
caaagtgccg
tctgoegggt
tgcaacaccc
ctcaggccag
tgctgaagct
ccececccacct
agtccgtgtt
taaattcagc
cacccccatyg
cactgaggtg
gcatagtttg
actcaaggct
agaattggct
cttagactgg
tgcagaggac
ggtggtggag
gcggcagcac
gagogggttyg
gtacgcocogg
ccgaatctgyg
acgagcagga
aaaaccataa
ttttcagtgt
tcaaacceogg

ccocgategec
cgggagcgcg
ggctocogoga
cgcgggococ
tcgectecte
taggcatcge
agtgctacca
tgaattgcac
ggatcatgta
accagtcctt
ctctttgtaa
ggctocogoac
gaaggagatg
ccctgagtga
ctottttgtt
ctgactgaat
tctgtgtaac
ggcatctgce
agactgcaga
cocctogettyg
ggtttcgege
ggctoggect
tggcgooggyg
tgcgcatgta
agcacctgca
atgaccgagc
aagtaggacc
ttgggcatce
gggagagaca
aatatttage
tggacttgac
gggagttgge

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1959

Met Trp Val
1
Pro Gly Phe

Asn Asn
35
Asn Val Gln

Leu

50
Ile Met Tyr
65
Ser Ala Gly

Cys Ile Ser
Arg Gly

115
Leu FPhe
130

Lys

Ile

<213> Homo Sapiens

<400> 6

Ala
20
Asp

Asp

Arg
Tyr
Cys
100

Ser

Leu

Gly
Leu
Cys

Met

Lys
Gln
85

Cys

Ser

Lys

Ile
Gln
Ser

Cys

Ser
70

Ser
Asn

Bla

Leu

Ala
Ile
Ser

Gln

55
Cys

Phe
Thr
Ser

Ala
135

Ala

Cys

Ala Phe
10

Tyr

Thr

Gln Cys

25

Pro Glu Phe

40
Lys

Glu Val

Ser Ser

Ser Pro

Pro Leu
105

Leu

Cys

Ala
120
Leu

Arg

Phe Ser

71

Cys
Gln
Ile

Met

Ala
75

Gly
Asn

Pro

Ala

Gly
Cys
Val

Glu

60
Ala

Lys
Gly
Gly

His
140

Leu Phe Leu
15
Glu Glu Phe
30
Asn Cys Thr
45
Gln Ser Ala

Leu
Gln
Val

Gly

Cys Leu Ile Ala

80

Leu Asn Ser Val

95

Pro Arg Pro Lys

110

Leu Arg Thr Thr

125
Cys



<210>7
<211> 346
<212> PRT

aaggctgggg
teggaggcgg
aggaaagcag
cgcggaggag
toccccgaaca
gtgggggcgg
ggactcococy
ctgcagcaat
gaccocggcag
ggcctgageco
agcgatcatyg
actgtgtcct
acaggcccag
ctococgoaaca
gagccoccacga
cccacatcca
gaacacgagg
gaccgcagca
ggctgtgtgg
ctactgtgag
ccctettocte
ccaacattce
tacecgttgta
tctcatcctt
ctgtcacggg
cctggacttt
cctactcoceee
ctoctogagg
gcctcaataa
adaaa

<213> Homo Sapiens

<400>7

ttgecctgggg
cacatccagg
gtgcccaggeo
cgcaggcoccct
agatgaagac
tggagaccat
gcaagaatga
gcgctcagga
gtaatgagag
gggaggegty
tctacaaggg
tgoctgteeg
ggttcacget
agacctactt
ctgtggccte
ccaccaaacc
cctcocoggga
attcagggca
ctecccacage
cttctecace
atcacttecct
ccagtatcce
tatattctge
gtctetecge
gaaggtgaga
ggagcgtggg
gcatctttgg
gocagggaccg
agatttaatt
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cgaggttact
ggggacgcca
catgatctgg
ggagtgctac
agtgaagtgec
ccacggacaa
cogoggectg
tcgetgeaac
tgcatacccg
ccagggtaca
ctgcttocgac
gggctgtgte
cagtggcteoc
ctececectoga
aaccacatct
catgccageg
tgaggagcco
gtatcctgca
tggattggca
tggaaatttc
gttcccacca
cagcttctge
caggggtgtt
ttgtectett
gagaggatge
gtgggtggga
ggaatcggtt
tgoettatgt
actttgaaaa

catcctggge
agggagcagqg
actgcaggct
agctgcgtgeo
gogocgggcy
ttctegetgg
gatcttcacg
gccaagctca
cccaacggog
togoocgoogyg
ggcaacgtca
caggatgaat
tgttgccagg
atcccacccc
gtcaccactt
ccaaccagtc
aggttgactg
aaaggggggc
gcccttotgt
cctctcacct
ctggactggg
tgogetggtt
ctagetttet
gtgatgttag
taagcttoct
caatggctcc
ccccatatgt
ctgtgtgtga
AAAAAAAAAA

72

tcaggtaaga
acggagccat
ggctgctget
agaaagcaga
tggacgtcetg
cagtgcgggg
ggcttctgge
acctcacctc
tggagtgcta
tcgtgagetyg
ccttgacgge
tctgcactog
ggtccegetg
ttgteccgget
ctacctcgge
agactccgag
gaggcgcoge
coccagcagec
tggccgtgge
acttctctgg
ctggcccagc
tgeggettitg
gaggacagct
gacagagtga
actcactttce
ccactctaag
cttoccttact
tcagtttetg
FEEEREEEEE ]

gggoccgagc
ggaccccgcc
gctgetgett
tgacggatge
caccgaggoc
ttgcggttcg
gttcatccag
gogggegete
cagctgtgtyg
ctacaacgcc
agctaatgtg
ggatggagta
taactctgac
gcccococctoca
cccagtgaga
acagggagta
tggccaccag
ccataataaa
tgctggtgte
ccctgggtac
cocctgttttt
ggaaataaaa
cctgtatect
gagaagtcag
tcctagocag
cactgecctec
agactgtgag
gcacataaat
AAAAAAAAAA

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
T20
T80
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1745



Met
Gly

Cys

Met
Val
65

Gly
His
Cys
Asn
Gly
145
Cys
val
Cys
Phe
Leu
225
Leu
Thr
Pro
Ser
Asp
305

Pro

Leu

<210> 8

<211> 2490

<212> ADN

<213> Homo Sapiens
<400> 8

Asp
Trp

Tyr

Lys
50

Gly
Cys
Gly
Asn
Glu
130
Leu
Tyr
Thr
Val
Thr
210
Arg
Pro
Ser
Ala
Arg
290
Arg
His

Leu

Pro
Leu
Ser
35

Thr
Ala
Gly
Leu
Ala
115
Ser
Ser
Asn
Leu
Gln
185
Leu
Asn
Pro
Thr
Pro
275
Asp
Ser

Asn

Ala

Ala
Leu

20
Cys

Val
Val
Ser
Leu
100
Lys
Ala
Arg
Ala
Thr
180
Asp
Ser
Lys
Fro
Ser
260
Thr
Glu
Asn
Lys

Val
340

Arg
Leu

Val

Lys
Glu
Gly
85

Ala
Leu
Tyr
Glu
Ser
165
Ala
Glu
Gly
Thr
Glu
245
Ala
Ser
Glu
Ser
Gly

325
Ala

ES 2379413 T3

Lys
Leu

Gln

Cys
Thr
70

Leu
Phe
Asn
Pro
Ala
150
Asp
Ala
Phe
Ser
Tyr
230
Pro
Pro
Gln
Pro
Gly
310
Cys

Ala

Ala
Leu

Lys

Ala
Ile
Pro
Ile
Leu
Pro
135
Cys
His
Asn
Cys
Cys
215
Phe
Thr
Val
Thr
Arg
295
Gln

Val

Gly

Gly Ala

Leu Arg
25
Ala Asp

40
Pro Gly

His Gly
Gly Lys
Gln Leu

105
Thr Ser

120
Asn Gly

Gln Gly
Val Tyr
Val Thr
185
Thr Arg
200
Cys Gln
Ser Pro
Thr Val
Arg Pro
265
Pro Arg
280
Leu Thr
Tyr Pro
Ala Pro

Val Leu
345

73

Gln
10
Gly

Asp

val
Gln
Asn
a0

Gln
Arg
Val
Thr
Lys
170
val
Asp
Gly
Arg
Ala
250
Thr
Gln
Gly
Ala
Thr

330
Leu

Ala
Gly

Gly

Asp
Phe
75

Asp
Gln
Ala
Glu
Ser
155
Gly
Ser
Gly
Ser
Ile
235
Ser
Ser
Gly
Gly
Lys

315
Ala

Met
Ala

Cys

Val
Ser
Arg
Cys
Leu
Cys
140
Pro
Cys
Leu
Val
Arg
220
Pro
Thr
Thr
Val
Ala
300
Gly

Gly

Ile
Gln
Ser
45

Cys
Leu
Gly
Ala
Asp
125
Tyr
Pro
Fhe
Pro
Thr
205
Cys
Pro
Thr
Thr
Glu
285
Ala
Gly

Leu

Trp
Ala

30
Pro

Thr
Ala
Leu
Gln
110
Pro
Ser
val
Asp
val
190
Gly
Asn
Leu
Ser
Lys
270
His
Gly

Fro

Ala

Thr
Leu

Asn

Glu
Val
Asp
95

Asp
Ala
Cys
Val
Gly
175
Arg
Pro
Ser
Val
Val
255
Pro
Glu
His
Gln

Ala
335

Ala
Glu

Lys

Ala
Arg
80

Leu
Arg
Gly
Val
Ser
160
Asn
Gly
Gly
Asp
Arg
240
Thr
Met
Ala
Gln
Gln

320
Leu



<210>9
<211> 2118
<212> ADN

gatcogeottt
Cgaagcaggg
cccaagococt
ccatgaagct
acaccgggta
cgggccagac
gcacaactga
aagcacccga
aggatgactyg
gcttoccaggg
cctgccacog
tccagggete
ccagtgcettc
tcctectget

cacacaccte
aagtaagaat
acctggccaa
aacagccatg
ccagccaggc
gcagctotag
taagcagtat
atcccagcte
gagctaagct
gagttactta
tcagcctgca
ataaggtgga
gtgaggattc
gggctacttg
ttgagcttgt
ctaagcaacc
ggcaaagttec
gaattcaccec
gaagcgeatt
aggagtgcag
gatgggatcc
ttgccacttg
tattgtctga
atattactgg
aataggatta
tgagaacaca
ctgoctggtge
tgtgtataag

<213> Homo Sapiens

<400> 9

gocgcatccoca
cgaggcgcag
gcagtgctac
gocccagecate
tegogogecg
gcaatcgaac
caaatgcaac
ccogoogacyg
cgctategge
caatggcaga
gocctectge
ctgctgtgag
agoccaccacc
ggtggggctc

attcttgetg
tgcactcctg
cagtactgga
tegtgocococg
accaggcacc
gagggagcta
gccctaacag
caccakttcag
gcatgggttc
agccaggcte
gagactgtgg
ggtgaaaata
aacgagatga
tcataagccc
gtatctagtg
ccacctecta
agcgaggtga
ttgagcaaaa
ctaggtagag
gacactttca
tttagcatgt
atctttecag
atgbttgtgt
gaggtggggc
gtgoceoottat
gccagcaggt
attgattgca
ccaaaaaaaa

ES 2379413 T3

gtgattcttg
agggegttge
agctttgage
tectgtecte
gtgaccctgg
gcggacgogo
goccacctca
ctcagcggeg
aggtcccgac
atgacagttyg
accaccgagg
gggtacctct
cctcoccococgag
tcagcataga

cttcagccco
teccoctctgge
agaaactgga
atgaagagca
ccataacacg
tacaatgatg
ttagtaggecc
cctgcagaga
aaatcccage
tggagctaag
gtgagttact
aactctataa
acatttagta
taagtcacag
agtatggatt
aacacatgag
aattctccaa
tcctaaagga
gagacagcct
tgagtgcagg
tctctgtgea
caactcagtyg
ctoccocaaaa
ctttgggagg
daaagaggoc
gcctataagce
gacttcccag
Adadaaaaaa

ggttccgegt
ggactcatge
acacctactt
atgagtgctt
tgocggaaggg
tgccgocaga
tgactcatga
ccgagtgcta
gagtccagtg
gcaatttcte
gcaccaccag
gcaacaggaa
cactacaggt
ccgeccctee

tatcacatag
cttccatcte
cacagtcacc
attctgatca
gcttoctgtg
tctttattag
aggctctgga
ccatgagcga
toccageatte
ctgcatgggt
tgagctectet
catgacaaga
cttgggacac
gtcaacaaac
cagggaccag
tgccgattaa
gctataaaga
tcaatagtag
ggacaaaggt
acactttcat
catgcttgac
agagaagcaa
ttcatctttt
tggtgagatc
ctggagagct
aagaaagtgg
actccagagc

74

gtagtttcgg
coccagteogge
tggcooccttt
tgaggctate
ctgctggace
ctactcggtg
cgoocctocce
cgocctgtate
tcaccaggac
agtccctgtyg
cccctggaca
atccatgacc
cctggccctyg
aggatgctgg

ctcactggaa
tccegeectt
agcatccceg
cagctgttac
ctctecctee
tgtcatcatg
gctaagctge
gttacttaag
agcctacaga
tcaaatccca
gtgccaatat
actacttcac
agcagtggcc
tgagaggcaa
attcccagecc
cttcacagaa
tcagggaaga
ctggcaaaaa
ctgagggagg
aactgcatga
cabgticttt
aaaagtaagt
gaaacctaat
atgagggtgg
gecttgooce
gttctcacca
tatgagacat

aaggagacat
agtgoggggt
gacctcaggy
ctgtectctgg
gggcctoctyg
gtgcgegget
aacctgagcc
ggggtccace
cagaccgect
tacatcagaa
gccatcgace
cagcecttca
ctcctcocccag
ggacagggct

aatgatgtta
gtgcecoccaca
gggagggcaa
tcactgagca
agagcctgtc
agaagcccaa
atgggttcaa
ccaggctotg
gaccatgggt
gctcocaccat
tttctcacct
agtagttgca
cagtgtaaat
aagcacttgg
ccacgaactyg
aaacacacaa
cttectggag
gaagcaggag
aaggagcaca
acttcataga
cacatgcttt
tgcatcctge
taccaaagtg
agccecccatg
ttccaccaca
gccatcgaat
aaatttctgt

&0

120
180
240
300
360
420
480
240
600
660
720
780
840

300

960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
18860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2490



<210> 10
<211> 208
<212> PRT

gattcttggg
ggecgttgcegg
ctttgagcac
ctgtectcat
gaccctggtyg
ggacgcgcotyg
ccacctcatg
cagcggegcc
gtcccgacga
gacagttgge
caccgaggge
gtacctctge
tocccogagea
agcatagacc
tcagccocta
cctetggoct
aaactggaca
gaagagcaat
ataacacggc
caatgatgtc
agtaggccag
tgcagagacc
atcccagecte
gagctaagct
gagttactty
ctctataaca

atttagtact
agtcacaggt
tatggattca
cacatgagtg
ttcteccaage
ctaaaggatc
gacagcctgg
actgcatgaa
atgttettte
aaagtaagtt

<213> Homo Sapiens

<400> 10

Ltccgogogt
actcatgcce
acctactttg
gagtgctttg
cggaagggcet
cocgocagact
actcatgacg
gagtgctacg
gtccagtgtc
aatttctcag
Aaccaccagcc
aacaggaaat
ctacaggtce
gccoctocag
tcacatagct
tccatctecte
cagtcaccag
tctgatcaca
ttcetgtget
tttattagtg
gctctggage
atgagcgagt
cagcattcag
gcatgggttec
agctctctgt
tgacaagaac

tgggacacag
caacaaactg
gggaccagat
ccgattaact
tataaagatc
aatagtagct
acaaaggtct
cttcatagag
acatgctttt
gcatcctg
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agtttcggaa
cagtcggcag
gcoccctttga
aggctatcct
gctggaccgg
actcggtggt
ccctocccaa
cctgtategg
accaggacca
tccctgtgta
cctggacagc
ccatgaccca
tggcecctget
gatgctgggg
cactggaaaa
ctgcecttgt
catcccaggg
gctgttactc
cteoccttecag
tcatcatgag
taagctgcat
tacttaagcc
cctacagaga
aaatcccage
gccaatattt
tacttcacag

cagtggccca
agaggtaaaa
tcccagcoccoe
tcacagaaaa
agggaagact
ggcaaaaaga
gagggaggaa
atgggatcct
tgccacttga

ggagacatcg
tgcggggtee
cctcagggec
gtctetggac
gecctectgeg
gogoggetge
cctgagccaa
ggtccaccag
gaccgcctge
catcagaacc
catcgacctc
goccttecace
ccteccagte
acagggctca
tgatgttaaa
gccoccacaac
gagggcaaaa
actgagcacc
agcctgtege
aagcccaata
gggttcacat
aggctctgga
ccatgggtga
tccaccatte
tctcacctat
tagttgcagt

gtataaatgg
gcacttggtt
acgaactgct
acacacaagqg
tcctggagga
agcaggagga
ggaacacaag
ttagcatgtt
tctttoccage

75

aagcagggcyg
caagccctge
atgaagctgec
accgggtate
ggccagacge
acaactgaca
gcacccgace
gatgactgcg
ttccagggca
tgccaccgge
cagggctoct
agtgcttcag
ctoctgetgg
cacacctcat
gtaagaattg
ctggccaaca
cagccatgtc
agocaggcac
agctctaggg
agcagtatgc
cccagcteca
gctaagctge
gttacttaag
agcctgcaga
aaggtggagg
gaggattcaa

gctacttgte
gagcttgtgt
aagcaacccc
caaagttcag
attcaccctt
agcacatttt
gagtgcagga
ctctgtgcac
aactcagtga

aggcgeagag
agtgctacag
ccagcatcte
gcgogocoggt
aatcgaaccc
aatgcaacgc
cgcocgacget
ctatcggeag
gtggcagaat
cctectgecac
gctgtgaggg
ccaccacccc
tggggctcte
tcttgetget
cactectgte
gtactggaag
gtgccctgat
caggcacccc
gggagctata
cctaacagtt
ccattcagecec
atgggttcaa
ccaggctectg
gactgtgggt
tgaaaataaa
cgagatgaac

ataagcccta
atctagtgag
acctcctaaa
cgaggtgaaa
gagcaaaatc
aggtagagga
cactttcata
atgcttgace
gagaagcaaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
&00
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
2118



<210> 11

Met
Leu
Gly
Ala
Cys
65

Ala
Gly
Cys

Val

Lys
Ser
Cys
Leu
Asn
Pro
Val
His

Gly

Leu Pro

Leu Asp
20
Trp Thr
35
Pro Pro

ARla His

Asp Pro

Ser
Thr
Gly
Asp
Leu

Fro

ES 2379413 T3

Ile Ser

Gly Tyr

Pro Fro

Cys
Arg

Ala

His
10
Pro

Pro
Ala

Gly Gln

40

Tyr Ser
Met
70
Thr

Thr

Leu

85

Gln
100
Asp

His

Gln
115

Asn Phe

130

Ser
145
Gln
Gln

Val

<211> 806
5 <212> ADN
<213> Homo Sapiens

<400> 11

10
<210> 12

geccacccce
ccagacgaca
agggccagcc
tgtggtctge
ggggaatctg
ccaggtcagc
gctgcacaac
ggccctgage
gccectcatg
acgggggtge

tgggcatgga
ccccacagag

cccggattte
ggagataaat

<211> 128
<212> PRT
<213> Homo Sapiens

15 <400> 12

Cys
Gly
Pro

Leu

Thr Thr

Ser Cys

Asp
Gln
Ser
Glu

Cys

Asp Cys

Thr Ala

Val
His
Ser
Ala

Cys

Val Arg

Asp Ala

Glu
Val
Thr
Gly

Leu

Cys Phe

Thr Leu

Gln Ser
45
Cys Thr
60

Pro Asn

75

Ala
90
Gly

Gly

Ile
105

Phe Gln

120

Val Pro
135
Gly Thr
150

Glu Gly

165

Thr
180
Leu

Phe

Ala
195

gcccagcccg
tcagagatga
cttaccctge
ccggccaget
gtgaagaagg
agcggcacca
gctgcaceca
ctecctggecg
cctttectte
caggagecccc

atgctgatga
gatgcagccc
acactccttc
gatttaaacc

Ser

Leu

Ala Ser

Leu Pro

Val
Thr
Tyr
Ala

Val

Tyr Ile

Ser Pro

Glu
Arg
Gly
Arg

Trp

Cys Tyr

Ser Arg

Glu
Val
Asn
Thr
Leu
Ala

Arg

Ala
15
Arg

Ile
Lys
Ala Asp
Asp Lys

Gln
80
Ile

Ser

Cys
a5

Val Gln

110

Asn Gly
125
Thr Cys
140

Thr Ala

135

Leu Cys
170
Thr Thr
185

Leu Leu

200

tgcctataag
ggacagcatt
gctgocacgt
ctcgettctg
actgtgcgga
gctcoccaccca
cccgcaccgc
tcatcttage
cctttectetg

aggctgaggg

cttggagcag
ccagctgcat
tgttttgttg
agaaaa

gccttggcaa
gctgctectt
gtgcaccagec
caagaccacg
gtcgtgcaca
gtgctgccag
cctegeccac
ccccagectyg
gggattccac
cttcoccccgaa

gccccacaga
ggaaggtgga
cegtttattt

76

Asn

Pro

Leu

Arg Lys

Pro Arg

Arg
His
Ile
Ser

Ala

Met Thr

Arg Pro
Leu
160
Thr

Asp

Met
175

Leu Gln

130

Val Gly

205

tgcaggggcc
gecageccctgyg
tccagcaact
aacacagtgg
cccagctaca
gaggacctgt
agtgcectea
tgaccttcocce
acctctctte
agtctgggac

ccccacagag
ggacagaagc
ttgtactcaa

Leu

Ser Ala

cgcactgctc
ctgtggctac
gcaagcatte
agcctctgag
ccctgcaagg
gcaatgagaa
gectgggget
cccagggaag
cccagccgca
caggtccagg

gatqaagcca
cctgtggatce
atctctacat

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600

660
720
180
806



<210> 13

Met Arg

Pro Ala

Lys His
Thr
50
Ser

Asn

Glu
65
Thr Ser

His Asn

Leu Gly

<211> 1145

<212> ADN
<213> Hom
<400> 13

10
<210> 14
<211> 131
<212> PRT
<213> Hom
15 <400> 14

o Sapiens

gctccecggeca
acctgcgtec
gccatcctct
gagcgagcca
ctgaagccga
ggcattggga
cccatceccag
tttctgtgea
gccgggetge
ccctgtocee
gtatgggagc
accccctgea
acttctgggg
ggagtcttac
agaccgtgtc
gcacgtggeg
cctecagteece
ggggttgggy
ccagcccacec
tcccc

o Sapiens

Thr Ala
Thr
20

Val

Leu

Ser
35
Val Glu

Cys Thr

Ser Thr

Ala Ala
100
Leu Ala

115

geccgoggteco
gocccggcogag
ccagaatgaa
gctcgeotgat
ccatctgete
atctcgtgac
aaggcgtcaa
atttcagtgc
tgctgagect
cgatcceocca
ccctgactce
cctecacctyg
tggatgatgt
ggtccaacat
agtagggatg
gecttotgggg
tgtagccecco
tttctgeccac
cccacattgg

Leu
Leu
Val
Pro
Fro
Gln
85

Pro

Leu

ES 2379413 T3

Leu Leu

Arg Cys

Cys Pro

Leu

His

Ala

Ala
10
Cys

Ala

Val
25

Ser Ser

40

Leu Arg
55
Ser Tyr
70
Cys Cys

Thr Arg

Ser Leu

Gly
Thr
Gln
Thr

Leu

Asn Leu

Leu Gln

Glu Asp
Ala
105
Ala

Leu

Val

120

agagcgegeg
caggacaggc
gatcttcttyg
gtgcttctce
cgaccaggac
atttggccac
tgttggtgtg
ggccgatggce
gctgcecggceo
gctcaggaag
tcacgtgcct
ccccagccceo
gaccttcctt
cagaccaagt
tgtgocctggc
gccatgtttg
tgccctggea
ttecegggtcet
agcccteoctg

aggttcgggg
tgctttggtt
ccagtgcetge
tgcttgaacec
aactactgcg
agcctgagca
gcttccatgg
gggctgcggg
ctgctgcggt
gaaagcccag
gatctgtgcec
tgcctectgee
gggggactgc
cccatggaca
tgtgtacgtg
g99g9agggagg
cagctgecatg
aggccctgee
ctgctttggt

77

Leu Ala Val

Thr Ser Ser

Arg Phe Cys

45
Val Lys Lys
60
Gly Gln Val
15
Leu

Cys Asn

ARla His Ser

Ile Ala

125

Leu

agctocgcca
tgtgacctee
tggctgccet
agaagagcaa
tgactgtgtc
agacctgttc
gcatcagctg
caagcgtcac
ttggcccctyg
ceccttteotgg
cttggtccca
caagtgggcc
ggaagggacyg
tgctgacagg
ggtgtgcagt
tgtgccagca
cacttcaagg
caaatccagc
gcctcaaata

Thr
15

Asn

Ala

Ser
30
Lys Thr

Asp Cys

Ser Ser

Glu Lys
95
Bla Leu
110

Pro Ser

ggctgctggt
aggcaggacg
totgggtgtg
tctgtactge
tgctagtgcc
cceggectge
ctgccagage
cctgetgggt
accgcccaga
atcccacagt
ggtcaggcce
agctgcccte
agggttcect
gtccccaggg
gcacgtgaga
gcctggagag
gcagectttg
cagtecctgecce
aatacagatg

Cys
Thr
Ala
Gly
80

Leu

Ser

Leu

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600

720
780
840
200
960
1020
1080
1140
1145



10

15

20
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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
35 40 45
Val Thr Val Ser Ala Ser Ala Gly Ile Gly Asn Leu Val Thr Phe Gly
50 25 60
His Ser Leu Ser Lys Thr Cys Ser Pro Ala Cys Pro Ile Pro Glu Gly
65 70 15 80
Val Asn Val Gly Val Ala Ser Met Gly Ile Ser Cys Cys Gln Ser Phe
85 90 95
Leu Cys Asn Phe Ser Ala Ala Asp Gly Gly Leu Arg Ala Ser Val Thr
100 105 110
Leu Leu Gly Ala Gly Leu Leu Leu Ser Leu Leu Pro Ala Leu Leu Arg
115 120 125
Phe Gly Pro
130
<210> 15
<211> 550
<212> ADN
<213> Homo Sapiens
<400> 15
ccagtctgtec goccacctecac ttggtgtcoctg ctgtccccge caggcaagcocc tggggtgaga
gcacagagga gtgggccggg accatgoggg ggacgoggct ggegetcctg gegetggtge
tggctgcoccty cggagagctg gocgccggoccocc tgogctgcocta cgtctgtccg gagcccacag
gagtgtecgga ctgtgtcace atcgccacct gcaccaccaa cgaaaccatg tgcaagacca
cactctactc ccgggagata gtgtacccocct tccaggggga ctccacggtg accaagtect
gtgccagcaa gtgtaagccc tcocggatgtgg atggcatcogg ccagaccctg cccgtgtect
gctgcaatac tgagctgtgc aatgtagacg gggcgocccgc tctgaacagc ctecactgcg
gggccctecac gcteccteccocca ctcttgagec tccgactgta gagtcccococgc ccacccccat
ggeccctatge ggoccagece cgaatgecett gaagaagtge cccctgcace aggaaaaaaa
dddddddadd
<210> 16
<211> 125
<212> PRT
<213> Homo Sapiens
<400> 16
Met Arg Gly Thr RArg Leu Ala Leu Leu Ala Leu Val Leu Ala Ala Cys
1 5 10 15
Gly Glu Leu Ala Pro Ala Leu Arg Cys Tyr Val Cys Pro Glu Pro Thr
20 25 30
Gly Val Ser Asp Cys Val Thr Ile Ala Thr Cys Thr Thr Asn Glu Thr
35 40 45
Met Cys Lys Thr Thr Leu Tyr Ser Arg Glu Ile Val Tyr Pro Phe Gln
50 55 &0
Gly Asp Ser Thr Val Thr Lys Ser Cys Ala Ser Lys Cys Lys Pro Ser
65 70 15 80
Asp Val Asp Gly Ile Gly Gln Thr Leu Pro Val Ser Cys Cys Asn Thr
85 90 95
Glu Leu Cys Asn Val Asp Gly Ala Pro Ala Leu Asn Ser Leu His Cys
100 105 110
Gly Ala Leu Thr Leu Leu Pro Leu Leu Ser Leu Arg Leu
115 120 125

<210> 17

<211> 3901

<212> ADN

<213> Homo Sapiens
<400> 17

78

60

120
180
240
300
360
420
480
540
350



aagatggcgg
ctgctgotat
cagggtcoccg
ggtcagcage
caacagcaac
cggcggggag
gaggacgtga
tgocctgeagg
tggaattata
tgcaaatcta
atggtttcct
attaccaaga
gactgcaaaa
gcacattcac
gaaagagaac
gagctgtcat
cgggagegtt
aaccataaat
aagctgattg
ttgaagaaat
tacttgttaa
cagggggaga
atcatcctaa
cggaccctac
tgccagcagyg
gatcgagectt
tctggagace
gaagactgtg
gaccctgtee
tggaatgaga
gocctaccogea
aggatcctac
ctgattgatc
cttcaggace
gagttagaat
attcagaact
tgtctgatac
cacttoccage
aaggaggacyg
ctgagcacga
aagtgccgca
ccagatctat
ggcaacgcte
caccaaaaag
ctcatgaggg
atgttgcagt
atgataacca
aaagcctgta
gattcagaat
ctgtcttcag
cgcctggate
gaagcagcag
aagatcaaaa
gacatctttg

gcagccatca
aagcgggtga
agttacgcag
acgtctccat
ctgattggcc
tagagccacc
tgtatagcat
attagcagat
tcctcctcac
cttgggttta
agaaccaact
a

cgtgtggacg
tegoggoegg
gggccaactt
tgcocococcaget
agcagcttca
gagcgggggc
ccocgogtgtyg
atgtgaggga
agctgaacct
ctataacaga
gcttagtgga
tgacggccat
atgacatcaa
aaggtgaggt
ccaagattca
cggatgactt
tttgtgaaaa
ttgaagaatc
cccaggatta
accggtgcaa
tgtgecctgga
tgctggatta
gctgtoeggag
actgtctgat
cgcttcaaac
tgaatgaagc
caatgatctt
aacaccgtot
tgtaccgcaa
ccagtgaatt
ctgaggaaca
accagcgtge
tgggaaaatg
atctggatga
cagaggatat
tctgccacga
agaacaaaca
tggtgcagat
tgttgaagect
ceogbtgogeaa
ggcagcteeg
acgaagcctyg
agattatcga
tatttaagect
tctgcaagca
gcttgaagca
agcgocagat
aagctgacat
tagaaggaca
actgtgaaga
ctcagctcca
cccaagagca
cagaattgtg
ttgacceoggt

ccecctggecyg
ggttacagcc
caaaggtggc
ctaagaacta
tgatgtgtgg
ttgaccacca
ccccactcac
gtccactgcg
cgtgcagcag
cctgcctgta
cacctgacct
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tgtacggagg
ggcocgagaaa
tgtgtcctte
gcttcagtca
gcocgocgceag
Lggtgggggc
ccctaagcac
goectgaaaat
aactacagat
gattaaagaa
tcaccgaggec
catttttagt
cattctgaaa
ggtatcatgec
agtttctgaa
tcacttagac
tacacaagct
catgagtgaa
taaagtcagt
tgtggaaaac
gtcagectgta
ccgacgcatg
ggagattgaa
gaaagtagtt
actgattcag
ttgtgaatct
gtegtgectg
cttagagctg
gtgccaggga
tatgcctcag
gggaaggagg
catggatgtec
gtgcagtgag
cttggtggtyg
tcaaatagaa
tgtggcagat
ccagaaggac
gaaggatttt
ttgcccaaac
tgacactctg
tgtggaggag
caagagtgac
atgtctgaaa
gcaggagaca
gatgataaag
aaataaaaac
cacccagaac
tcctaaatte
agtcatctct
ccagatcoga
gctgcactge
gacaggtcag
taaaaaggaa
acttcatact

cgggcgtcaa
cgagtgcaaa
cccagcagat
cattctctct
acggatcacc
aaggaactac
ctcgctcttc
ttgtcccate
cagcagctgg
gacaagtctec
gcaactcaaa

atgttococget
ctceccggeoe
gtagggcagg
tcgecagette
ccgcctttece
tggaagctgg
acctggagca
gaaatttectt
cccaaatttg
tgtgctgatyg
aacatcactg
gattaccgtt
tgtggcagta
ttggagaaag
ctcbgcaaga
cggcatttat
ggtgagggca
aagtgtcgag
tattcattgg
cttococgegat
cacagagggc
ttgatggaag
caccattgtt
cgaggggaga
gagactgacc
gtaatccaga
atggaacatt
cagtatttca
gacgettcte
ggagctgtgt
ctctcacggg
aagctggatc
aaaacagaga
gagtgtagag
gecttgetga
aaccagatag
atgaacgaga
cggttttcott
ataaaaaaga
caggaagcca
ctggagatga
atcaaaaact
gaaaacaaga
gagatgatgg
aggttctgte
agtgaattga
acagattacc
tgtcacggta
tgcctgaage
atcattatcc
tcagacgaga
gtggaggagt
gtgctaaaca
gcttgtgecce

atgtcctgte
aagcgectca
ggcttctctg
gtgatcagtg
aagcgagtga
ctatccagtg
tcagaagtga
cagcctccac
tcgetggggt
tctcatacca
ggctttttta

79

tgteggegge
atggocgtoca
cocggaggcgg
agcagcaaca
cggcgggtgg
cggaggaaga
acaacctgge
cagactgcaa
aatctgtgge
aaccggttgg
agtatcagtg
taatctgtgg
ttcggotigg
gcctggtgaa
aagccattct
attttgecttg
gagtgtataa
aagcacttac
ccaaatcctg
cgcgtgaage
gacaagtcag
acttttcbet
ccggattaca
aggggaacct
ctggtgcaga
cagcctgcaa
tatacacaga
tctocoggga
gtctttgeca
tctoctbgtit
agtgccgage
ctgcecctoca
ctggacagga
atatagttgg
tgagagcctyg
actctgggga
agtgtgccat
acaagtttaa
aggtggacgt
aggagcacag
cggaggacat
tctgtteege
agcagctaag
acccagaget
cggaagcaga
tggatcccaa
gcttaaaccc
tcctgactaa
tgagatatge
aggagtccgo
tcteccagtct
gcctcaaggt
tgctgaagga
tggacattaa

tcatggaagc
atgaccggat
atcttgccat
ggagcatctg
cacgagagct
cccagtttgt
caccaacccc
tcgtgtecat
tactgeccttt
acagaacttc
agaaaaccac

gctgcatetyg
cagocagggeo
cggocccggoyg
gcagcagcag
gccteocggee
gtcctgecagg
ggtgctecgag
tcatttgttg
cagagaggtt
aaaaggttac
tcaccagtac
cttcatggat
agaaaaggat
agaagcagaa
cocgggtggct
ccgagatgat
gtgcctettt
aacccgccaa
taaaagtgac
caggctctce
cagtgagtge
gagccctgag
tcgaaaaggg
tggaatgaac
ttaccgecatt
acatataaga
gaagatggta
ttggaagctyg
cacccacggt
atacagacac
tgaagtccaa
ggataagtgc
goctggagtge
caacctcact
tgagcccata
cctgatggag
cggagttacc
aatggecctge
ggtgatctge
ggtgtccctyg
ccgettggag
tgtgcaatat
cacccgctge
agactacacc
ttctaaaacc
atgcaaacaqg
catgttaaga
ggccaaggat
tgaccagcge
cctggactac
atgtgctgaa
caacctgecte
aagcaaagca
acaccactgc

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
1060
3120
3180
3240

actggaggat
tgagatgtgg
gcaagtaatg
tatattgttc
caaggacagg
acagccctct
gtgttagagc
ggtgtcctce
gtttggcaaa
cggtacttce
caaaaaaaaa

3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3901



<210> 18
<211> 1179
<212> PRT

<213> Homo Sapiens

<400> 18

HMet
Leu
His
Phe
Gln
Gln
Pro
Ala
His
Arg
145
Asn
Arg
Glu
Gly
Ala
225
Cys
Glu
Gly
Glu
Asp

305
Glu

Ala
His
Gly
Val
Leu
Gln
Pro
Glu
Thr
130
Glu
Tyr
Glu
Pro
Asn
210
Ile
Lys
Lys
Leu
Leu
290

Phe

Arg

Ala
Leu
Val
35

Gly
Leu
Gln
Ala
Glu
115
Trp
Pro
Lys
val
Val
195
Ile
Ile
Asn
Asp
Val
275
Cys
His

Phe

Cys
Leu
20

His
Gln
Gln
Gln
Arg
100
Glu
Ser
Glu
Leu
Cys
180
Gly
Thr
Phe
Asp
Ala
260
Lys
Lys

Leu

Cys

Gly
Leu
Ser
Ala
Ser
Leu
Arg
Ser
Asn
Asn
Asn
165
Lys
Lys
Glu
Ser
Ile
245
His
Glu
Lys
Asp

Glu
325
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Arg
Leu
Gln
Gly
Ser
Gln
Gly
Cys
Asn
Glu
150
Leu
Ser
Gly
Tyr
Asp
230
Asn
Ser
Ala
Ala
Arg

310
Asn

Val
Phe
Gly
Gly
Gln
Pro
Gly
Arg
Leu
135
Ile
Thr
Thr
Tyr
Gln
215
Tyr
Ile
Gln
Glu
Ile
295
His

Thr

Arg Arg

Ala Ala
25

Gln Gly

40

Gly Gly

Leu Gln
Pro Gln
Ala Gly

105
Glu Asp

120
Ala Val

Ser Ser
Thr Asp
Ile Thr
185
Met Val
200
Cys His
Arg Leu
Leu Lys
Gly Glu
265
Glu Arg
280
Leu Arg
Leu Tyr

Gln Ala

80

Met
10

Gly
Pro
Pro
Gln
Pro
Ala
val
Leu
Asp
Fro
170
Glu
Ser
Gln
Ile
Cys
250
Val
Glu
Val
Phe

Gly
330

Phe
Ala
Gly
Ala
Gln
Pro
Gly
Thr
Glu
Cys
155
Lys
Ile
Cys
Tyr
Cys
235
Gly
Val
Pro
Ala
Ala

315
Glu

Arg
Glu
Ala
Gly
Gln
Fhe
Gly
Arg
Cys
140
Asn
Phe
Lys
Leu
Ile
220
Gly
Ser
Ser
Lys
Glu
300
Cys

Gly

Leu
Lys
Asn
45

Gln
Gln
Pro
Gly
Val
125
Leu
His
Glu
Glu
Val
205
Thr
Phe
Ile
Cys
Ile
285
Leu

Arg

Arg

Ser
Leu
30

Phe
Gln
Gln
Ala
Trp
110
Cys
Gln
Leu
Ser
Cys
190
Asp
Lys
Met
Arg
Leu
270
Gln
Ser

Asp

Val

Ala
15

Fro
Val
Leu
Gln
Gly
Lys
Pro
Asp
Leu
Val
175
Ala
His
Met
Asp
Leu
255
Glu
Val
Ser

Asp

Tyr
335

Ala
Gly
Ser
Pro
Gln
Gly
Leu
Lys
Val
Trp
160
Ala
Asp
Arg
Thr
Asp
240
Gly
Lys
Ser
Asp
Arg

320
Lys



Cys
Glu
Ser
Cys
385
Leu
Ser
Asp
Glu
Leu
465
Gln
Tyr

Thr

Arg
545
Pro
Thr
Fhe
Arg
Arg
625
Ile
Leu
Asp
Glu
His
705
Leu
Gly
Tyr
Asn
Arg
785
Cys

Arg

Leu
Ala
Tyr
370
Asn
Leu
Glu
Phe
His
450
Gln
Arg
Ala
Met
530
Leu
Val
His
Ser
Leu
610
Ala
Asp
Glu
Ile
Ala
630
Asp
Ile
Val
Lys
Ile
770
Asn

Arg

Leu

Phe
Leu
355
Ser
Val
Met
Cys
Ser
435
His
Lys
Ala
Ile
Cys
515
Glu
Leu
Leu
Gly
Cys
595

Ser

Het

Cys
Val
675
Leu
Val
Gln
Thr
Phe
755
Lys
Asp
Arg

Glu

Asn
340
Thr
Leu
Glu
Cys
Gln
420
Leu
Cys
Val
Leu
Asp
500
Lys
His
Glu
Tyr
Trp
580
Leu
Arg
Asp
Gly
Leu
660
Gly
Leu
Ala
Asn
His
740
Lys
Lys
Thr
Gln

Pro

His
Thr
Ala
Asn
Leu
405
Gly
Ser
Ser
Val
Gln
485
Arg
His
Leu
Leu
Arg
565
Asn
Tyr
Glu
Val
Lys
645
Gln
Asn
Met
Asp
Lys
725
Fhe
Met
Lys
Leu
Leu

805
Asp
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Lys
Arg
Lys
Leu
330
Glu
Glu
Pro
Gly
Arg
470
Thr
Ala
Ile
Tyr
Gln
550
Lys
Glu
Arg
Cys
Lys
630
Trp
Asp
Leu
Arg
Asn
710
His
Gln
Ala
Val
Gln
790
Arg

Leu

Fhe
Gln
Ser
375
Pro
Ser
Met
Glu
Leu
455
Gly
Leu
Leu
Arg
Thr
535
Tyr
Cys
The
His
Arg
615
Leu
Cys
His
Thr
Ala
695
Gln
Gln
Leu
Cys
Asp
175
Glu
val

Tyr

Glu Glu
345

Lys Leu

360

Cys Lys

Arg Ser
Ala Val

Leu Asp
425

Ile Ile

440

His Arg

Glu Lys
Ile Gln
Asn Glu
505
Ser Gly
520
Glu Lys
FPhe Ile
Gln Gly
Ser Glu
S5B5
Bla Tyr
600
Ala Glu
Rsp Pro
Ser Glu
Leu Asp
665
Glu Leu
680
Cys Glu
Ile Asp
Lys Asp
Val Gln
745
Lys Glu
760
Val val
Ala Lys
Glu Glu

Glu Ala

81

Ser
Ile
Ser
Arg
His

410
Tyr

Lys
Gly
Glu
490
Ala
Asp
Met
Ser
Asp
570
Phe
Arg
Val
Ala
Lys
650
Asp
Glu
Pro
Ser
Met
T30
Met
Asp
Ile
Glu
Leu

810
Cys

Met
Rla
Asp
Glu
395
Arg
Arg
Ser
Gly
Asn
475
Thr
Cys
Pro
Val
Arg
555
Ala
Met
Thr
Gln
Leu
635
Thr
Leu
Ser
Ile
Gly
715
Asn
Lys
Val
Cys
His
795
Glu

Lys

Ser
Gln
Leu
380
Ala
Gly
Arg
Cys
Arg
460
Leu
Asp
Glu
Met
Glu
540
Asp
Ser
Pro
Glu
Arg
620
Gln
Glu
Val
Glu
Ile
700
Asp
Glu
Asp
Leu
Leu
780
Arg
Met

Ser

Glu
Asp
365
Lys
Arg
Arg
Met
Arg
445
Thr
Gly
Pro
Ser
Ile
525
Asp
Trp
Arg
Gln
Glu
605
Ile
Asp
Thr
Val
Asp
685
Gln
Leu

Lys

Lys
165
Ser
Val
Thr

Asp

Lys
350
Tyr
Lys
Leu
Gln
Leu

430
Gly

Met
Gly

Val
510

Leu-

Cys

Lys

Gly
590
Gln
Leu
Lys
Gly
Glu
870
Ile
Asn
Met
Cys
Arg
750
Leu
Thr
Ser

Glu

Ile

Cys
Lys
Tyr
Ser
Val
415
Met
Glu
His
Asn
Ala
495
Ile
Ser
Glu
Leu
Cys
575
Ala
Gly
His
Cys
Gln
655
Cys
Gln
Phe
Glu
Ala
735
Fhe
Cys
Thr
Leu
Asp

815
Lys

Arg
Val
Arg
Tyr
400
Ser
Glu
Ile
Cys
Cys
480
Asp
Gln
Cys
His
Asp
560
His
Val
Arg
Gln
Leu
640
Glu
Arg
Ile
Cys
Cys
720
Ile
Ser
Pro
Val
Lys
800
1le

Asn



<210> 19

<211> 3779
<212> ADN

Phe Cys
Glu
850
Leu

Lys

Lys
865
Met Arg

Ser Lys

Met Asp
Thr
930
Ile

Asn

Asp
945
Ser Glu

Asp Gln

Gln Glu

Cys Ser

820
Ser Ala
835

Asn

Val

Lys Lys

Gln Glu Thr

Val Cys Lys

885

Thr Met Leu
00

Pro Lys

915

Asp

Cys

Tyr Arg

Pro Lys Phe

Leu Glu Gly
965
Leu Ser
980

Ala

Arg

Ser
995
Asp

Leu

Glu Ile

1010

Glu
1025
Ile Lys

Gln

Ser Lys

Leu Asp

Gln Met

Thr Gly Gln

Thr Glu Leu

104
Ala Asp Ile
1060
Ile Lys His
1075

Ser Cys Leu

1090

Gln
1105
Tyr Ala

Pro

Gln Val
Gly Ser

Thr Lys

Glu Cys Lys

Ala Lys Val

112

Thr Ser
1140

Ile Cys Ile

1155

Arg Val Thr

Met

1170

<213> Homo Sapiens

<400> 19

gcgtcgaget
cttgteggcg
ccagggcgtc
ggccggaggc
tcagcagcaa
cccggogggt
ggcggaggaa
caacaacctg

cgccgcggac
gegctgcatc
cacagccagg
ggcggeccgd
cagcagcagc
gggccteegg
gagtcctgca
gcggtgctcg

ES 2379413 T3

Gln Tyr

Gly

825

Asn Ala

840

Gln Leu
855
Glu Met
870
Gln Met

Gln Cys

Lys Gln

Ser

Met

Ile

Leu

Met

Thr Arg

Asp Pro

Gln
Cys

Glu

830

Ile Ile
845
His Gln
860

Leu Asp

875

Lys Arg
890
Lys Gln
905

Ile Thr

920

Asn
935
His

Leu

Cys
950
Gln Val

Ser Asp

Asp Tyr

Pro
Gly
Ile
Cys

Arg

Met Leu

Ile Leu

Phe
Asn
Lys
Arg

Thr

Cys Pro

Lys Asn

Glu
Lys
Tyr
Glu

Ser

Cys Leu

Val Phe

Thr Leu
880
Ala Asp
895

Glu Leu

910

Gln
925
Ala

Arg

Lys
940

Lys Ala

955

Cys
970
Asp

Ser

Glu
985

Leu Asp

1000

Ser
1015
Val
1030
Cys Lys
5
Phe Val

His Cys

Ser Leu
Glu Glu
Lys
Asp

Ala

Cys Ala

Cys Leu

Leu
Gln
Pro
Glu

Lys

Lys Leu

Ile Arg

Ile
Cys
Lys
Arg

Ile

Thr Gln

Lys Ala

Asp Asp
960
Tyr Ala
975

Ile Ile

990

Gln Leu

1005

1020

1035

Glu Vval

1050

1065
Ala

1080

Met Glu
1095

Lys Arg

1110

Ala Pro

5

Pro Ser

Leu Phe

Ala
Leu
Ala
Lys

Leu

Leu

Asn

Leu Asn Met Leu

Pro Val Leu His Thr Ala

Gln

Glu Ala Ala

Val Asn Leu

Leu His

Ala Gln

Leu Lys

1040
Lys Glu

1055

Cys Ala

1070

Ile Thr Pro Gly Arg Gly

1085

Glu Asp Lys Arg Val Arg

1100

Asp Arg Ile Glu Met Trp

1115

Asp
1130

Asn

1145

1160

Arg Glu
1175

tcaagatggc
tgctgctget
gccagggtcc
cgggtcagca
agcaacagca
cccggcgggg
gggaggacgt
agtgcctgca

ggcgtgtgga
attcgeggee
cggggccaac
gctgcoccccag
acagcagcct
aggagcgggg
gacccgegtg
ggatgtgagg

82

Gly Phe Ser Asp Leu Ala

Arg
Leu

Ser
1120
Met
1135

Tyr Ile Leu Ser Val Ile Ser

1150

1165

Leu Lys Asp Arg

cgtgtacgga
ggggccgaga
tttgtgtcct
ctgcctcagt
cagccgeccge
gctggtgggg
tgccctaagce
gagcctgaaa

Ile Gly Leu Met Cys Gly Arg Ile

ggatgttccyg
aactccccgg
tcgtagggca
catcgcagct
agccgecttt
gctggaaget
acacctggag
atgaaatttc

60

120
180
240
300
360
420
480



<210> 20
<211> 1203
<212> PRT

ttcagactgc
tgaatctgtg
tgaaccggtt
tgagtatcag
tttaatctgt
tattcggett
aggcctggtg
gaaagccatt
atattttget
cagagtgtat
agaagcactt
ggccaaatece
atcgogtgaa
gcgacaagtc
agacttttct
ttccggatta
gaaggggaac
cocctggtgea
gacagcctge
tttatacaca
catctcocogg
togtetttge
gttctettgt
ggagtgcocga
tocctgooccte
gactggacag
agatatagtt
gatgagageoc
agactctggg
gaagtgtgce
ttacaagttt
gaaggtggac
caaggagcac
gacggaggac
cttetgticc
gaagcagcta
ggacccagag
toccggaagca
gatggatcce
cogettaaac
tatcctgact
goctgagatat
ccaggagtcc
gatctccagt
gtgcocctcaag
catgctgaag
cctggacatt
tctcatggaa
caatgaccgg
tgatcttgece
tgggagcatc
gacacgagag
agtgtggtet
cttoccoccagac
aaagatggag

<213> Homo Sapiens

<400> 20

aatcatttgt
gcoccagagagg
ggaaaaggtt
tgtcaccagt
ggcttcatgg
ggagaaaaqgqg
aaagaagcag
ctccgggtgg
tgccgagatg
aagtgcctct
acaaccocgcc
tgtaaaagtg
gocaggetet
agcagtgagt
ctgagccocctyg
catcgaaaaq
cttggaatga
gattaccgca
aaacatataa
gagaagatgg
gattggaagec
cacacccacg
ttatacagac
gctgaagtee
caggataagt
gagctggagt
ggcaacctca
tgtgagccca
gacctgatgy
atcggagtta
aaaatggcct
gtggtgatct
agggtgtecec
atccgettgg
gctgtgcaat
agcacceget
ctagactaca
gattctaaaa
aaatgcaaac
cccatgttaa
aaggccaagg
gctgaccage
gococctggact
ctatgtgctg
gtcaacctge
gaaagcaaag
aaacaccact
gcactggagg
attgagatgt
atgcaagtaa
tgtatattgt
ctcaaggaca
caggatgtga
aagctecttt
gatttaaaaa
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tgtggaatta
tttgcaaate
acatggtttc
acattaccaa
atgactgcaa
atgcacattc
aagaaagaga
ctgagectgtec
atcgggagcg
ttaaccataa
aaaagctgat
acttgaagaa
cctacttgtt
gocaggggga
agatcatcet
ggocggaccct
actgccagca
ttgatcgage
gatctggaga
tagaagactg
tggaccctgt
gttggaatga
acgcctaccg
aaaggatcct
gcctgattga
gccttcagga
ctgagttaga
taattcagaa
agtgtctgat
cccacttceca
gcaaggagga
gectgageac
tgaagtgccg
agccagatcot
atggcaacge
gcoccaccaaaa
cocctecatgag
ccatgttgeca
agatgataac
gaaaagcctg
atgattcaga
goctgtette
accgectgga
aagaagcagc
tcaagatcaa
cagacatctt
gcgcagocat
ataagcgggt
ggagttacgc
tgacgtctece
tectgattgg
ggctacaata
caggcagtce
gtgectctac
adaaaaaaaa

taagctgaac
tactataaca
ctgcttggtg
gatgacggce
aaatgacatc
acaaggtgag
acccaagatt
atcggatgac
tttttgtgaa
atttgaagaa
tgcccaggat
ataccggtge
aatgtgcchg
gatgctggat
aagctgtecgg
acactgtctg
ggcgcttcaa
tttgaatgaa
cccaatgatc
tgaacaccgt
cctgtaccge
gaccagtgaa
cactgaggaa
acaccagocgt
tctgggaaaa
ccatctggat
atcagaggat
cttctgocac
acagaacaaa
gctggtgcag
cgtgttgaag
gaccgtgege
caggcagctc
atacgaagcc
tcagattatec
agtatttaag
ggtctgcaag
gtgcttgaag
caagcgocag
taaagctgac
attagaagga
agactgtgaa
toccteagete
agcccaagag
aacagaattg
tgttgacccg
cacccoctgge
gaggttacag
agcaaaggtg
atctaagaac
cctgatgtgt
caggtcagag
agcctgacct
gtggagaggg
aaaaaaaaaa

83

ctaactacag
gagattaaag
gatcaccgag
atcattttta
aacattctga
gtggtatcat
caagtttctg
tttcacttag
aatacacaag
tccatgagtg
tataaagtca
aatgtggaaa
gagtcagctg
taccgacgca
ggggagattg
atgaaagtag
acactgattc
gcttgtgaat
ttgtcgtgec
ctcttagagc
aagtgccagg
tttatgccte
cagggaagga
goccatggatg
tggtgcagtg
gacttggtgg
attcaaatag
gatgtggcag
caccagaagy
atgaaggatt
ctttgcccaa
aatgacactc
cgtgtggagg
tgcaagagtyg
gaatgtctga
ctgcaggaga
cagatgataa
caaaataaaa
atcacccaga
attcctaaat
caagtcatct
gaccagatecc
cagctgcact
cagacaggtc
tgtaaaaagg
gtacttcata
cgogggcgte
ccogagtgea
gococcagcag
tacattctet
ggacggatca
acaatggctt
ttctgcacac
tgtggaaagt
aaagaaaaaa

atcccaaatt
aatgtgctga
gcaacatcac
gtgattaccg
aatgtggcag
gcttggagaa
aactctgcaa
accggeattt
ctggtgaggg
aaaagtgtcg
gttattcatt
accttccgeg
tacacagagg
tgttgatgga
aacaccattg
Ltcgagggga
aggagactga
ctgtaatcca
tgatggaaca
tgcagtattt
gagacgcttc
agggagctgt
ggotoctcacg
tcaagctgga
agaaaacaga
tggagtgtag
aagccttget
ataaccagat
acatgaacga
tteggtttte
acataaaaaa
tgcaggaagc
agctggagat
acatcaaaaa
dagaaaacaa
cagagatgat
agaggttctg
acagtgaatt
acacagatta
tectgtcacgg
cttgocctgaa
gaatcattat
gcotcagacga
aggtggagga
aagtgctaaa
ctgcttgtge
aaatgtccty
aaaagcgeoct
atggcttctc
ctgtgatcag
ccaagcgagt
ataaaggttt
tccagacaaa
tatcacatta
aaaaaaaaa

540

600

660

720

T80

840

900

960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2840
2940
3000
2060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
1540
3600
3660
3720
3779



Met
Leu
Gln
Phe
Gln
Gln
Pro
Ala
His
Arg
145
Asn
Arg
Glu
Gly
Ala
225
Cys
Glu
Gly
Glu
Asp
305
Glu
Cys
Glu
Ser
Cys
385
Leu
Ser
Asp
Glu

Leu
465

Ala
His
Gly
Val
50

Leu
Gln
Pro
Glu
Thr
130
Glu
Tyr
Glu
Pro
Asn
210
Ile
Lys
Lys
Leu
Leu
290
Phe
Arg
Leu
Ala
Tyr
370
Asn
Leu
Glu
FPhe
His

450
Met

Ala
Leu

Val
35
Gly

Pro
Gln
Ala
Glu
115
Trp
Pro
Lys
Val
Val
195
Ile
Ile
Asn
Asp
val
275
Cys
His
FPhe
Phe
Leu
355
Ser
Val
Met
Cys
Ser
435
His

Lys

Cys
Leu
20

His
Gln
Gln
Gln
Arg
100
Glu
Ser
Glu
Leu
Cys
180
Gly
Thr
Fhe
Asp
Ala
260
Lys
Lys
Leu
Cys
Asn
340
Thr
Leu
Glu
Cys
Gln
420
Leu

Cys

Val

Gly
Leu
Ser
Ala
Ser
Pro
Arg
Ser
Asn
Asn
Asn
165
Lys
Lys
Glu
Ser
Ile
245
His
Glu
Lys
Asp
Glu
325
His
Thr
Ala
Asn
Leu
405
Gly
Ser

Ser

Val
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Arg

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

Gly

Arg
470

Val
Phe
Gly
Gly
Gln
Pro
Gly
Arg
Leu
135
Ile
Thr
Thr
Tyr
Gln
215
Tyr
Ile
Gln
Glu
Ile
295
His
Thr
Phe
Gln
Ser
375
Pro
Ser
Met
Glu
Leu

455
Gly

Arg Arg
Ala Ala

Gln Gly
40
Gly Gly

Leu Gln
FPro Gln

Ala Gly
105

Glu Asp

120

Ala Val

Ser Ser
Thr Asp

Ile Thr
185

Met Val

200

Cys His

Arg Leu
Leu Lys
Gly Glu
265
Glu Arg
280
Leu Arg
Leu Tyr
Gln Ala
Glu Glu
345
Lys Leu
360
Cys Lys
Arg Ser

Ala Val
425

Ile Ile

440

His Arg

Glu Lys

84

Met
Gly
Pro
Pro
Gln
Pro
Ala
Val
Leu
Asp
Pro
170
Glu
Ser
Gln
Ile
Cys
250
val
Glu
val
Phe
Gly
330
Ser
Ile
Ser
Arg
His
410
Tyr
Leu
Lys

Gly

Phe
Ala
Gly
Ala
Gln
Pro
Gly
The
Glu
Cys
155
Lys
Ile
Cys
Tyr
Cys
235
Gly
Val
Pro
Ala
Ala
315
Glu
Met
Ala
Asp
Glu
395
Arg
Arg
Ser
Gly

Asn
475

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

Leu

Leu
Lys
Asn
45

Gln
Gln
Fro
Gly
Val
125
Leu
His
Glu
Glu
Val
205
Thr
Fhe
Ile
Cys
Ile
285
Leu
Arg
Arg
Glu
Asp
365
Lys
Arg
Arg
Met
Arg
445
Thr

Gly

Ser
Leu
30

Fhe
Gln
Gln
Ala
Trp
110
Cys
Gln
Leu
Ser
Cys
190
Asp
Lys
Met
Arg
Leu
270
Gln
Ser
Asp
val
Lys
350
Tyr
Lys
Lew
Gln
Leu
430
Gly
Leu

Met

Ala
Pro
Val
Leu
Gln
Gly
Lys
Pro
Asp
Leu
val
175
Ala
His
Met
Asp
Leu
255
Glu
Val
Ser
Asp
Tyr
335
Cys
Lys
Tyr
Ser
Val
415
Met
Glu
His

Asn

Ala
Gly
Ser
Pro
Gln
Gly
Leu
Lys
Val
Trp
160
Ala
Asp
Arg
Thr
Asp
240
Gly
Lys
Ser
hsp
Arg
320
Lys
Arg
val
Arg
Tyr
400
Ser
Glu
Ile
Cys

Cys
480



Gln
Tyr
Thr
Leu
Arg
545
Pro
Thr
Phe
Arg
Arg
625
Ile
Leu
Asp
Glu
His
705
Leu
Gly
Tyr
Asn
Arg
785
Cys
Arg
Phe
Lys
Lys
865
Met

Ser

Met

Asp
945
Ser

Gln
Arg
Ala
Met
530
Leu
Val
His
Ser
Leu
610
Ala
Asp
Glu
Ile
Ala
690
Asp
Ile
val
Lys
Ile
770
Asn
Arg
Leu
Cys
Glu
B50
Leu
Arg
Lys
Asp
Thr
930

Ile

Glu

Ala
Ile
Cys
515
Glu
Leu
Leu
Gly
Cys
585
Ser
Met
Leu
Cys
Val
675
Leu
Val
Gln
Thr
FPhe
755
Lys
Asp
Arg
Glu
Ser
835
Asn
Gln
Val
Thr
Pro
915
Asp

Pro

Leu

Leu
Asp
500
Lys
His
Glu
Tyr
Trp
580
Leu
Arg
Asp
Gly
Leu
660
Gly
Leu
Ala
Asn
His
740
Lys
Lys
Thr
Gln
Pro
820
Ala
Lys
Glu
Cys
Met
900
Lys
Tyr
Lys

Glu

Gln
485
Arg
His
Leu
Leu
Arg
565
Asn
Tyr
Glu
val
Lys
645
Gln
Asn
Met
Asp
Lys
725
Fhe
Met

Lys

Leu
B80S
Asp
val
Lys
Thr
Lys
885
Leu
Cys
Arg

Phe

Gly
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Thr
Ala
Ile
Tyr
Gln
550
Lys
Glu
Arg
Cys
Lys
630
Trp
Asp
Leu
Arg
Asn
710
His
Gln
Ala
Val
Gln
790
Arg
Leu
Gln
Gln
Glu
870
Gln
Gln
Lys
Leu
Cys

950
Gln

Leu
Leu
Arg
Thre
535
Tyr
Cys
Thre
His
Arg
615
Leu
Cys
His
Thr
Ala
695
Gln
Gln
Leu
Cys
Asp
775
Glu
Val
Tvyr
Tyr
Leu
855
Met
Met
Cys
Gln
Asn
935
His

Val

Ile
Asn
Ser
520
Glu
Phe
Gln
Ser
Ala
600
Ala
Asp
Ser
Leu
Glu
680
Cys
Ile
Lys
Val
Lys
Te0
Val
Ala
Glu
Glu
Gly
840
Ser
Met
Ile
Leu
Met
920
Fro

Gly

Ile

Gln
Glu
505
Gly
Lys
Ile
Gly
Glu
585
Tyr
Glu
Pro
Glu
Asp
665
Leu
Glu
Asp
Asp
Gln
745
Glu
Val
Lys
Glu
Ala
825
Asn
Thr
Asp
Lys
Lys
905
Ile
Met

Ile

Ser

85

Glu
4390
Ala
Asp
Met
Ser
Asp
570
Fhe
Arg
Val
Ala
Lys
630
Asp
Glu
Pro
Ser
Met
730
Met
Asp
Ile
Glu
Leu
810
Cys
Ala
Arg
Fro
Arg
890
Gln
Thr
Leu

Leu

Cys

Thr
Cys
Pro
Val
Arg
555
Ala
Met
Thr
Gln
Leu
635
Thr
Leu
Ser
Ile
Gly
715
Asn
Lys
Val
Cys
His
795
Glu
Lys
Gln
Cys
Glu
875
FPhe
Asn
Lys
Arg
Thr

955
Leu

Asp
Glu
Met
Glu
540
Asp
Ser
Pro
Glu
Arg
620
Gln
Glu
Val
Glu
Ile
700
Asp
Glu
Asp
Leu
Leu
T80
Arg
Met
Ser
Ile
His
860
Leu
Cys
Lys
Arg
Lys
940
Lys

Lys

Pro
Ser
Ile
525
hAsp
Trp
Arg
Gln
Glu
605
Ile
Asp
Thr
Val
Asp
685
Gln
Leu
Lys
Phe
Lys
765
Ser
val
Thr
Asp
Ile
845
Gln
Asp
Pro
Asn
Gln
925
Ala

Rla

Leu

Gly
val
510
Leu
Cys
Lys
Leu
Gly
590
Gln
Leu
Lys
Gly
Glu
670
Ile
Asn
Met
Cys
Arg
750
Leu
Thr
Ser
Glu
Ile
830
Glu
Lys
Tyr
Glu
Ser
9210
Ile
Cys
Lys

Arg

Ala
495
Ile
Ser
Glu
Leu
Cys
575
Ala
Gly
His
Cys
Gln
655
Cys
Gln
Phe
Glu
Ala
735
Phe
Cys
Thr
Leu
Asp
815
Lys
Cys
Val
Thr
Ala
895
Glu
Thr
Lys
Asp

Tyr

Asp
Gln
Cys
His
Asp
560
His
Val
Arg
Gln
Leu
640
Glu
Arg
Ila
Cys
Cys
T20
Ile
Ser
Pro
Val
Lys
800

Ile

Asn

Phe
Leu
880
Asp
Leu
Gln
Ala
Asp

960
Ala



<210> 21

<211> 2288
<212> ADN

Asp Gln Arg

Gln Glu Ser

995

Cys Ser Asp

1010

Glu Gln
1025

Ile Lys

Thr
Thr

Ser Lys Ala

Leu Asp
1075
Gln Met
1090
Gln Pro
1105

Tyr Ala
Gln Val

Gly Ser
1155

Thr Lys
1170

965
Leu Ser
980
Ala Leu

Glu Ile

Gly Gln

Glu Leu

1045
Ile Phe Val Asp Pro

Asp
1060

1140
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Ser
Asp
Ser
Val

1030
Cys

1110

Ala Lys Val Ala
1125

Met Thr Ser Pro
Ile Cys Ile Leu

Arg Val Thr Arg

Glu Thr Met Ala Tyr Lys

1185
Ser Pro Ala

<213> Homo Sapiens

<400> 21

1190

Asp Cys Glu
985
Tyr Arg Leu
1000
Ser Leu Cys
1015
Glu Glu Cys

Lys Lys Glu

970

Asp Gln Ile Arg Ile

Asp Pro Gln Leu Gln

Ala Glu Glu
1020
Leu Lys Val
1035
Val Leu Asn
1050
Val Leu His

1065

Ile Lys His His Cys Ala Ala

1080

Ser Cys Leu Met Glu Ala Leu

1095

Glu Cys Lys Lys Arg Leu Asn

Pro Ala Asp

Ser Lys Asn

1145

Ile Thr Pro

Glu Asp Lys
1100

975

Ile Ile
990

Leu His

1005

Ala
Asn
Met
Thr

Gly

1085

Arg

Ala Ala Gln

Leu Leu Lys
1040

Lys Glu

1055

Ala Cys Ala

1070

Arg Gly Arg

Leu

Val Arg Leu

Asp Arg Ile Glu Met Trp Ser

1115

1120

Gly Phe Ser Asp Leu Ala Met

1130

1135

Tyr Ile Leu Ser Val Ile Ser

1150

Phe Leu Ile Gly Leu Met Cys Gly Arg Ile

1160

1165

Glu Leu Lys Asp Arg Leu Gln Tyr Arg Ser

1175

1180

Gly Leu Val Trp Ser Gln Asp Val Thr Gly

86

1185

1200



<210> 22
<211> 309
<212> PRT

caaaaacttc
aaacaagaag
gatgatggac
gttctgteceg
tgaattgatg
agattaccgc
tcacggtatc
cctgaagctg
cattatccag
agacgagatc
ggaggagtgc
gctaaacatg
ttgtgcectyg
gtectgtete
gcgoctcaat
cttctctgat
gatcagtggyg
gcgagtgaca
atccagtgec
agaagtgaca
gccteocacte
gctggggtta

cataccaaca
ttttttaaga
gcatctoccte
caaagacagg
tcatctctca
gggcagccgt
tccagtttco
tggtctocte
gggaagggac
tectgagtee
cagccgtgte
caggaggcag
ggaagtggga
agagacaatg
acctttctge
agggtgtgga
aaaaaaaa

<213> Homo Sapiens

<400> 22

tgttccgoty
cagctaagca
ccagagctag
gaagcagatt
gatcccaaat
ttaaacccca
ctgactaagg
agatatgctg
gagtcogooo
tccagtctat
ctcaaggtca
ctgaaggaaa
gacattaaac
atggaagcac
gaccggattg
cttgeccatge
agcatctgta
cgagagctca
cagtttgtac
ccaaccoogt

gtgtccatgyg
ctgectttgt

gaacttccgg
aaaccaccaa
caggcttgat
acttggaggg
gaagcgcctt
tccccagget
accctaatca
gcttcattga
cggaagtttg
cggggcagca
tggaccggcc
gactgtggcg
goccagaggtt
gcttataaag
acactccaga
aagttatcac
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tgcaatatgg
coccgetgoca
actacaccct
ctaaaaccat
gcaaacagat
tgttaagaaa
ccaaggatga
accagecgect
tggactaccg
gtgctgaaga
acctgctcaa
gcaaagcaga
accactgcge
tggaggataa
agatgtggag
aagtaatgac
tattgttcct
aggacaggta
agccctettg
gttagagcat
tgtcctecte
ttggcagact

tacttccaga
Aaaaaaaaat
ttgggcaatg
gaagcacacc
ggggcctoge
gtgtggggte
gccactgotg
agcaaagcat
tgaagttgaa
ggatcccagg
ctgctgagge
ggaggggtce
tgactcactt
gtttagtgtg
caaacttccc
attaaaagat

caacgctcag
ccaaaaagta
catgagggtc
gttgcagtge
gataaccaag
agcctgtaaa
ttcagaatta
gtcttcagac
cctggatcct
agcagcagcc
gatcaaaaca
catctttgtt
agccatcacc
gcgggtgagg
ttacgcagca
gtctccatct
gattggcctg
gagccacctt
tatagcatcc
tagcagatgt
ctcctcaceg
tggtttacct

accaactcac
ttttttaaag
gggttatgte
acccagtgtg
cagggccgtyg
ctgctttott
gtcacagcce
gagccttect
cagtccatcc
aaccttecte
tacagtcact
ttgaagatgg
tgectttattt
gtctcaggat
agacaagctec

ggaggattaa

87

attatcgaat
tttaagctge
tgtaagcaga
ttgaagcaaa
cgocagatca
gctgacattec
gaaggacaag
tgtgaagacc
cagctccage
caagagcaga
gaattgtgta
gacccggtac
cctggoogeg
ttacagcccg
aaggtggccc
aagaactaca
atgtgtggac
gacCaccaaa
ccactcacct
ccactgogtt
tgcagcagca
gcctgtagte

ctgacctgca
aaaaaaatgt
tttcatatga
ccatgactga
gtcttcaccg
ctgctgagac
cacagccatg
agacaagggc
atctgcactyg
ctccagggea
ctggaagctc
gtgtggggag
ttcaggctac
gtgacaggca
ctttgtgecct
aaaaaaaaaa

gtctgaaaga
aggagacaga
tgataaagag
ataaaaacag
cccagaacac
ctaaattctg
tcatctettg
agatccgaat
tgcactgcte
caggtcaggt
aaaaggaagt
ttcatactgc
ggcgtcaaat
agtgcaaaaa
cagcagatgg
ttctctetgt
ggatcaccaa
ggaactacct
cgctettete
gtcccatcca
gcagctggte
aagtctetct

actcaaaggc
atatagtaac
ctgtgtaaaa
ggtgtctcgt
aggcgtgggt
agtgacgctt
ggtatttctyg
agctggggag
agaggctgga
gcacaggact
tgcgcttcat
cagtgggtca
aatacaggtec
gtccagecty
ctacgtggag
Adaaaaaaaa

60
120
180
240
o0
360
420
480
540
600
660
720
780
840
ano
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320

1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2288



Met
Met
Cys
Gln
Asn
65

His
Val
Asp
Tyr
Ser
145
Glu
Lys
Val
Cys
Glu
225
Arg
Pro

Ser

FPhe

<210> 23

<211> 2486

<212> ADN

<213> Homo Sapiens
<400> 23

Met
Ile
Leu
Met
Pro
Gly
Ile
Cys
Arg
130
Leu
Glu
Lys
Asp
Ala
210
Ala
Leu

Ala

Lys

Asp
Lys
Lys
Ile
Met
Ile
Ser
Glu
115
Leu
Cys
Cys
Glu
Fro
195
Ala
Leu
Asn
Asp
Asn

275
Ille

Pro
Arg
20

Gln
Thr
Leu
Leu
Cys
100
Asp
Asp
Ala
Leu
val
180
Val
Ile
Glu
Asp
Gly
260
Tyr

Gly

Glu
2

Phe
Asn
Lys
Arg
Thr
85

Leu
Gln
Pro
Glu
Lys
165
Leu
Leu
Thr
Asp
Arg
245
Fhe

Ile

Leu

290
Glu Leu Lys Asp Arg
305
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Leu
Cys
Lys
Arg
Lys
70

Lys
Lys
Ile
Gln
Glu
150
Val
Asn
His
Pro
Lys
230
Ile
Ser

Leu

Met

Asp
Pro
Asn
Gln
Ala
Ala
Leu
Arg
Leu
135
Ala
Asn
Met
Thr
Gly
215
Arg
Glu
Asp

Ser

Cys

Tye
Glu
Ser
Ile
Cys
Lys
Arg
Ile
120
Gln
Ala
Leu
Leu
Ala
200
Arg
Val
Met
Leu
val

280
Gly

Thr
Ala
25

Glu
Thr
Lys
Asp
Tyr
105
Ile
Leu
Ala
Leu
Lys
185
Cys
Gly
Arg
Trp
Ala
265
Ile

Arg

295

88

Leu
10

Asp
Leu
Gln
Ala
Asp
Ala
Ile
His
Gln
Lys
170
Glu
Ala
Arg
Leu
Ser
250
Met

Ser

Ile

Met
Ser
Met
Asn
Asp
15

Ser
Asp
Gln
Cys
Glu
155
Ile
Ser
Leu
Gln
Gln
235
Tyr
Gln
Gly

Thr

Arg
Lys
Asp
Thr
&0

Ile
Glu
Gln
Glu
Ser
140
Gln
Lys
Lys
Asp
Met
220
Pro
Ala
Val

Ser

Lys

Val
Thr
Pro
Asp
Pro
Leu
Arg
Ser
125
Asp
Thr
Thr
Ala
Ile
205
Ser
Glu
Ala
Met
Ile

285
Arg

Cys
Met
30

Lys
Tyr
Lys
Glu
Leu
110
Ala
Glu
Gly
Glu
Asp
190
Lys
Cys
Cys
Lys
Thr
270
Cys

Val

Lys
15

Leu
Cys
Arg
Phe
Gly
a5

Ser
Leu
Ile
Gln
Leu
175
Ile
His
Leu
Lys
val
255
Ser

Ile

Thr

300

Gln
Gln

Lys

Cys
Gln
Ser
Asp
Ser
Val
160
Cys
Phe
His
Met
Lys
240
Rla
Pro

Leu

Arg



aatttagcca
gagaatcact
cagcctgggt
catttcaagc
aataaaagta
ctcagcagtc
gcaaagaagg
ctcttgctge
acaaataagt
tggctcecte
gagtgacatc
tctgaaagaa
ggagacagag
gataaagagg
taaaaacagt
ccajgaacaca
attcagtggc
agggaggagt
gggagagtca
agaaggaatc
gagtgtgcca
ttggaagacc
ttctcaaaag
ccttagagta
agaagtactec
atgtttattg
tttaggaagg
ctgctttcta
attcctaaat
caagtcatct
gaccagatcc
cagctgcact
tcagagaagt
ctggtgaatt
actgaattca
gaacaagggt
tggatggtaa
tcacgcctgt
gttcaagacc
gccaggegtyg
cacttgaacc
tgggcgacag

<210> 24

<211> 156
<212>PRT

<213> Homo Sapiens
<400> 24

gctgtggtgg
tgaaccggga
gacagagcaa
tggaagattt
gaactctaca
ctgtgaagga
tccaaggoca
aaggcgactt
ctcocagaaca
atgcagacgg
aaaaacttct
aacaagaagc
atgatggacc
ttetgteegg
gaattgatgg
ggtaagatct
tgtagagtga
ctgagtgtaa
gg999agagag
aggccggcag
ggagaatgta
tcgtaagtta
tgtctgttat
ttggagtctyg
gttaacaagt
aatagataaa
tggatatcta
ctctagatta
tctgtcacgg
cttgcctgaa
gaatcattat
gctcagacga
ttccactgga
gaaggccatc
acttggcatt
gttctttcat
acccaagacc
aatcccaaca
agcctggeta
gtggcgtgca
cgggaggcgg
aggaagactc
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cacatacctg
gatggagttt
gactctgtct
ggttccctaa
tttatataat
ctaaataagg
tgcagctatt
tgctatctag
tatgacatct
aggacatccy
gttcecgetgt
agctaagcac
cagagctaga
aagcagatte
atcccaaatg
tggcttggct
cctgctcaaa
gcagggoctt
gaggccacaa
teccttggaaa
cgggtaatct
atggtcacag
ggggaaggtt
cacaaaaccc
catattgctg
tccatggttyg
aaaatgtgtg
cocgcettaaac
tatcctgact
gctgagatat
ccaggagtcc
ggtgggattt
gaaaagttgt
ttctaggcte
agtcctgaca
tatagctcte
tgccagaaag
ctttgggagg
acatggagaa
ccagtaatct
tggttgcagt
tgtcte

taatcccage
gcagtgagcc
cCaidaaaaaa
ctttgagecct
ggttttgact
tgtttcaggg
tggtgacaga
aagccagggt
ccagcctaaa
cttggagcca
gcaatatggec
cocgetgocac
ctacaccctc
taaaaccatg
caaacagatg
ctecctggece
ctcccaggge
cctococtttga
gaaccagaaa
gaaaaatcta
gattcggaac
tgagttggat
gctgatgteo
cgcagagtag
attaaaaaca
tagtcatgat
aatcaggtgg
cccatgttaa
aaggccaagg
gctgaccago
gocctggact
gcgtgcaaaa
ttactttcte
tccatggtet
ctctaaageg
tgtaaatttyg
ataaaagtgc
ccaaggaggg
atctgtctet
cagctactca
gagctgagat

tacttgagag
gagatggtgc
ddaAaaaaaa
agctctttca
ttccaaagtg
tagacttgge
attgaaagta
cactagacaa
ccaagctcac
gatctatacg
aacgctcaga
caaaaagtat
atgagggtct
ttgcagtget
ataaccaagc
cgtggagtat
tttgttgect
ggagcatcca
actgccctaa
gaaattcaat
agaaacattt
attgtatttc
ccttgatttt
aaagattcct
gtgtagtgag
cattgacata
aatgttttgt
gaaaagcctyg
atgattcaga
gectgtette
accgcctgga
ctggttacge
tocccttcage
gcattcctgt
ttgttccata
ttecttocett
tttcagctgg
tggatcatct
actaaaaata
ggaggctgag
catgccactg

actgaggcag
cactgtactc
aaaaaaaaga
ttaaagtaat
attttcacat
attgtgtttt
aagcctgatt
gatgcagtca
ctttccatge
aagcctgcaa
ttatcgaatg
ttaagctgca
gcaagcagat
tgaagcaaaa
gccagatcac
ctgaaaagga
gggaatttta
gaaaaatgga
aagaacgttec
aaaacttcat
cacctctgag
tttttcagtg
tctgaggact
gaggacctce
agctcagtaa
atatgctcce
cacatgctca
taaagctgac
attagaagga
agactgtgaa
tcctcagete
acagagctge
cgtgaatgat
tctttgtaac
tttectcotgtt
cttecttatte
gcacggtgge
gaggtcagga
caaaaaatta
gcaggagaat
caccccagec

60
120
180
240
300
360
420
480
340
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
19280
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2486

Met Gln Thr Glu Asp Ile Arg Leu Glu Pro Asp Leu Tyr Glu Ala Cys

89



Lys
Gln
Cys
Glu
Fhe
Asn
Lys

Trp

Ser
Ile
His
50

Leu
Cys
Lys
Arg

Pro

Ile
20
Glu

Asp
Ile
Gln Lys
Asp Tyr
Pro Glu
Ser

100
Ile

Asn

Gln
115

Arg Gly

130

Cys
145

<210> 25
<211> 842
5 <212> ADN
<213> Mus musculus
<400> 25

Ser

10

<210> 26

ctgagaggaa
agtcctgttt
agtgttacca
accctgatgg
aagtaaagaa
tgggtactaa
ttcccaatag
tcectectgea
ctcatgtgca
caaggtggga
aggtgctcta
tggattgctg
aggtattatg
tatcctgaat
aa

<211> 134
<212> PRT
<213> Mus musculus

15 <400> 26

Asn Ser

gttttatctg
gctgattctt
gtgctatgga
agtctgtgtt
caatectttgce
ggtcaacgtg
aggcagcacc
gaccttgcte
acaattcttc
gtagtgtgtg
atcctctcta
ctcatgacce
ctatcaccat
gtcoceooctgt

Lys
Cys
Val
Thr
Ala
85

Glu
Thr

Val

Gln

ES 2379413 T3

Asn Phe

Leu Lys

Cys

Glu

10
Ser Ala
25

Asn Lys

40

Phe Lys
55
Leu Met
70
Asp Ser

Leu Met

Gln Asn

Leu
Arg
Lys
Asp

Thr

Gln Glu

Val Cys

Val
Lys
Thr

Lys

Gln Tyr

Gln Leu
45
Glu Met
60

Gln Met

75

Thr Met
20
Pro Lys
105

Gly Lys

120

Glu
135
Fhe

Ser

Gly
150

tgcagcecctt
cttgtggccc
gtcccatttg
actcaggagg
ttacccatect
aagacttcct
tggaccatgg
tgatggtcct
ctggagccct
aaataccatg
gggctttcaa
tggaggcaca
ccacacataa
tgagtccaat

Lys

Val

Glu Phe

Ala Trp

Leu
Cys
Ile
Ser

Glu

Gln Cys

Lys Gln
Ala
125
Cys

Leu

Gly
1490
Phe

155

ctctgaggat
tactgtgtgc
agacttcttg
cagcagttat
gcecctectaa
gttgccagga
caggggtgct
cccaatgacc
ctagtgatga
ttttgeccttt
gtctgtactt
cagccagcac

gtatctgggg
aaaccctttg

90

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

Gly
30
Ser

Met

Leu
Met
Trp

Arg

15
Asn Ala

Thr Arg

Asp Pro

Ile Lys Arg

Lys Gln
95
Ile Thr
110

Leu Ser

Val Thr

cacactacaa
cagggactgg
acctgcccct
Ccaaacaagga
atggagatcc
aatgtagcag
ctgagctcag
tccttttate
atagaagctc
ctgggtaggt
cattttgttg
cagaattcca
ttcccacatg
dadaaaaaaaa

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
842



<210> 27

<211> 862

Met
Ala
Tyr
Pro

50
Gln

65
Asn

Ser
Ser

Leu

Asp
Leu
Gly
Asp
Thr

Ile

Thr Ser

Leu Cys
20
Val Pro

Gly val

Arg Lys

Glu Ser

His
Ala
FPhe
Cys
Val

Met

ES 2379413 T3

Thr
Glu
Glu
val
Lys

70
Glu

Thr Lys
Arg Ala
Thr Ser

Thr Gln

55

Asn Asn

Ile Leu

Ser Cys
10

Gln Gly
25

Cys Pro
40

Glu Ala

Leu Cys

Gly Thr

Leu
Leu
Ser
Ala
Leu

75
Lys

Glu
Ile
Val
60

Pro

Val

Ile
Cys
Thr
Ile
Ile

Asn

Leu
15
Gln

Leu

Tyr
30
Cys Pro

Val Asp

Cys Pro

Val Lys

Val
Cys
Tyr
Ser
Pro

80
Thr

Cys
Thr

Leu

Gln
100
Thr

Cys

Trp
115

Gln Thr

130

5 <212> ADN
<213> Mus musculus

<400> 27

10
<210> 28
<211> 131

atctgacaga
tggacacttc
cagaaagagc
gcccagcagt
ttgaggactc
gtgtgccaat
gcaatgcagc
gecctgagete
tttectttta
gttatagaag
ctgctgggta
atttagttgt
agtattccaa
tccoccatgtat
adaaaaaaaa

<212> PRT
<213> Mus musculus

15 <400> 28

acttgccact
tcacactaca
tcagggactg
tacctgccge
tcaaagaagg
cagggatcet
agttcccact
agtcgtcctg
tcttcatgtg
gtccaatgtg
agtgcececgac
ggatttctat
ggtattatag
gocctgtcaat
daaaaaaaaa

Glu

Met

Leu

Asp

Ala

Leu Cys

Gly val

Asn Val
105

Leu Leu

120

Leu

gtgecctgeaa
aagtcctgtg
cagtgctacg
gcctcectgatg
aaactaaaga
aacatcaggg
gcaggtagca
cagaccttgc
caaccactct
gggatagtgt
tecctectectag
tcttggeococt
tatcaccatc
gacccctgtt
aa

ccttgtetga
tgctcattct
agtgctatgg
gattctgecat
ccegtecagtg
agaggacttc
cctggaccat
tctgatggtc
ttcctggagt
gtggaacacc
ggctttcaaa
ggaggcatgt
cacacataag
gagtccaata

91

Ala

Phe

Val Pro

Leu
125

Ser

gaggaaccct
tcttgtggce
agtgccaatt
tgctcaaaac
cctttcttte
ctgttgcagc
ggcaggggtg
cttccaatga
cctctagtga
ctgtttcacc
tctgtactte
ggccagcaca
tatctggggt
aaagctttgt

95

Asn
110
Ser

Gly Gly

Ser Val

tctetgagga
ctactgtgtg
gagacttcect
atagaattga
tgccctgetg
gaagacctct
cttectgttea
cccocaccct
caaattatat
tttatagccc
ttgcaatgcc
tgcaacaggc
cctgcagggt
tctcccageceo

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
862



10

15

<210> 29

Met
Ala
Tyr
Ser
Gln
65

Gly
Ser

Thr

Thr

Asp
Leu
Gly
Asp
Arg
Val
Glu
Met

Leu

Thr Ser

Leu Cys
20
Val Pro
35
Gly Phe

Arg Lys

Pro Ile
Leu
100
Gly

Asp

Ala
115
Leu

130

<211> 806
<212> ADN
<213> Mus musculus

<400> 29

<210> 30

<211> 128

gcccacccce
ccagacgaca
agggccagcc
tgtggtctgc
ggggaatctg
ccaggtcagce
gctgcacaac
ggccctgage
gcccctcatg
acgggggtgc
tgggcatgga
ccccacagag
cccggatttc
ggagataaat

<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 30

Met Arg

Pro Ala

Lys His
Thr
50

Ser

Asn

Glu
65
Thr Ser

His Asn

Leu Gly

gecccagcccg
tcagagatga
cttaccctge
ccggccagct
gtgaagaagg
agcggcacca
gctgcaccca
ctcctggecg
cctttectte
caggagcccc
atgctgatga
gatgcagccc
acactecctte
gatttaaacc

Thr Ala

Leu Thr

Ser Val
35
Val Glu

Cys Thr

Ser Thr

Ala Ala
100
Leu Ala

115

His
Ala
Ile
Cys
Leu
Arg
Cys

Val

Leu
Leu
Val
Pro
Fro
Gln
85

Pro

Leu

ES 2379413 T3

Thr Thr

Glu Arg

Glu Thr

Lys
Ala

Ser

Ser Cys
10
Gln Gly
25

Cys Pro

40

Ile Ala

Lys Thr
70
Asp Pro

Asn Ala

Leu Leu

Gln
Arg
Asn
Ala

Phe

Asn Ile

Gln Cys

Ile Arg
Val
105
Ser

Pro

Leu

120

tgcctataag
ggacagcatt
gctgccacgt
ctcgettectg
actgtgcgga
gctccaccca
ccocgcaccgco
tcatcttage
cctttctctyg
aggctgaggg
cttggagcag
ccagctgcat
tgttetgttyg
agaaaa

Leu Leu

Arg Cys

Cys Pro

Leu

His

Ala

gccttggcaa
gctgctocett
gtgcaccagc
caagaccacyg
gtcgtgcaca
gtgctgccag
cctogecccac
ccccagcctyg
gggattccac
cttcceccgaa
gccccacaga
ggaaggtgga
ccgtttattt

Ala Ala
10
Val Cys
25

Ser Ser

40

Leu Arg

55
Ser Tyr
70
Cys Cys

Thr Arg

Ser Leu

Gly
Thr
Gln
Thr

Leu

Asn Leu

Leu Gln

Glu Asp
a0
Ala Leu
105

Ala Val

120

92

Val Leu Ile

Leu Gln Cys

Ala Thr
45
Ile

Val

Glu Leu

Leu Ser Phe

15
Glu

Arg Thr

Thr Ala Gly
val

125

Ser Ser

tgcaggggcc
gcagcecctgg
tccagcaact
aacacagtgg
cccagctaca
gaggacctgt
agtgcecctca
tgaccttccec
acctctectte
agtctgggac
ccccacagag
ggacagaagc
ttgtactcaa

Leu Ala Val

Thr Ser Ser

Arg Phe Cys

45
Lys

Val Lys

60
Gly Gln Val
75
Leu

Cys Asn

Ala His Ser

Ile Ala

125

Leu

Leu Val
15

Glu

Leu
Tyr Cys
30
Cys

Arg Ala

Glu Asp Ser
Ala
80

Cys

Cys Pro

Ser Cys
a5
Ser Thr
110

Val

Trp

Leu Gln

cgcactgctc
ctgtggctac
gcaagcattc
agcctctgag
ccctgcaagqg
gcaatgagaa
gcctgggget
cccagggaag
cccagcegea
caggtccagg
gatgaagcca
cctgtggatc
atctctacat

Ala Thr
15

Asn

Gly

Ser
30
Lys

Cys

Thr Thr

Asp Cys Ala

Ser Ser Gly

Glu Lys Leu
95

Ala Leu

110

Pro

Ser

Ser Leu

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
806



10

15

20

<210> 31
<211> 11

45

<212> ADN
<213> Mus musculus
5 <400> 31

gctcocggeoca
acctgcgtcc
gccatcctct
gagcgagcca
ctgaagccga
ggcattggga
cccatcccag
tttctgtgeca
gecgggetge
ccctgtecece
gtatgggagc
acccecctgea
acttctgggg
ggagtcttac
agaccgtgtc

gccgeggtec
gcccggegag
ccagaatgaa
gctcgectgat
ccatctgctc
atctcgtgac
aaggcgtcaa
atttcagtgc
tgctgagect
cgatccccca
ccctgactce
cctccacctyg
tggatgatgt
ggtccaacat
agtagggatg

gcacgtggeg geocttetgggg
cctcagtcecc tgtagccccc

ggggttgggy tttctgccac
ccagcccace cccacattgg

ES 2379413 T3

agagcgcgcg
caggacaggc
gatcttcttg
gtgcttctcec
cgaccaggac
atttggecac
tgttggtgtg
ggccgatggc
gctgeocoggec
gctcaggaag
tcacgtgect
ccccagccce
gaccttcett
cagaccaagt
tgtgcctggce

tccee
<210> 32
<211> 131
<212> PRT
<213> Mus Musculus
<400> 32
Met Lys Ile Phe Leu Pro Val Le
1 5
Arg Ala Ser Ser Leu Met Cys Ph
20
Leu Tyr Cys Leu Lys Pro Thr Il
35 40
Val Thr Val Ser Ala Ser Ala Gl
50 55
His Ser Leu Ser Lys Thr Cys Se
65 70
Val Asn Val Gly Val Ala Ser Me
85
Leu Cys Asn Phe Ser Ala Ala As
100
Leu Leu Gly Ala Gly Leu Leu Le
115 12
Phe Gly Pro
130
<210> 33
<211> 877
<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 33

aggttcgggg
tgoctttggtt
ccagtgectgc
tgcttgaacc
aactactgcg
agcctgagca
gctteccatgg
gggctgcggg
ctgctgcggt
gaaagcccag
gatctgtgee
tgcctectgee
gggggactgc
cccatggaca
tgtgtacgtg

gccatgtttg gggagggagg
tgccctggeca cagctgcatg

ttccgggtct aggccctgec
agccctcocctg ctgetttggt

Ala
10
Cys

u Leu

e Ser

e Cys Ser

¥y Ile Gly

r Pro Ala

Ala
Leu
Asp
Asn

Cys

agctccgcca
tgtgacctece
tggctgoect
agaagagcaa
tgactgtgtc
agacctgttc
gcatcagctg
caagcgtcac
ttggccecectg
ccctttetgg
cttggtccca
caagtgggcc
ggaagggacg
tgctgacagg
ggtgtgcagt

tgtgccagca
cacttcaaqqg
caaatccagc
gcctcaaata

Leu Leu

Asn Gln

Gly

Lys

ggctgctggt
aggcaggacyg
tctgggtgtyg
tctgtactge
tgctagtgce
ccocggectge
ctgccagage
cctgectgggt
accgcccaga
atcccacagt
ggtcaggecce
agctgceccte
agggttccct
gtccccaggg
gcacgtgaga

gcctggagag
gcagcctttg
cagtcctgcc
aatacagatg

Val
15
Ser

Glu

Asn

30

Gln Asp

Leu Val

Pro Ile

75

t Gly Ile
Gly
105

Ser

<] Gly

u Leu

0

93

Ser

Leu

Leu

Cys Cys

Arg Ala

Asn

Thr

Pro

Gln

Ser

Tyr Cys

Fhe Gly

Glu Gly
80
Ser Fhe

Val Thr

110

Ala
125

Pro

Leu

Leu Arg

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200

960

1020
1080
1140
1145



<210> 34
<211> 13

actgtgcctg
gtttgatctg
actcatcctt
ctgcctggga
agtctgecatt
caaactctgec
tgtcaacgtg
aggcagcace
gaccttgetg
aactattecct
gagtagtgtt
ctccteteta
atcttggccc
ccatcaccat
tgtcocccttg

4

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 34

10
<210> 35

Met Asp

Val
Leau
Fro
50
Gln
65
Asn
Ser

Ser

Phe

Leu Leu
Gly
Asp
Arg
Leu
Cys
Thr

Leu

caacctggte
tgcagccctt
cttgtggtec
gtttcacttg
tctcagcagg
tttectttet
aatacttecct
tggaccatga
taaaaggtcc
tcctggagec
tgtggaatac
ggaatttcaa
tggaggcccg
ccacacataa
ttgagtccaa

Ser Cys His Thr

ES 2379413 T3

agagaggaag
ctccaaggat
tattgtgtgce
gaattgcctg
tagaacttat
gccctgctaa
gttgcaagga
caagggtgct
ttccaaggac
ctctagtgat
gttgtttcaa
atatgtactt
tggctagcag
gtgtctgagg
taaacccttt

Thr

5

Cys
20
Val Ser
a5
Ala Val

Arg Lys

Glu Asn

Ala Glu
Leu
Cys
val

Met

Arg

Gly Ile

Lys

Ala

Ala

taaggactgyg
ggacagttgt
agaaagaget
caaatcaatt
tgtggactct
tcttgaaaat
agacctctgc
tctgttaaat
ctccaccctt
gaattatgag
ctttatagec
cctagaatgcec
agggtagagg
ttctgecagga
gttctcc

Ser Cys
10
Gln Gly
25

Cys Lys

40

Ile Ser

Lys Asn
70

Glu Ile

85

Cys Lys
100
Trp Thr
115

Gln Thr

130

<211>710
<212> ADN

15
<400> 35

20 <210> 36

<213> Mus musculus

ctgcagccayg
agggaagaac
gggtggtgga
tggagggagyg
ctattaactg
cttctcacga
gagctcaggg
catttacctg
actctcaaag
aaaagaagtt
tctgcaatgc
tcagcctggg

<211> 134

gtctgagagg
cctcaggata
tgagagaagt
gaatattgga
gctoccaactt
gataaagtcc
actggagtgt
cccctaccct
aaagagagta
tatcctggat
agcagttccc
ctcagtecte

Glu
Met

Leu

Asp Leu

Thr Arg

Gln
Lys
Leu
Cys

val

Gln Val

Leu Cys

Val

Leu
Ser
Glu

Phe

tgtcaggagg
cacactacaa
caggggctgy
acctgcccct
caaagaagga
atggagatcc
aatgcaccat
ctgggetegg
gttgttttat
atattgaagc
cctgcttggt
cattttgttg
cagaattcca
ttctcatgta

Glu Cys

Thr
45
Ile

Ile

Leu
60

Pro Phe

75

Gly Thr

Asn Ala
105

Leu Leu

120

Leu

aagtaaggac
gggctgtggt
aggcagacat
tggctgagcc
ccaaggtttt
tgtgtgctga
taccagtgct
gatggattct
aagagccgtt
cctaacacca
actggaggca
ctgcagaccc

tggtgtcagg
gggagtgaga
gtattcctca
gtgtgagagc
atctgtgecag
tecttcttgt
atggagtcce
gtgttgctca
cttgccatcc
agatgaatat
gctecctggac
tgatgtgatg

94

Thr

Pro

Leu

Val Asn

Phe Ser

Leu
125

Asn

agggagctgc
ttaggaaaga
gggaaagctyg

ccaggggtgt
ccctteteca

gaccctactc
atttgagact
ggaggaagaa
tttctgccct
ttcctgttge

cacggcaggyg
gtccccacce

gagctgctag
agtcctgtgt
agtgctataa
accctgatge
aagtaaagaa
tgggtactac
tttccactgg
tcttcctgca
cctecatttge
tccaaggtgyg
aaatgcccca
tggcttgcta
aggtattaag
tgcggetita

15
Tyr Asn
30

Cys

Cys

Pro Tyr

Val Asp Ser
Ala
80

Thr

Cys Pro

Val Asn
95
Thr Gly
110

Gly

Gly

Ser Val

taggtgacaa
agagctgggt
tgtagagggt
gatcaggggt
aggatggaca
tgtgcagaaa
tcttgecccat
Lttattgcaa
gatgaaattg
caggaagacc
gtgcttetgt

&0

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
877

Leu Ile Leu Leu Val

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
710



<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 36

<210> 37

Met
Thr
Tyr

Pro

Asp
Leu
Gly

Asp

Thr Ser

Leu Cys
20
Val Pro
35

Gly Phe

50

Gln

Glu

Ser

Ser

Leu

130

<211> 1735
<212> ADN

10
<400> 37

15 <210> 38

<213> Mus musculus

gttatcagag
ctttctgtyg
acacgcgect
gcagcacaag
gatgaggctce
gcggggctce
gaagggcggyg
gctgctcgcc
tgcgagacaa
gtgtcatgtt
gacagagcca
gaagcagtgc
tctecctggaa
tttagagggy
gagctgtggt
cagcctgtct
cagaccgttg
tecccagggtc
gttctttaac
ttccoetett
gactccccte
atggagagta
tctgaatgat
ggggcacacg
cctcaacctt
tagacttcac
tcaacatctyg
ttaagatgca
atacaagggg

<211> 223
<212> PRT
<213> Mus musculus

Arg
Ile
Cys
Ser

Leu

Lys Arg

Glu Lys

His
Ala
Phe
Cys
Val

Lys

ES 2379413 T3

Glu Ile

Glu Arg

Glu Thr

Val Ala
35
Lys Ser
70

Phe Ile

85

Gln
100
Thr

Cys

Trp
115

Gln Thr

gtgagcccgt
gccgtggggt
ttcccagggc
gocgggactca
caaagaccce
ccctaccgge
gagggggcygc
ttgctgectgg
cgagatccag
tgtgagagag
tactgcgtta
tccgetggtt
gagcccatgc
ccacctatca
gggctgtggce
tgagccacgyg
tcacctgttyg
ttgggatggg
tcacattcag
tgaaatcaaa
tgcctotgag
tgtgctgaga
tggggtgaag
ttagggctgc
tcctaccaga
ccaccagctg
aaacttaggc
gccatccatg
acttcaaaaqg

Glu

Thr

Leu

Asp Leu

Ala Gly

Lys
Ala
Ser
Gln
Arg
Leu
Cys

Val

Ser Cys
10
Gln Gly

Cys Pro

Glu Glu

Ser Cys

Asp Pro

Asn Ala
105

Leu Leu

120

gctcttcage
cctcaaggag
tcecegegeee
gaaccggcgt
gacaggccce
cagacccggg
cgcgcgctga
tecgtggeceoet
aggactccca
aaaacacttt
tagcggccogt
gtgcagcgat
ccttoctttta
actcatcagt
tggccatcct
gactgccaca
cattaaactt
agagtgggga
aggaagtcca
ccttgtaact
ggcttcagta
tgcttcegac
acatccctgg
ccccattceca
ttccaggagyg
gcacaggtgc
caagtagaga
gggagctgag
ttcacgaaaa

ggagaagatc
acggecccttyg
gttcctgect
tcagggcegce
ggcgggtggg
gagaggcgeg
cccteecctgg
accgegggtyg
gcgaacggac
cgagtgccag
gaaaatattt
ggagagaccc
cctcaagtgt
gttcaaagaa
cctgetgetg
gactgagect
gttttctgtt
tcaggtgcag
gatctcctga
catttattge
ttgatgggga
ctttcaggtg
agtgaaggac
gtggtggagg
cagaagataa
acagattcat
gcatcagggt
aaatcagact
aattgaatta

95

Val
Leu
Ser
Glu
His
Asn
Ala

Phe

Ile

Glu Cys

Leu

Tyr

Leu Val

Gln Cys

30

Phe Thr

Phe Ile
Pro Phe
Thr Lys

Val Pro

Cys
Ala
Cys
Met

Thr

Pro Tyr

Asn Ser
Pro Asp
Asn Ile

Gly Gly

110

Leu
125

Ser

ccctacctgg
ggctcagggg
ggccgoogge
cagcggccgc
aggcgcgcge
cggaggectge
gcaccgctgg
tggacagacyg
gagggtgaca
aacccaagga
ccacgttttt
aagccagagg
tgtaaaattc
tatgctggga
gcctoccattg
tceggageat
gattacctct
ttggctctta
gtagtgattt
tgatggccac
gggaggccta
acgcaggaac
tccteocageat
cgctgtggat
ctaattgtgt
aaattcccac
aaatggcgtt
caaagttcca
aaagataaaa

Gly

Ser Val

ccgoccggeca
ctgcgtttce
cgctccaaca
gaggccctga
coccggggegyg
gaaggttcca
ggacgatggc
ccaacctgac
atagagtgtg
ggtgcaaatg
tcatggttge
agaagcggtt
gctactgcaa
gcatgggtga
cagccggeoct
ggactegete
tggtttgact
accctcaagg
tggtgacaag
tcttttectt
agtaccactc
actgggggag
ggggggcagt
ggctgctttt
tgaagaaact
acgtgtgtgt
catttctectg
Cccaaaaacaa
attaa

60
120
180
240
300
380
420
480
540
600
660
720
T80
840
200
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
15860
1620
1680
1735



10

15

20

25

30

35

<400> 38
Met Arg Leu Gln Arg
1 5
Pro Arg Gly Gly Arg
20
Rla Arg Arg Leu Arg
35
Ala Asp Pro Pro Trp
50
Leu Leu Val Val Ala
65
Ala Arg Gln Arg Asp
85
Asn Arg Val Trp Cys
100
Gln Asn Pro Arg Arg
115
Ala Val Lys Ile Phe
130
Ala Gly Cys Ala Ala
145
Leu Leu Glu Glu Pro
165
Arg Tyr Cys Asn Leu
180
Glu Tyr Ala Gly Ser
195
Ile Leu Leu Leu Leu
210
<210> 39
<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial
<220>
<223> Secuencia Artificial
<400> 39
cttacccatc tgccctecta
<210> 40
<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial
<220>
<223> Secuencia Artificial
<400> 40
cctceattgg gaactgctac
<210> 41
<211> 24
<212> ADN <213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Secuencia Atrtificial
<400> 41

tcctgttgec aggaagacct ctge

<210> 42

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Secuencia Artificial

ES 2379413 T3

Pro
Gly
Arg
Ala
Leu
70

Pro
His

Cys

Pro
Met
150
Met
Glu
Met

Ala

20

20

24

Axrg
Ser
Fhe
Pro
55

Pro
Glu

Val

Lys

Arg
135
Glu
Pro
Gly
Gly

Ser
215

Gln Ala
Pro Tyr
25
Gln Lys
Leu Gly
Arg Val
Asp Ser
Cys Glu
105

Trp Thr
120

Phe Phe
Arg Pro
Phe Phe
Pro Pro

185
Glu Ser

200
Ile Ala

96

Pro
10

Arg
Gly
Thr
Trp
Gln
90

Arg

Glu

Met
Lys
Tyr
170
Ile
Cys

Ala

Ala
Pro
Gly
Met
Thr
15

Arg
Glu

Pro

Val
Pro
155
Leu
Asn
Gly

Gly

Gly
Asp
Glu
Ala
60

Asp
Thr

Asn

Tyr

Ala
140
Glu
Lys
Ser

Gly

Leu
220

Gly
Pro
Gly
Leu
Ala
Asp
Thr

Cys
125

Lys
Glu
Cys
Ser
Leu

205
Ser

Arg
Gly
30

Rla
Leu
Asn
Glu
Phe

110
Val

Gln
Lys
Cys
Val
190
Trp

Leu

Arg
15

Arg
Pro
Ala
Leu
Gly
95

Glu

Ile

Cys
Arg
Lys
175
Phe

Leu

Ser

Ala
Gly
Arg
Leu
Thr
80

Asp
Cys

Rla

Ser
Phe
160
Ile
Lys

Ala



10

15

20

25

30

35

<400> 42
acttcctgece cagcagttac

<210> 43
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Secuencia Artificial

<400> 43
ggcactgacg ggtctttagt

<210> 44
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Secuencia Artificial

<400> 44

ctgccgegcec tetgatggat 20

<210> 45

<211> 1659

<212> ADN

<213> mus musculus
<400> 45

ggagagagca
ggaccaccgg
agtgctacag
tcaaatgtgg
acgggcaatt
gcggactgga
gatgcaacgc
catatgagcc
agggctccat
gcttcgatgg
gctgecgtcca
goggetottyg
ccoctocgaat
gggcccagaa
tcaagcccac
tacaggaaga
atggaggtge
gggcccagat
tgttgactgt
tttgtttcece
cgecceccatc
tcctetgttyg
cccctgatgg
gtcoccacggca
agacaatgga
cgcocctgtcett
ctatgtgtte
gttaactaaa

<210> 46

<211> 363

<212> PRT
<213> mus musculus
<400> 46

ggacacagct
atggctgttg
ctgcgtgcag
tcccggggtyg
ctctgtggcg
ccttcacggyg
caaactcaac
taacggtgca
gccgcecggte
taacgtcacc
ggacgagace
ctgtcaggge
ceccaccccta
ctecctccage
cacagcccaa
gggggcgteg
tgcgggecac
cccagctaaa
ggttgctgge
tggcccegtg
cttcagcatt
taaatattece
tgaccaggac
agcctcctct
tccatccteo
ccttaggaga
tgtctggcac
asaaaaaaaa
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20

20

atggatgeccg
ctgctgccge
aaggcggacyg
gacgtctgta
gtgcgggget
ctcctggoct
ctcactttge
gagtgctaca
gtgaactgct
ctgacggcag
tgcacccggg
cccocgectgta
gtcctgetge
acgacctcta
gccagccaca
ttgagtggag
caagaccgca
ggaggctctg
gcgatgctgt
gtaccaactc
ctcagttccg
getoegggtgg
agagggaaga
tccegtttte
gagcactgtg
ctgtgaacaa
aggaaggtgt
aaaaaaaaaa

ccaggagagg
ttctgetgtyg
atggatgctc
ccgaggccgt
gcggtteegg
tctttcagect
gaggcctcaa
gctgtgtggg
acaacgccag
ccaacgtgac
atggggtgac
acgccgacct
ccccteocaac
cagcagcccc
cttcteccca
gtgctgcggg
gcaatatgga
gcactctagg
gaaktgtctca
ttteccattte
actgcactgg
ccctactttt
gacgtctact
ctgaccaggc
cttgcctgge
ctctacaaca
caataaagat
aaaaaaaaa

agatacacag
tgaaggagcg
tccgcacagg
gggagcggta
aatccecggge
acagcagtgc
ccctgcagge
tctgageccge
tggccgtgtc
cgtgtcoctta
gggtccagga
tcgcaacaag
caccgcagcc
aaccacgacc
tgaaatggat
ccatggaggt
gaagtatcca
gtcctggttg
tctcgaaaag
tcacttgact
tttgcagctt
ttgatgcgge
ggctgagaga
tggaagatga
acattgtgcg
gggtcttgte
ttagttactt

ccagtbtgatgt
caagccctgg
atgaagacag
gagaccatcc
aagaacgacc
tccgaggacc
aatgagagtg
gagaagtgcc
tacaagggct
cctgtocgag
ttcacactca
acctatttct
ccatccactc
acctccatca
ctcgaagtca
actgcgggcc
ggaaagggtg
tctgcagttc
tccatctcac
ggactggctc
cggaaaacag
cacagcattc
ggcccagaga
ccaggcaggt
gaaatctggt
tctggectet
tgtatagtga

60

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

260

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1659

Met Asp Ala Ala Arg Arg Gly Asp Thr Gln Pro Val Met Trp Thr Thr

97



Gly
Leu
His
Glu
65

Val
Asp
Asp
Ala
Cys
145
Val
Gly
Arg
Pro
Ala
225
Val
Asn
Ile
Met
Ala
305
Gln
Ile

Val

<210> 47

<211> 934

<212> ADN

<213> mus musculus
<400> 47

Trp
Glu
Arg
50

Ala
Arg
Leu
Arg
Gly
130
Val
Asn
Asn
Gly
Gly
210
Asp
Leu
Ser
Ile
Asp
290
Ala
Asp

Fro

Leu

Leu
Cys
35

Met
Val
Gly
His
Cys
115
Asn
Gly
Cys
Val
Cys
195
Phe
Leu
Leu
Ser
Lys
275
Leu
Gly
Arg
Ala

Leu
355

Leu
20

Tyr
Lys
Gly
Cys
Gly
100
Asn
Glu
Leu
Tyr
Thr

180
Val

_Thr

Arg
Pro
Ser
260
Pro
Glu
His
Ser
Lys

340
Thr

Leu
Ser
Thr
RAla
Gly
Leu
Ala
Ser
Ser
Asn
165
Leu
Gln
Leu
Asn
Pro
245
Thr
Thr
Val
Gly
Asn
325
Gly

Val
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Leu
Cys
val
val
70

Ser
Leu
Lys
Ala
Arg
150
Ala
Thr
Asp
Ser
Lys
230
Pro
Thr
Thr
Ile
Gly
310
Met
Gly

Val

Pro
Val
Lys
55

Glu
Gly
Ala
Leu
Tyr
135
Glu
Ser
Ala
Glu
Gly
215
Thr
Thr
Ser
Ala
Gln
295
Thr
Glu

Ser

Ala

Leu
Gln
40

Cys
Thr
Ile
Phe
Asn
120
Glu
Lys
Gly
Ala
Thr
200
Ser
Tyr
Thr
Thr
Gln
280
Glu
Ala
Lys
Gly

Gly
360

Leu
25

Lys
Gly
Ile
Pro
Phe
105
Leu
Pro
Cys
Arg
Asn
185
Cys
Cys
Phe
Ala
Ala
265
Ala
Glu
Gly
Tyr
Thr

345
Ala

98

10
Leu

Ala
Pro
His
Gly
Gln
Thr
Asn
Gln
Val
170
Val
Thr
Cys
Ser
Ala
250
Ala
Ser
Gly
His
Pro
330

Leu

Met

Cys
Asp
Gly
Gly
75

Lys
Leu
Leu
Gly
Gly
155
Tyr
Thr
Arg
Gln
Pro
235
Bro
Pro
His
Ala
Gly
315
Gly

Gly

Glu
Asp
Val
60

Gln
Asn
Gln
Arg
Ala
140
Ser
Lys
Val
Asp
Gly
220
Arg
Ser
Thr
Thr
Ser
300
Gly
Lys

Ser

Gly
Gly
Asp
Phe
Asp
Gln
Gly
125
Glu
Met
Gly
Ser
Gly
205
Pro
Ile
Thr
Thr
Ser
285
Leu
Ala

Gly

Trp

Ala
30
Cys

Val
Ser
Arg
Cys
110
Leu
Cys
Pro
Cys
Leu
190
Val
Arg
Pro
Arg
Thr
270
Pro
Ser
Ala
Gly

Leu
350

15
Gln

Ser
Cys
Val
Gly
95

Ser
Asn
Tyr
Pro
Phe
175
Pro
Thr
Cys
Pro
Ala
255
Thr
His
Gly
Gly
Ala

335
Ser

Ala
Pro
Thr
Ala
80

Leu
Glu
Fro
Ser
Val
160
Asp
Val
Gly
Asn
Leu
240
Gln
Ser
Glu
Gly
His
320
Gln

Ala



<210> 48

tcgetceceg
gccccagagg
gcctgcagec
ggcccatgge
gcagtgccag
caggaaggat
ctttttcteca
ctgctgcgag

ggctgggggyg
ctccctecect
gcctggoctyg
ctccctagat
aatatctcca
aagggactga
agcctggect
dadaaqaadaaa

<211> 160

<212> PRT

<213> mus musculus

<400> 48

10
<210> 49

Pro

Arg Pro

Ala Leu
Gln
50
Gln

Cys

Cys
65
Ser Ser

Cys Asp

Ile Asn

Leu Cys
130
Gly Gly

145

<211> 2047
<212> ADN
<213> mus musculus

15 <400> 49

cgccgtgceo
acccccgect
atgaagagcc
ctgtggtgce
cccaccgata
cattctgtga
gactatctga
aaagatttgt

ctcctgctca
cctgctggge
gctggggctg
gtgagtgagc
ggagtccaga
gaccctccag

gaggggcatt
aaaaaaaaaa

Ala Pro

Tyr Arg

Leu
35
Asp

Ala
Cys

FPro Thr

Ser Arg

Phe Val
100
Ser Gly
115
Asn Gly

Leu Leu

Gln
Ser
Leu
Thr
Asp
Lys
85

Lys
Ile

Ala

ES 2379413 T3

gccgctgage
gcagcccccy
tcggtctgge
aggactgcac
ccgtttgtge
acaagatgtg
tggggttcat
gcaacggggc

gcctggggec
tttggagctt
ggacagcaag
cttctecegtt
catcctggeca
gtctccaagg
aactacagag
aaaaaaaaaa

Arg Thr

Met Leu

Leu Leu

Ala
55
Val

Leu

Thr
70
Asp His

Arg His

Leu Lys

Fro
Pro
Cys
40

Asn
Cys
Ser

Phe

val

ccggagtgeg
cgcctettte
gctgectggece
cctggccaat
cagcgtgcegg
tgcttcctee
taactctggg
atcggtcgca

tgctcttcte
gtcccctaag
ggttLtggcat
tctccaccag
ggaagctggyg
ggagggaggt
aaataaagtc
daaa

Ala Cys
10
BRla Ala
25
Pro Ser

Ser Ser

Ala Ser

Ser

Met

Bro

His

Val

gacaccccag
aggccctatc
ttgcttectet
tccagccatt
atcaccgacc
tgcgacttcg
atcttaaaag
ggacgcagcec

tgggctgggc
cctgttgetg
caaggtctga
ctccatatcc
gtagggggga
caagccaggg
acttctgagt

Pro Arg

Lys Ser

Ala

Leu

ggatgcctgc
ggagcatgct
gececcctegee
gecgctcoccgaa
ccagcagcag
ttaagcggca
tcgacgtgga
cctgggecct

cctaagaccc
ccectoccca
ggctctcaac
caagcagctg
gggggagggce
acagcccaac
cttgtgaaaa

Ser Phe
15

Gly Leu

30

Ala His
45
Cys Ala
60

Arg Ile

75

Val Asn
a0
Phe Ser
105

Asp Val

120

Val
135
Leu

Ser

Ser
150

Ala

Gly

Gly Arg

Pro Ala

Lys
Asp
Asp
Ser

Leu

Met Cys

Tyr Leu

Gly
Fro
Thr
Ala

Met

Leu Trp

Lys Gln

FPro
80
Ser

Asp

Ser
95

Gly Phe

110

Cys
125
Trp

Cys

Pro
140

Leu Trp

155

99

Glu

Rla

Ala

Lys Asp

Leu Ala

Pro
160

Gly

60

120
180
240
300
360
420
480

540
600
660
720
780
840
900
934



10

<210> 50
<211> 141
<212> PRT

agaagaggcyg
ccaactecte
ccagectotg
ctcteggtgy
actgtegeeg
tcocoggecct
ttgetctgge
ctgaacaacg
atgtgtcaga
tcgtcageag
ctgaactceg
aagagaggca
cacttageccc
cacctgtectg
gggtagacaa
aatacttttyg
agcatggagec
gectggaaga

gagcttoccat
gtaactttge
ttcatactte
agccagtetg
cagtctgaaa
gggaggctag
agcgggcacy
cctgeocagaa
cagagctgag
acgttctggt
gcatccaaca
aaggagacgg
attaagcccece
tgcttgtegg
ggacttggct
cctgttaatt
goCaaaa

<213> mus musculus

<400> 50

<210> 51
<211> 516
<212> ADN

Met Trp

Pro Gly

Leu Asn

Val

Leu

Asn

agactttttt
cggaggeogcet
ggagcccocg
cagceogtege
cggccagaac
goccgatoogg
ttccagggeot
attgctcate
aagaagtgat
cctgteteat
tgtgcatcag
gctctgecte
tctgcttgge
goocttegte
gggagtcttt
taagctctga
agaaagtcca
accagccctt

tctgtocccag
ttttgcggga
ctgcotoctgt
tggtgactca
agtgcttaag
gaagatgagg
ctggecgttte
caccttecgg
gtagaagaag
ccagtcatgt
cacggccaac
ggagagaaac
ttggttctgt
cttctttttyg
atgttaaaaa
ttcaaaatgt

Leu Gly

Ala Leu

Asp Cys

35

Val
50
Met

Asn

Ile
65
Ser Ala

Cys Ile

Lys Arg

Gln
Tyr
Gly
Ser

Gly

Asp Met

Arg Lys
Gln
85
Cys

Tyr

Cys
100

Ser Ser

115

Leu
130

Phe

Phe His
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gggtgcteeyg
gcgcotoogee
gcgogggoga
ttgggcggea
agcctecget
gaggatgtgg
ggcgctgecaa
ccctgagtte
ggagcaaagkt
tgcttcaget
ctgectgeaac
ggccatcagg
acactgctga
tctcacctte
ttgttcecte
accaattcat
gaccctocca
agaagtcatt

taggagtcac
gg999agagcc
aaactattctt
ggactcaagg
aaaaccttgt
gggctgeggyg
tcttggttgg
aactgctgag
gtatcagaga
ttgggttttyg
gtcaccacaa
agcatgagaa
tgcttactgg
ccactggcaa
gcgttaaatyg
tttcattgtt

Ile Ala Al

Gln Ile Gl

Ser Ser

40
Gln
55

Cys

Cys
Ser Al
70

Ser Fhe

Asn Thr

Al
12

Ala Ser

ARla
135

Leu

Pro

Lys

Cys

Fro

Leu

gatcgccagt
ccagggagcyg
tgcgggegee
gcagcgcegag
gocggtoegtgg
gttctcggea
attcagtgct
atcgtaaatt
gctgggatca
gggtaccagt
acccctettt
ccagggctte
agctaaagga
ccgagtetet
ctttcaagta
tctgaattte
Lcccaatctg
gagatacgca

agtctattca
agtitcgget
ctggggtgga
gctggggett
tagttctect
ctgagctggt
catgctgcag
aggacacgtt
agggcaggag
ctgcagccat
tcagtcctgg
caaaaataaa
ccgagaaacg
aggagaattt
ctttecgacag
gctogtgtat

Thr Phe
10

Tyr

a
n Cys
25

Glu Phe

Glu Val

a Ser Ser
Pro
80

Cys

Ser

Leu
105
a lle

Q

Arg

Cys Leu

100

Cys

Gln

agttcttcaa
cgaatccaag
gcgggogaca
cctoggeage
tctectgatge
tcgcagcaac
accagtgtga
gcaccgtgaa
tgtaccggaa
ccitotgtte
gcaatgggec
tcaccactct
gatgccaacc
tctgggtgro
acgcaagatt
tgtgtgtagt
gttaaccacc
tctgoccttte

gagactgctg
caaggcttct
cccagetggt
agcctctoca
ggaggaagag
gctgtecttg
agtcaggcegg
gtagaggaga
gatcatgtat
gatcegtegg
caggcaagaa
taaataaaaa
gtaccaatct
aatgctgott
tgtatttata
ccagaaaata

Gly
Cys

Ile Val

Met Glu
60
Ala Ala
75
Gly Lys

Asn Gly

Pro Gly

Leu
Glu
Asn
45

Gln
Cys
Leu

Pro

Leu

gcctcagecag
gagcctggga
cctgeggete
cteggcagcet
tcttgeocoge
tttttgocgga
agaattccag
cgttcaagac
gtecgtgtgeca
ccctgggaaa
gaggoccaag
cctgttettc
cctgetgect
cttttattet
gcecgtgcaca
tgaagaaaaa
gccaaggcta
ccaaagcctt

ctgcgtgaag
gaacttgcca
ttggtctetyg
ggcttggect
ttactgecgee
gtggagatga
cagcagagca
gggttgacca
gcoctgaagt
atctgattgg
caggagagaa
cccataaaat
ttcagctctg
caagctcagg
cttacggetg
tctcacgttg

Phe Trp
15
Glu Fhe

Cys Thr

Ser Ala

Leu Ile

Ser
a5
FPro

Asn

Arg
110

Leu Thr

125

Ala His

140

Cys

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080

1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
20497

Leu
Gln
Val
Gly
Ala
20

Val
Lys

The



10 <400> 52

15

20

25

<213> mus musculus

<400> 51

<210> 52

ggcaggcctg
tattgggcac
tgagtgcatc
ctacgctcta
cctgcgoccag
cctgctgeaa
gectgctect
atctagctce
tggccatctg

<211> 127
<212> PRT
<213> mus musculus

<210> 53

Met Gln
1

Gly Glu

Ser Ala

Met Cys
50
Gly Asp
65
Asp Val

Asp Leu

Leu Leu

<211> 450
<212> ADN
<213> mus musculus

<400> 53

<210> 54

atgcttttta
gtcccccaag
ggtgatacca
tgctaccgat
ctgacaccte
gtcatggtga
tccceoggtgt
ccggacaaca

<211> 149
<212> PRT
<213> mus musculus

<400> 54

agtgaggacc
cttecggggag
caactgtgtc
cteccctggag
caagtgtgag
ttctgaccta
tgccctggca
actcccttgt
caaaaaaaaa

Gly Thr Trp
Ala
20

Asn

Met

Ser Cys

Lys Thr Thr

Ser Thr Val
Ile
85

Val

hsp Gly
Asn
100
Ala

Cys

Leu Leu

115

tggcaggccc
ccttgtgtge
agctcgagga
gtctgctgga
tgggcagcag
gcgactgcta
ttggetetty
gaaagaatag
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tcgaccatgce
cttgctatgg
accaccaccc
attgttttce
ccttcggatyg
tgcaacgtgg
cttttcttge
ccctgacatc
ddaadaadada

Met Val

Ala Leu

Val Thr

Leu Tyr
35
Thr Lys
70
Gly Gln

Asp Gly

Ala Leu

Leu

Gln

Thr

Ser

Ser

Thr

Ala

Phe

aggggacctg
ccttacagtg
actgccacat
ctttectgag
tggatggcat
atggggcacc
tcttgggtgt
ccagttccct
aaaaaa

Ala
10
Tyr

Leu

Cys
259
Thr His

Leu Glu

Cys Ala

Pro
a0
Ser

Arg

Pro
105

Leu Leu

120

tgcagccagce
tgtcctctta
ccttcaccct
gaccgaagag
ctgtgtcacc
cagcaaggag
gatattctat
catgcactag

tggtcecctga
acagtgctgg
cagtccctec
ctggggtgece
ctgcacataa
cagatggtcc
cagtgttgct

101

Leu
Thr
Cys
Ile
Ser
15

Val

Leu

Leu

gatggtgctg
ctacacctgt
caatgaaacc
ggactccacyg
tgggcaaacec
cagcctggge
cctgctgtaa
aatgcctaga

Ile Leu

Cys Ala

Gly

Asn

ttggcactga
gcgaatcctg
atgtgcaaga
gtgaccaagt
cggccagtgt
agtcctggtg
agccatggcc
agaaatacaa

Thr
15
Pro

Phe

Val

30

His Ile
Val
60
Lys

Phe
Cys
Ser Cys

Gly Ser

Asn
Pro
Glu
Cys

Pro

Glu Thr

Phe Leu

Ser
80
Ser

Pro

Asn
a5

Gly Gly

110

Val
125

Gly

ggccocctggyg
tcatgaagac
cactaaacaa
tcctggggte
agaacagcag
attgttcata
tcctggattt

Leu

Leu

actccatggc
cttggttcte
gtacctgaat
tgacacctgc
cggttttaat
tacccgtgect
ctgcaacaat

60

120
180
240
300
360
420
480
516

&0

120
180
240
300
360
420
450



10

15

<210> 55
<211> 96

Met Leu

Gly Leu

Leu Val

Pro
50
Leu

His

Leu
65

Leu Thr

Ser Gly
Val His

FPhe Tyr

0

<212> ADN
<213> mus musculus

<400> 55

<210> 56

agagctggag
tcaccatgaa
ctgatactcg
cctgcecgect
gggttttcte
aaaccaacca
acagcccggce
gcctecggect
atagcctgag
cccaccccct
tacctggagt
tccacccaca
cacacacaca
actgaaaggc
aactcctgtc
ggcttaccag

<211> 126
<212> PRT
<213> mus musculus

<400> 56

Phe Met

His Gly
20
Met Lys
35
Gln Ser

Glu Thr

Pro Leu

Phe Asn
100
Cys Serx
115

Gln Cys

130

Lys Asn Ser Met

145

acctgggaat
acacctcctg
atgtcactcc
dggagccgggce
taacctgcgc
taagctgggc
tccacggecc
ctggttattg
cctttctececc
tcttectgaag
ggcctttcta
cacagacaca
cccagtectt
tccectoctt
ttgtcteccag
accctcoctget

Ala
Val
Thr
Leu
Glu
Gly
Val
Tyr

Cys

ES 2379413 T3

Gly Pro

Pro Gln

Leu Val

Ala

Ala

Leu

Ala Ser
10
Leu Cys
25

Gly Asp

40

Pro Leu
55
Glu Leu
70
Ser Ser

Met Val

Thr Arg

Asn
Gly
Cys
Ser

Ala

Lys Tyr

Cys
Val Thr
Asp

105
Ser

Cys

Pro

120

Phe Leu

His

ctgctgtcaa
ttgctcacecc
tgctacaaag
cacaaatgcc
tgcggcacac
ctgaactaca
acacccgcac
cattgagact
tgtgtcctca
atcatgtccc
gccacecgcte
cagacacaca
tcccatttee
ggacgcacac
ggagtgattec
tgtcccecttc

Asp

Phe Cys

135

ctgetgggge
tgtctgeccet
tcecctgtget
tgacaacaaa
cagaagagcc
acaccacctg
tggccctcat
agctccatgg
gagctccagc
tagtcctata
ctctccctca
gacacaaaga
ttctagaaca
tgctgtgcct
caaaaggcgc
tatcttgaga

102

Trp Ser Leu

Ala Val Leu

Thr Leu
45

Cys

Lys

Leu Asn

60

Leu Gly Ser

15

Leu His Ile

Tyr Ser Lys

Val Phe Gly

125
Pro

Asn Asn

Pro
15
Thr

Arg

Leu
30
Glu Asp

Tyr Arg

Asp Thr

80
Lys Asn
Glu
110
Fhe

Gln
Trp

Asp Asn

140

tgtggacatt
actctactgc
gggctgtgtg
cgtgtacctt
ttgtcgggag
ctgtgacaag
ctccctecace
ctacaatctt
tttccagaat
ccatttattt
cttgtcacct
cacacacaca
ctctacctee
ctgggatcta
tggcctcatt
aataaacatc

ctcaggaccc
tgggtctcag
gatcgccagt
gggaagatgt
gtcttcaacg
gataactgta
tccttggectg
accacctgct
cttctetect
catgggactg
tccactccat
cacacacaca
tccactggee
agtctggaag
gcatgggecet
agtgtctaat

Cys
Cys
Ser
Met
Ile

Arg

Leu

Val

Leu

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
B40
900
260



ES 2379413 T3

Met Lys His Leu Leu Leu Leu Thr Leu Ser Ala Leu Leu Tyr Cys Trp

1 S 10 15
Val Ser Ala Asp Thr Arg Cys His Ser Cys Tyr Lys Val Pro Val Leu
20 25 30
Gly Cys Val Asp Arg Gln Ser Cys Arg Leu Glu Pro Gly His Lys Cys
35 40 45
Leu Thr Thr Asn Val Tyr Leu Gly Lys Met Trp Val FPhe Ser Asn Leu
50 55 60
Arg Cys Gly Thr Pro Glu Glu Pro Cys Arg Glu Val Phe Asn Glu Thr
65 70 75 80
Asn His Lys Leu Gly Leu Asn Tyr Asn Thr Thr Cys Cys Asp Lys Asp
85 90 95
Asn Cys Asn Ser Pro Ala Pro Arg Pro Thr Pro Ala Leu Ala Leu Ile
100 105 110
Ser Leu Thr Ser Leu Ala Gly Leu Gly Leu Trp Leu Leu His
115 120 125
<210> 57
<211> 3952
<212> ADN
<213> mus musculus
<400> 57

gcctacttgg cctgeoctgeg atgoggtacc aacaccgcac gaagtgtgta cagattceca 60
gttagacagc aggagggacc tgggagcggc cagggggatg ttttatctct aagagaccaa 120

103



gagctcagge
gctgetgace
cacagtgttc
gtgtgecctac
ctgtatgacc
cocccagotgo
ttgoccagtac
cccagcactc
cactcaaacg
caacgctett
aactgatggc
tgtaatgtgc
catctgggag
tagaattagt
ggtctgectag
aaagactcag
gaagccatgt
atgttgggat
aaatccctece
caccagctgec
ttgtotggee
agtagggcga
agctectaca
gcocgagtget
aagtctcagg
gctgtoottg
gaaccceocta
gactacccat
tggtgagagc
cctgaactet
gataggccac
gttctcagga
ccggagctga
aagggagggyg
agcactgget
cocccacctga
gacctgtgga
ggtgaggecce
agatggcgte
agggggrggt
gggccagett
tgccacacag
aattaataca
tggcctgtee
tggctctaca
ctctcacagg
Lcaactttcc
gaggctgggc
gttgtaggag
geccaggggtyg
tagagagaag
ctcaagcctg
ccagagtggce
gagagaggcc
ctgggtcagc
ccagagacaa
ccaaagcaga
tgagttcaca
tgcatggtta
tcaagccatc
ctgtgcatgg

agggcttctyg
tcctgttcac
ctggtggcce
aatggagaca
acacgaactt
tttgaaaccyg
tacctctgca
ctagctacct
caacactctc
ccttectgaca
atccagatac
ccacccatgg
aatgtttatg
agccaaactc
aggtgagggg
cagggctgtc
gaggaagccec
agccattgge
agcccoccaget
tgggeccecttga
tgttattetg
ctgagacagg
tccttcagte
aggtgatgac
agaacccage
ggagccttac
acactggcce
ggagagtcct
tcgggacaca
gtctgetget
cggaggattt
acaggaacgg
ggagacactg
gagcgcgcat
gtggtgtcee
gctcacatgg
cgccataggg
gggaaacatt
ctcaaccaaa
gtggaggagg
ctttcatctg
ccctacaaga
gggccaageoc
tgaaccctgt
cactccacaa
taaaggcact
aggaccaaca
cccctgaaga
cctatgaacc
tctggecect
tgcaaaggag
tgagtgttct
cggcagtggt
gcttgatggg
gcatgaagcc
gctatccagt
cggggacggg
ttctgaaact
cttcectggca
Lcattggtga
ggtctgcaca

ES 2379413 T3

tgococctgett
tctggcactyg
tgatgggcct
actgcttcaa
acttcacece
tgtacgatgg
acggtgctgg
tctggagett
Adadaacaca
ctoctcaact
ctcactccaa
gtggggcagyg
gaggaggggt
caccttcaga
aggagagcgg
Lccgaagate
Cttgtcattt
caagggttcc
cagcaggcce
agttggcagg
ggcatggcaa
gaaacagact
tcttgttaca
tgocctgtgaa
ctagatttag
catgctotot
agcccagggg
tgggtcatca
aaggtccatc
agagctgakg
gggagggtgg
goggggottt
actgggcaga
gcacatgtge
ctgaggccca
aacatgcaca
cactggcaag
atcctgttac
actgagagga
cttgattgee
tgtctagaca
agccctgtge
tgocagtggg
ctggggtggt
cagttctgea
gaggcacgga
cattcaacta
tgatagtgge
tgaaatgtca
tgtgtggaga
cgtcagcctt
cacactgtga
tatctagagt
acagcaccaa
aaagcgteoct
gagagtcata
atgcagagca
ctagaaagat
agcaccgtgg
aatgacagtg
gaggaggccc

cctcocotgge
ccctecacgte
gectgtggee
acccatgcge
ataccggatg
ctattccaag
ctttgctace
gctgtaaage
gtttecerct
accacgaggt
ggtcatttte
ctgggcttet
catcactcaa
acecctgocte
cggagaataa
agcgoggetkt
ccacttatect
tagcaacgge
cttgacctce
gacttgggag
gaagggatca
tcagccagtyg
ttccocgggag
gtctattgtg
gagacacaga
aactagtacc
tcgggatget
catcacaaat
ctggggacct
tggttttoceg
ggagggcatc
agtacacagg
gggaagatga
actcagtgea
ggcaagatge
ccaccagcag
gagggtcaga
cctgogtgtyg
gocococagtte
cttggagaag
cocgaccagat
ctagctagca
ggggatgcag
gtgatgagca
aaagtgtatg
ggagtgagge
tgggtactac
ttcatcaace
gaactggagg
cagagagaga
tctcagggct
taaacagtgg
tgcaatctgg
atgtgtgtge
tcagagcaga
ctctgeccace
ccegbgtett
ttccaggagt
catccocgcag
ccagtaccct
ccaaactatg

ttgagctgga
tccgtcatga
caggctctgg
tgcccageoca
aaggtgagga
catgcatctyg
ccggtgacct
tcggttococce
ctectococcaat
cccatggcta
agaaggctga
cctctaccca
gtcaaggagec
agtctaccca
cgagctgget
gccagagcaa
gaggaactet
gtcatttcca
actacagtcc
caggtgaccc
gacgecaggte
gcttoocagg
acaaatatac
gccacagact
tctgecttte
tcaactcaca
ggccaatgte
gttttattece
tctteoctggt
cctcagttbe
ctgctgatgg
tgagttgggt
gtctcaaggg
ggctacagag
taggaggaag
cagcagcaag
ggcgggtoce
caagatcatt
aggtcctece
caccggtact
aggcccoccaca
cagagcccca
attaggggaa
tetgtctage
aggtggtcat
acttcattet
tccaatagct
agagaattitc
tttgagggge
gggaacatgg
aatgctgtca
coccctcaaca
aagcctctig
ttctgtggga
ggggtggctyg
gtctctgtga
catcttctge
ggggtgtgee
cactgagtga
ctcagctgge
catggacgga

tcectggacca
cccatctgect
agtgccacgt
tggccaccta
agtcctgtgt
ccacctectg
tggcecctggt
aagccagate
tcactccace
cctacgaaag
catgtggacec
agatcagggg
actgatttga
gtagaggatg
agaagcagag
atgtgatgtg
gccagacctg
taggccactyg
Ltcattcaca
atgctatttt
agagcagggc
tcecegtagge
agggagccaa
gctgggtace
atgcagtgta
tgtcactgag
catggagtgg
aacctoccag
tctaggcaga
ctectooggg
gctegoogag
gggaactgge
agggcaggaa
cccaaaagge
ccaatgctge
cattgagact
tgactcagtyg
gtcecccaget
tcctaccaca
gcagagctgg
gtggcaacac
aaaggtgcte
cagacccaga
ccactgcagg
tactgcgecce
cctgggoccat
ggggttcttt
agagtgcagt
tgaggggtag
gatggggtag
gggacgaggg
cagacggtgt
gtagtcactg
tgtgaggaag
gtctagtecca
ttaccttacec
ggcaagcacyg
tttgetttgg
cctgggetee
tcttggagge
cacgtgatge

180

240

oo

360

420

480

540

600

660

720

780

840

an0

960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
1600
3660
iT20
3780

ctagcacttc ccttggttgt gtctctgcca accccaggct ctcacccage aaggaaatga 3840

aatccacttt tatgacacat ctccctcccc cagccagctc cattcaccta tatgccaggg 3300
tggtcccttt caatgtctgt cccccattgg atgaataaac aagcgaagga ca 3952

<210> 58

5 <211> 116

104



10

15

20

25

30

35

40

45

50

<212> PRT
<213> mus musculus
<400> 58
Met Thr His
1
Val Ala Gln
Cys Phe Lys
35
Thr Arg Thr
50
Val Pro Ser
65
Ser Rla Thr
Ala Thr
Trp Ser
<210> 59
<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Secuencia Atrtificial
<400> 59
catgatcctc cgaatctggt

<210> 60

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Secuencia Artificial
<400> 60

agcacagaac agaggggcta

<210> 61

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Secuencia Artificial
<400> 61

atacggccaa tgtcacaaca

<210> 62

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Secuencia Artificial
<400> 62

acttcctgtt cccaccactg

<210> 63

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Secuencia Artificial
<400> 63

agaggacaag cggagagaca

Leu
Ala
20

Fro
Tyr
Cys
Ser
Val

100
Leu

Leu
Leu
Met
Fhe
Phe
Cys

85
Thr

ES 2379413 T3

Thr
Glu
Arg
Thr
Glu
Cys

Leu

20

20

20

20

20

Val
Cys
Cys
Pro
55

Thr
Gln

Ala

Phe Leu
His Val
25

Pro Ala
40

Tyr Arg
Val Tyr
Tyr Tyr

Leu Val
105

105

Val
10

Cys
Met
Met
Asp
Leu

90
Pro

Ala
Ala
Ala
Lys
Gly
Cys

Ala

Leu
Tyr
Thr
Val
60

Tyr

Asn

Leu

Met
Asn
Tyr
45

Arg
Ser

Gly

Leu

Gly
Gly
Cys
Lys
Lys
Ala

Ala
110

Leu
15

Asp
Met
Ser
His
Gly

Thr

Pro
Asn
Thr
Cys
Ala
Phe

FPhe



10

15

20

25

30

35

40

<210> 64

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Secuencia Artificial
<400> 64

ttctggcagg ggtgttctag

<210> 65

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Secuencia Artificial
<400> 65

agcagcagca ggaaggat

<210> 66

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Secuencia Artificial
<400> 66

aaaagtgccg cttaacgaag

<210> 67

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Secuencia Artificial
<400> 67

caagatgtgt gcttcctect gcga

<210> 68

<211> 2798

<212> ADN

<213> Homo Sapiens
<400> 68

ES 2379413 T3

20

18

20

24

106



<210> 69

cgttgctgtce
tgccccacag
tcttctacca
gctgctggte
tgccacagaa
ctgccagaag
cgcgtocggga
ctgccegetyg
gctcagccag
cacgctgcgg
ccceggtggac
cgtgcgecag
cattggtttt
caaactgcge
ccatgtgctg
tgtgtcegge
ctgccaggag
cacattccat
ctgccacttyg
gggtcaggta
tgcecgeactyg
gctgagtgag
ttccaccgtg
ccagtgtgag
cgtccgaatc
agagccccat
gcacacgctyg
tggccaggga
ctgtgagtge
caatggcaca
cagtggacag
gggcatcctc
ccgcacgggc
agggctctge
ctatggtgct
ctgtgcagag
tgecccatace
gcggaccectg
cgtgctcaga
ctgcgtaggg
ggaaatctat
gaagcaggac
tcaagaggca
ccttggagga
ggggactaat
aagagggctg
acaataaagt

<211> 798
<212> PRT
<213> Homo Sapiens

<400> 69

gctctgcacg
ccagtgagtg
ctacggcttg
ctgagcagag
tggcggaatc
tgcatcctct
gaggcggagyg
gaggagctgg
ggcgeccgceyg
cctggggage
ctgtactacc
ctcgggcacg
ggttcctttg
cacccctgee
tccctgacgg
aatctggact
cagattggcet
acagctgggg
gacagcaatg
gcccaggccc
cctgtctace
gactccagca
acccttgaac
ggtcctgaga
aaccagacgg
ctecctgagge
tgtgactgta
cacctacaat
tctgtggcag
gggcccctgt
agctectggge
tgcggaggct
agagcatgcg
agtgggcatg
ctatgcgacc
tgtggggecet
aatgtgacce
gacaaccagc
gtgagaccce
ggcatcgtgg
gaccgccggyg
agtaatecctc
gacagtccca
cagtgggaac
tcactggcga
cttcocccatge
cttacctcag

ES 2379413 T3

cacctatgtg
actgcagcag
ggatctcggg
gtgagagtga
ctcacctgtc
cacaccccag
cgcggcogetg
aggagccccg
gagagggtgc
cccagcaget
ttatggacct
ctctgectggt
tggacaaaac
ccacccgget
gggacgcaca
cgcctgaagyg
ggagaaatgt
acgggaagtt
goctcotacag
tctctgecagc
aggagctgag
acgtggtaca
actcttcact
agagggaggyg
tgactttctg
tcecgggeect
attgcagtga
gtggtgtatg
agctgtccte
gcagtggaaa
atctgtgecga
ttggtcgctg
aatgcagtgg
gacgctgcaa
aatgcccagg
tcaggactgg
tggcecttgge
tgttcttett
aagaaaaggg
cagtggggct
aatacagtcg
tctacaaaag
ctctctgaag
tggagggtga
ggtgcggcca
ctgcaacctt
aaaaaaaaaa

gaaactaaag
caccagaatc
catggtggct
attggacgcc
catgctgggyg
ctgtgcatgg
cgccocgacga
cggccagcag
cacccagctg
ccaggtccge
gagctactce
ccggctgecag
ggtgctgccc
ggagcgctgce
agccttcgag
tggcttcgat
gtccoggetg
gggcggcatt
tcgcagcaca
aaatatccag
taaactgatt
gctcatcatg
ccctcctggg
taaggctgag
ggtttctctc
tggcttetea
cacccageccc
cagctgtgcc
cccagacctg
gggtcactgt
gtgtgacgat
ccaatgtgga
ggacatggac
atgcaaccge
ctgcaagaca
cccactggec
ccctatcttg
cttggtggag
agcagaccac
ggggctggtc
ctttgagaag
tgccatcacg
gagggaggga
gaggaagggt
ccaccctact
gcatccatct
aaaaaaaa

107

cccagagaga
tggtctgttt
ttgccaatgg
aagatcccat
tcctgoccage
tgcaagcaac
gaggagctgc
gaggtgctgc
gcgoccgcagec
ttccttegtg
atgaaggacg
gaagtcaccc
tttgtgagca
cagtcaccat
cgggaggtgg
gccattetge
ctggtgttca
ttcatgcceca
gagtttgact
cccatctttg
cctaagtcetg
gatgcttata
gtccacattt
gatcgaggac
caagccaccc
gaggagctga
caggctcccc
cctggccgcc
gaatctgggt
caatgtggac
gccagetgtyg
gtatgtcact
agttgcatca
tgccagtget
ccatgcgaga
accaactgca
gatgatggct
gatgacgecca
acgcaggcca
ctggcttacc
gagcagcaac
accaccatca
cacttaccca
gggtctgtaa
tcattttcag
gggctaccece

aagtctgact
cctgtttgge
tccttgtttt
ccacagggga
cagccceccte
tgaacttcac
tggctcgagg
aggaccagcc
gggtccgggt
ctgagggata
acctggaacyg
attctgtgcg
cagtacccte
tcagctttca
ggcgccagag
aggctgcact
cttcagacga
gtgatgggca
acccttotgt
ctgtcaccag
cagttgggga
atagcctgte
cttacgaatc
agtgcaacca
actgcchtcce
ttgtggagtt
actgcagtga
taggtcgget
gccgggeteo
gctgcagctg
agcgacatga
gtcatgccaa
gtcccgaggg
tggacggcta
gacaccggga
gtacagcttg
ggtgcaaaga
gaggcacggt
ttgtgctggg
ggctcteggt
aactcaactg
atcctcgett
aggctcttct
gaccttggta
agtgacaccc
acccaagtat

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2798



Met
Gly
Glu
Pro
Lys
65

Ala
Glu
Gln
Arg
Leu
145
Ser
Ala
Fhe
Pro
Ser
225
Ala
Ser
Glu
Asp
Met
305
Arg

Leu

Gly
Ala
385
Pro
Lys
Ile

Leu

Val
Glu
Trp
Ser
50

Gln
Arg
Glu
Gly
Val
130
Arg
Tyr
Leu
Gly
Ser
210
Pro
Phe
Pro
Gln
AsSp
230
Pro
Ser
Ser
Pro
Glu
370
Tyr
Pro
Arg

Asn

Pro

Ala
Ser
Arg
35

Cys
Leu
Arg
Pro
Ala
115
Thr
Ala
Ser
Leu
Ser
1585
Lys
Fhe
Glu
Glu
Ile
275
Thr
Ser
Thr
Ala
Val
355
Leu
Asn
Gly
Glu
Gln

435
Glu

Leu
Glu
20

Asn
Gln
Asn
Glu
Arg
100
Arg
Leu
Glu
Met
Val
180
Phe
Leu
Ser
Arg
Gly
260
Gly
Phe
Asp
Glu
Ala
340
Tyr
Ser
Ser
Val
Gly
420
Thr

Pro

Pro
Leu
Pro
Lys
Fhe
Glu
Gly
Gly
Axg
Gly
Lys
165
Arg
Val
Arg
Fhe
Glu
245
Gly
Trp
His
Gly
Phe
325
Asn
Gln
Glu
Leu
His
405
Lys
Val

His

ES 2379413 T3

Met
Asp
His
Cys
Thr
70

Leu
Gln
Glu
Pro
Tyr
150
Asp
Leu
Asp
His
His
230
Val
Phe
Arg
Thr
His
310
Asp
Ile
Glu
Asp
Ser
380
i1le
Rla

Thr

Leu

Val
Ala
Leu
Ile
55

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

Leu

Lys
Ser
40

Leu
Ser
Ala
Glu
Ala
120
Glu
Val
Leu
Glu
Thr
200
Cys
Val
Arg
Ala
Val
280
Gly
His
Fro
Fro
Ser
360
Ser
Thr
Tyr
Asp
Trp

440
Arg

Val
Ile
25

Met
Ser
Gly
Arg
Val
105
Thr
Pro
Asp
Glu
Val
185
Val
Pro
Leu
Gln
Ile
265
Ser
Asp
Leu
Ser
Ile
345
Lys
Asn
Val
Glu
Arg
425
Val

Leu
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Leu
Pro
Leu
His
Glu
Gly
a0

Leu
Gln
Gln
Leu
Arg
170
Thr
Leu
Thr
Ser
Ser
250
Leu
Arg
Gly
Asp
val
330
Fhe
Leu
Val
Thr
Ser
410
Gly

Ser

Rrg

Leu
Ser
Gly
Pro
Ala
75

Cys
Gln
Leu
Gln
Tyrx
155
Val
His
Pro
Arg
Leu
235
Val
Gln
Leu
Lys
Ser
315
Gly
Ala
Ile
Val
Leu
395
Gln
Gln

Leu

Ala

Leu
Thr
Ser
Ser
Glu
Pro
Asp
Ala
Leu
140
Tyr
Arg
Ser
Phe
Leu
220
Thr
Ser
Ala
Leu
Leu
300
Asn
Gln
val
Pro
Gln
380
Glu
Cys
Cys

Gln

Val
Gly
Cys
45

Cys
Rla
Leu
Gln
Fro
125
Gln
Leu
Gln
Val
Val
205
Glu
Gly
Gly
Ala
Val
285
Gly
Gly
Val
Thre
Lys
365
Leu
His
Glu
Asn
Ala

445
Gly

Leu
Asp
30

Gln
Ala
Arg
Glu
Pro
110
Gln
Val
Met
Leu
Arg
190
Ser
Arg
Asp
Rsn
Leu
270
Phe
Gly
Leu
Ala
Ser
350
Ser
Ile
Ser
Gly
His
430
Thr

Fhe

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

His

Ser

Arg
Thr
Ala
Cys
Cys
80

Leu
Ser
val
FPhe
Leu
160
His
Gly
Val
Gln
Gln
240
Asp
Gln
Ser
FPhe
Ser
320
Ala
Ala
Val
Asp
Leu

400
Glu

Arg
Cys

Glu



Glu
465
Thr
Cys
Cys
Ala
Cys
545
Cys
FPhe
Gly
Glu
Gln
625
Cys
Phe
Thr
Lys
Asp
705
Ala
Ala
Tyr

Asn

Thr
785

450
Leu

Gln
Gly
Ser
Pro
530
Gly
Asp
Gly
Arg
Gly
610
Cys
Lys
Arg
Asn
Glu
690
Ala
Asp
Val
Asp
Trp

770
Ile

Ile
Pro
Val
Val
515
Asn
Arg
Asp
Arg
Ala
595
Gly
Leu
Thr
Thr
Val
675
Arg
Arg
His
Gly
Arg
755
Lys

Asn

Val
Gln
Cys
500
Ala
Gly
Cys
Ala
Cys
580
Cys
Leu
Asp
Pro
Gly
660
Thr
Thr
Gly
Thr
Leu
740
Arg
Gln

Fro

Glu
Ala
485
Ser
Glu
Thr
Ser
Ser
365
Gln
Glu
Cys
Gly
Cys
645
Pro
Leu
Leu
Thr
Gln
725
Gly
Glu
Asp

Arg
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Leu
470
Pro
Cys
Leu
Gly
Cys
550
Cys
Cys
Cys
Ser
Tyr
630
Glu
Leu
Ala
Asp
Val
710
Ala
Leu
Tyr

Ser

Phe
790

455
His

His
Ala
Ser
Pro
535
Ser
Glu
Gly
Ser
Gly
615
Tyr
Arg
Ala
Leu
Asn
695
Val
Ile
Val
Ser
Asn

775
Gln

Thr
Cys
Pro
Ser
520
Leu
Gly
Arg
Val
Gly
600
His
Gly
His
Thr
Ala
680
Gln
Leu
Val
Leu
Arg
760

Pro

Glu

Leu
Ser
Gly
505
Pro
Cys
Gln
His
Cys
585
Asp
Gly
Ala
Arg
Asn
665
Pro
Leu
Arg
Leu
Ala
745
FPhe

Leu

Ala

109

Cys Asp
475

Asp Gly

490

Arg Leu

Asp Leu
Ser Gly

Ser Ser
555

Glu Gly

570

His Cys

Met Asp
Arg Cys

Leu Cys
635

Asp Cys

650

Cys Ser

Ile Leu
Phe Fhe
Val Arg
715
Gly Cys
730
Tyr Arg
Glu Lys
Tyr Lys

Asp Ser
795

460
Cys

Gln
Gly
Glu
Lys
540
Gly
Ile
His
Ser
Lys
620
Asp
Ala
Thr
Asp
Phe
T00
Pro
Val
Leu
Glu
Ser

780

Pro

Asn
Gly
Arg
Ser
525
Gly
His
Leu
Ala
Cys
605
Cys
Gln
Glu
Ala
Asp
685
Leu
Gln
Gly
Ser
Gln
765
Ala

Thr

Cys
His
Leu
510
Gly
His
Leu
Cys
Asn
590
Ile
Asn
Cys
Cys
Cys
670
Gly
Val
Glu
Gly
Val
750
Gln
Ile

Leu

Ser
Leu
495
Cys
Cys
Cys
Cys
Gly
575
Arg
Ser
Arg
Pro
Gly

655
Ala

Glu
Lys
Ile
735
Glu
Gln

Thr

Asp
480
Gln
Glu
Arg
Gln
Glu
560
Gly
Thr
Pro
Cys
Gly
640
Ala
His
Cys
hsp
Gly
720
Val
Ile

Leu

Thr
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento de deteccion de la enfermedad inflamatoria del intestino (IBD) en un mamifero, que
comprende detectar el nivel de expresion de un gen que codifica un polipéptido LY6 (a) en una muestra de ensayo
de tejido inflamado o células obtenidas del tracto gastrointestinal de dicho mamifero, y (b) en una muestra del
control, en la que un nivel de expresién mayor del acido nucleico o polipéptido LY6 en la muestra de ensayo, en
comparacién con la muestra del control, es indicadora de la presencia de IBD en el mamifero a partir del cual se
obtuvo la muestra de ensayo.

2. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que el tejido o las células de la muestra de ensayo son
del colon del mamifero.

3. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que el tejido o las células de la muestra de ensayo son
del ileo terminal del mamifero.

4. El procedimiento de la reivindicacién 1, en el que la muestra del control es una muestra de un tejido o
células normales sin IBD del mismo origen o tipo de tejido, o multiples muestras de tejido o células sin IBD del
mismo origen o tipo de tejido, los niveles de expresion del cual estan promediados, o un control universal que
representa la expresion del gen en multiples muestras de tejido normal sano de la misma especie.

5. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, que comprende:

(a) poner en contacto la muestra de ensayo con un agente detectable que se une especificamente a un
polinucledtido que codifica el polipéptido LY6 o uno de sus fragmentos; (b) poner en contacto la muestra del control
con el agente detectable; y (c) detectar la formacion de un complejo entre el agente y el polinucleétido de la muestra
de ensayo y la muestra del control, en el que la formacién de menos complejo en la muestra de ensayo con respecto
a la muestra del control es indicadora de la presencia de IBD en el mamifero; en el que opcionalmente, el
procedimiento es el ensayo de hibridacion in situ o el ensayo de reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real
(RT-PCR).

6. El procedimiento de la reivindicacién 5, en el que el polinucleétido comprende la secuencia de acido
nucleico de la SEQ ID NO: 8, 9, 1, 3, 4, 6, o uno de sus fragmentos que comprende al menos 15 nucledtidos
contiguos de la SEQ ID NO: 8,9, 1, 3,4, 0 6.

7. El procedimiento de la reivindicacion 5, en el que el agente es un segundo polinucleétido que se
hibrida a un polinucledtido que tiene la secuencia SEQ ID NO: 8, 9, 1, 3, 4, 6 o su complemento.

8. El procedimiento de la reivindicacion 7, en el que el segundo polinucledtido comprende una marca
detectable o unida a un soporte sdlido, en el que la marca detectable es directamente detectable o indirectamente
detectable, y opcionalmente, en el que la marca detectable es una marca fluorescente.

9. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, que comprende:

(a) poner en contacto la muestra de ensayo con un agente detectable que se une especificamente a un
polinucledtido que codifica el polipéptido LY6 o uno de sus fragmentos; (b) poner en contacto la muestra del control
con el agente detectable; y (c) detectar la formacion de un complejo entre el agente y el polinucleétido de la muestra
de ensayo y la muestra del control, en el que la formacién de menos complejo en la muestra de ensayo con respecto
a la muestra del control es indicadora de la presencia de IBD en el mamifero.

10. El procedimiento de la reivindicacion 9, en el que el polipéptido LY6 comprende la SEQ ID NO: 10, 2, 5
0 7 o uno de sus fragmentos que comprende al menos 10 aminoacidos contiguos de la SEQ ID NO: 10, 2,50 7.

11. El procedimiento de la reivindicacion 9, en el que el agente es un anticuerpo o uno de sus fragmentos
de unién, en el que opcionalmente el anticuerpo o uno de sus fragmentos de unién comprende una marca
detectable, en el que la marca detectable es directamente detectable o indirectamente detectable, y en el que
opcionalmente la marca detectable es una marca o una radiomarca fluorescente.

12. El procedimiento de la reivindicacion 1, la reivindicacion 5 o la reivindicacion 9, en el que la muestra de
ensayo de tejido o células es de un mamifero sospechoso de experimentar IBD.

13. El procedimiento de la reivindicacion 1, la reivindicacion 5, o la reivindicacion 9, en el que la muestra
de ensayo de tejido o células es de un mamifero sospechoso de experimentar UC.

14. El procedimiento de la reivindicacion 1, la reivindicacion 5, o la reivindicacion 9, en el que los tejidos o
las células del mamifero se han puesto en contacto con un agente terapéutico, y en el que el nivel de expresion de
LY6 es indicador de la presencia o ausencia de una respuesta al agente terapéutico en el tejido o las células del
mamifero.
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15. El procedimiento de la reivindicacion 1, la reivindicacion 5, o la reivindicacion 9, en el que los tejidos o
las células del mamifero se han puesto en contacto con un agente terapéutico, en el que la deteccidén es una
deteccién segunda o posterior, y en el que el nivel de expresion de LY6 es indicador de la presencia o ausencia de
una respuesta al agente terapéutico en el tejido o las células del mamifero.

16. El procedimiento de la reivindicacion 1, la reivindicacion 5, o la reivindicacion 9, en el que el aumento
en la expresion de LY6 en la muestra de ensayo es al menos de 1,5 veces, al menos de 2 veces, al menos de 3
veces, al menos de 5 veces, al menos de 6 veces, al menos de 7 veces, al menos de 8 veces, al menos de 9 veces,
o al menos de 10 veces mas que la muestra del control.
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cgeglclgegectgegitccccgaaagacgaggetgegeccggaticegglccgecagggagaccgaagggeacagelccccgegecg
CECACECCECCCEagCCCERARIBCEEACAcCCCCRERatgCigCgrcecagaggaccegegccecaageccCegegecgercee
aggcecacccggageatgetgecigeagecatgaagggeceteggectggegelgetggeegtectgelglgeteggegeccgeicalgg
cclglggtgccaggactgeaccelgaccaccaaciccagecatlgeaccecaaageagtgecageegiccgacacggtglglgeeagigt
ccgaalcaccgalcccageagcagcaggaaggatcactcggtgaacaagatgtgtgectectectgtgacticgttaagegacacttiticte
agactatcigatggggtttattaactctgggatcitaaaggicgacglggactgelgegagaaggatttgtgeaalggggcggcaggggcag
ggeacagecccigggeeclggccggggggcticetgetcagectggggectgecciceicigggetgggeccigalgieiceiceticeca

cgeggetictgagetigetcccetgagectgtggeigecctctceccagectggegtggetggggctgegegcagectiggeccagetee

glgeclgiggcciglggcictcactectcececgacgtgaagectecelgicictecgecagetctgagteccaggcagetggacalcicea
ggaaaccaggecalclgggcaggaggeclggggalgagggigegggggeacceccaggleccggagggpaagigaageaacagec
cagclggaagggcglclictgeggag aaataaagicactittgagicclgagaaaaaaaaaaa

Figura 1A
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MLPAAMKGLGLALLAVLLCSAPAHGLWCQDCTLTTNSSHCTPKQCQPSDTVCASVRIT

DPSSSRKDHSVNKMCASSCDFVKRHFFSDYLMGFINSGILKVDVDCCEKDLCNGAAGA
GHSPWALAGGLLLSLGPALLWAGP

Figura 1B
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AggEceplgl caalgeacee IcCcagegsll CECECARECE BBARAARLEA EEECgEcccy ggcaagigag acagiaagg
caglglccoe accacaccce cacccagall BEccacgocg agelggiicl 1gacagaagp colicECEga SRAAEagRER
gcacagclge achggacace clacggagec IBCEgRcplg gaaclllgoc aggcgcacyp gaacpegcpc cclcclgle
agcclcccgg BECECCAgEC ICCCECEEBCC CHCAZCEREaA cagocicagt IGIBIRERCt gRAcceagic golggggtac
CRACCABICe IgpaapucRe agagpacyly BARIRRRRAR RCIgCcllce lalglgogan gEECCARCCR gRcacgeagt
cclcagacce taglccgeac ccpggeagglc coccacggeac clgelgegec cloclogecg cloccccaac clccccatct
cagaaaacta CCaglcCIcl CCCROCCCCC BECECoccll toccaggaac gIgcgpagpc gEgagaigag gaagacagga
AgUESRIBEE Balglgaage paccglocca goclicCccg CCCBocaccee ccaccccaac ICRECagcecg lcacglpatg
CCLZEAgIEE FaggigeEpa gasaag@cga pactmnglg ggigelcccg atcgocagla giicclicag tolcagecge
caaclccgEa BECECBRIEC ICEECCCRRE AECECRARCE BRARRARCAR ARACCCPCaR COERRARCOC BARCECERRC
Balgcagpcl cCBCRARCER cacclgegge loclclaage tacgaccglc giclccgcgg capgcagcgcg gEccccagea
ECclcggcag ccacagecge IgCagccgg@ gcagoclocg clgolgicge cleclctgal gogclgoce (ClCcCgEee
CCEggEacicc gggagaalgt gEEICClagg calcgcggca aclliMigog gatgticll gellccagge gogotge
aaalccaglg claccaglgl gaagaaftcc agclgaacaa cgactgctcc loccocgagl lcallgigaa hgcacgglg
aacglicaag acalgigica gaaagaaglpg alggagcaan gIgccgEgat calglaccge aaglcolgig calcatcage
ggeclgicle  alcgectclg cogggtacca  gleclictge lococaggga aactgaacte agittgeale  agetgolgca
acacccclcl liglaacggg ccaaggecca Agaaaagppg aaprictgec ICEgecclca EECCaggEel cogoaccace
alcciglice tcaaattage colcticicg geacacigel gaagolgaag gagatgecac cecoleclge attguetic cagecclege
ccccaaccoe ccaccloeel gagigaglit cliclgggtg lecttitall clggglagep agogggaglc cglgttctct tiglhcetg
lgcaaataal gaaagagelc ggtaaageal (clgaalaaa fcageciga clgaalltic agtatglact I|gaaggaagg
aggiggagle aaaglicace cCcalgiclg Igtaaccgpga glcaaggoca ggclggcaga gleaglectt agaagtcact
gaggigggca Icigoctiit gtamagectc cagigtccal (ccatcoclg algggggcal agiiigagac Igcagaglga
gagtgacglt tellagege Iggagegcea glicccactc aaggetecct cgetigacal (caaactica tgeleclgaa aaccattete
lgcagcagaa Nggclggll (cgegeciga gUEEECICt agigacicga gactcaalga cIgggacila gactggggct
Cggccicgel clgaaaaglg cllaagaaaa (cticicagl Iclccligca gagpaciggc BCCEEgacgc gaagagcaac
BRECHCIRCA CAAARCRERC KCIRICERIR RIZRARIRCE calglacgecg cagpgogcoitc (CEIZEHEE cBtaclgcag
CLACARECEY Cagcacagea cClgeacgaa cacccpocga aaclgelgcp aggacaccgl glacaggage gggtigatga
CCBAECIEAR [plagaaaaac RICICCRARA ARRLRARRAL RAICAIRIAC RCCcRgaagh aggacclcgl ceagloglge
Uggglilgg ccgcagecal gatcclccga alclggitge gealccagea tacggocaal gloacaacaa ([Cagccclgg
gcagacacga graggaggga gagacagaga aaagasjaac acagealgap aacacaglaa algaataaaa ccataaaala
tiageeeel clgUiclglg craclggec aggaaatgpl accaafit cagigiigea cltgacaget Ieitgeea caageaagag
agaaifaac aclgliicaa acCccgEREga BUEECIglg ttaaagaaag accallaaat gotitagaca glgtattial accaguigat
glcigiiaal tlaaaaaaa lgliticatl getgtitgll tgeglatcca gaaageaglt calgitalce ata

Figura 2A
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galgcclgga glgpgpagpty gggagaaaag gegagacitl [RIggBlgel cccgatcgee agtagticct lcaglicicag
ccgecaacic cggaggcgeg BIECicggce cEpgagescy agcggagea geagagacce goagccggga SeccRagege
BBEcpalgea geclccgega ECBBCacclg cggetccict aagelacgac Cglegicice goggcageag Cgcggscccee
agcagcclcg geagecacag ccgelgcage cggggcagece lccgelgelg fcgoctectc tgatgegelt gecclclicee
geccccggga cleccgggaga alglgggice taggeatcge ggcaactitt tgepgattpt tottgettec aggclilgeg
clgcaaalcc aglgctacca gigigaagaa (fccagciga acaacgacig clccicccoe gagitcallg (gaatigeac
ggtgaacgit caagacatgt glcagaaaga agtgalggag caaagtgccg ggatcatgla ccgcaagicc tgtgcatcat
cagcgpeclg tcicatcgee ICIBCCgEEt accaglcctl clgoclcccca gggaaaclga actcagiitg catcagetge
Igcaacaccc cictiiglaa cCgggecaagg cccaagalaa gEggaaglic lgccicggec clcaggocag ggclecgeac
caccalcclg Meclcaaat tageectett clcggeacac tgetgaaget gaaggagatg ccacccccle cigeatigrt cticcagece
lcgccececaa coceecaccl coclgagiga gltictictg gglgtecttt talictgggl agggagCgge agicogiglt cretmglt
cclglgcaaa laalgaaaga golcggtaaa gcattctgaa' taaattcagc cligactgaal (filcagtarg 1acligaagg
aaggagglgg aglgaaaglt cacccccalg lelgigtaac cggagicaag gocaggclge cagagtcagt ccitagaagl
caclgagplg gpgcatcigec (itigtaaag cciccagigt ccattccalc ccigalgege geatagiitg agactgeaga
gigagagiga cCgittictia gggctggagg gecaglicce actcaagget cocilcgettg  acaticaaac  ticatgetce
Igaaaaccal lciclgcage agaattggcl gglilcgcge clgagliggg clclaglgac tcgagactca atgaciggga
cliagacigg pggcicggect cgcolclgaaa agigeftaag aaaaiclici caglicicct (gcagagpac (ggCEccggg
acgcgaagag caacgpgcge tgcacaaage ggEcgclgic ggiggiggag tgogealgia cgcgeaggeg clicleglgg
liggcgigel geagcpacag ECggcageac ageaccigea Cgaacacccg ccgaaaclge lgegaggaca ccglglacag
gapgcggglip algaccgage igaggtagaa aaacgicicc gagaagggga ggaggatcal glacgcccgg aaglaggace
lcgiccaglc glgetigget tiggecgeag ccalgalcot ccgaalcigg ltgggcatce agcatacgge caalgicaca
acaalcagee clgggeagac acgagcagpga gggagagaca gagaaaagaa aaacacagea tgagaacaca glaaatgaal
aaaaccataa aalaittagc cccictgtic tgigetiact ggoecaggaaa iggtaccaat tirtcagigt tggactigac agcticiin
gccacaagcea agagagaatt taacaciglt tcaaacccgg gggagitggc tgtgitaaag aaagaccatt aaatgetita gacaglg

Figura 2B
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MWVLGIAATFCGLFLLPGFALQIQCYQCEEFQLNNDCSSPEFIVNCTVNVQDMCQKEV
MEQSAGIMYRKSCASSAACLIASAGYQSFCSPGKLNSVCISCCNTPLCNGPRPKKRGSSA
SALRPGLRTTILFLKLALFSAHC

Figura 2C
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aagpecigeeg lgeclggpg cgaggtiact caleclgppe lcaggtaaga gegeccgage tcggaggegg cacalccagg
EEggacgeca agggagcage acggagecal gpaccccgoc aggaaagceag glgoccagge catgatcigg aclgcagget
BECIECIECL Bolgclgelt cgeggagBag cgeaggeccl ggaglgetac agelgeglge agaaageaga lgacggatge
lccccgaaca agalgaagac agigaagigc gCRCCREECE 1ggacgiclg caccgaggec glggggecgg tggagaccat
ccacggacaa liclcgelgg caglgcggeg ttgcggticg ggactccccg geaagaatga ccgeoggectg gatcttcacg
ggcticigge gllcatccag ctgeageaal gegelcagga tcgelgeaac gecaagelca acclcaccle goggecgelc
gacccggeag glaatgagag lgcatacccg cccaacggeg 1BBagigcla cagclgiglg ggceclgagee gggagecels
ccagggtaca icgecgecgg loglgagelg ctacaacgec agcgatcalg lctacaagpg cigeltcgac ggcaacgtca
ccligacggc agctaatgtp actgtgtcct lgectgleccg geggelgtglc caggatgaat tctgeacicg ggatgpagta
acaggcccag ggticacgct caglggclee tgiigecagg gglcccgelg laactetgac clecgeaaca agacctaclt
clcccctcga alcccaccce  tigiccggcl goccccicca gageccacga clgtggecic aaccacatct  glocaccacit
clacclcgpe cccaglgaga cccacatcca ccaccaaace catgecagceg ccaaccagle agaclccgag acagggagta
gaacacgagg cclcccggga (gaggagece aggtigactg gaggcgecge tggecaccag gaccgeagea aticagggca
glalcclgea aaaggEgggc cCecagcagec ccataalaaa ggciglglgg clcccacage tggattggea geocttorgt
lgeccgigge tgetggtgte clactgtgag clictecace Iggaaatite cclctcacct acticictgg cectggetac coctcttcte
alcacticcl glicccacca clggactggg clggeccage colglitit ccaacatice ccagtatcece cagettetge tgegetggtt
tgcegctilg ggaaataaaa taccgtigta tataticige caggggiglt ctagetitit gaggacaget cetgtatect tetcatcen
glclclccge  tiglcctctt gtgalgltag gacapagtga gagaagicag clgtcacggp gaagplgaga pagaggalgc
laagcuiccl aclcaclttc tcclagecag ccrggactllt ggageglgeg glgggigpea  caalggetce ccactctaag
caclgectce  cclactcece  geatetitge ggaatcggll ceccatatgt  citccttact agactgigag cloctogagg
Bcaggpaccg tgcciatgl cigigtglga lcagliiclg geacataaal geclcaataa agatitaatt aclitgaaaa aaaaaaaaaa
43223333333 4333333333 Aaaaa

Figura 3A
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MDPARKAGAQAMIWTAGWLLLLLLRGGAQALECYSCVQKADDGCSPNKMKTVKCAP
GVDVCTEAVGAVETIHGQFSLAVRGCGSGLPGKNDRGLDLHGLLAFIQLQQCAQDRCN
AKLNLTSRALDPAGNESAYPPNGVECYSCVGLSREACQGTSPPVVSCYNASDHVYKGC

FDGNVTLTAANVTVSLPVRGCVQDEFCTRDGVTGPGFTLSGSCCQGSRCNSDLRNKTYF
SPRIPPLVRLPPPEPTTVASTTSVTTSTSAPVRPTSTTKPMPAPTSQTPRQGVEHEASRDEE
PRLTGGAAGHQDRSNSGQYPAKGGPQQPHNKGCVAPTAGLAALLLAVAAGVLL

Figura 3B
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gatccgetit gegeatceca glgattcttg geftccgegt glagilicgg aaggapgacal cgaagcagpp CBaggcgcag
aggpcpligc pgacicalgc cccaglcpggc aplgegBggl cccaagoccl geaglgelac agelngage acacclaclt
Iggecectit  gacclcaggg ccalgaagcl geccagealc ([cclgiccic  atgagigell (gaggelalc cLglolcigg
acaccgggla ICRCRCRCCy Blgaccclgg 18CRRaaggs CIgCIggacc gggccleclg cgggecagac geaalcgaac
BCBEACECEC 1BCCRECaga clactcgglg gIgcRcgect geacaaciga caaatgcaac geccacclca lgacicalga
cgeeelecee AacCIgagec asgeacccga CCCGCCRacy CICAgCgEcy cogaglgela cgectgtale ggggtecace
aggalgacly cgclalcBRc agglcccgac gaglccaglg lcaccaggac cagaccgecl gollccaggg caalggcaga
algacagtlg gcaatltcic aglccctgtg tacatcagaa celgecaccg gecclcclge accaccgagg geaccaccag
ccocclggaca gecatcgace lccagggctc cigetgtgag ggglaccict peaacaggaa atccatgace cagecctica
ccaglgellc agccaccace cclccccgag cactacaggt colggecclg clocleccag (occleclget gRIgggRcelc
teagealaga ccgeccclcc aggatgelgg ggacagggel cacacacclc atlctigelg citcagecce (atcacatag
clcactggaa aatgatgita aagtaagaat tgcaclcotg tecoletgge cttccalcle tecogocctt glgeeccaca acclggecaa
caglacigga agaaacigga cacaglcacce agcalccccf EEEagpgcaa aacageocalg lcglgocccog algaagagea
atictgatca cagelgliac (cactgagca cCcagccaggec accaggeacc ccataacacg geltcclglg clolccolec
agagcclglc Pcagclclag gagggagcla tacaalgalg Ictfantag (glcalcalg agaagcccaa taagcagtal
pocclascay  lluglaggoe ageclcigya golaagclge alggglicaa alcccageolc caccallcag cclgcagaga
ccalgagega gllacliaag ccaggelclg gagclaage! gealggglic aaaicccage lccageafic ageclacaga
gaccalgggl pagtlactla agecaggelc I(ggagclaag clgcalgggl tcaaatccca getccaccal lcageclgea
gagactglgy gigagitact tgagetctct gtgocaatat itictcacct ataaggtgga gglgaaaala aactctataa catgacaaga
aclacticac aglagiigea gilgaggallc aacgagalga acatltagla cligggacac agcaglggcc cagigtaaat
gggetacity tcalaagece laaglcacag glcaacaaac |gagaggeaa aagcacllgg ugagetigl gtalclaglg
aglalggall caggpaccag allcccagoe ccacgaaclg claageaacc ccacclocla aacacalgag lgccgattaa
clicacagaa aaacacacaa gecaaagilc agcgagglga aaliciccaa gotatasaga (cagggaaga clICCIggag
gaalicacce Iigagcaaia loclaaagga tcaataglag ciggcazaaa gaagcaggag gaagogeall clagglagag
pagacagocl geacaanggl clgagggagg aaggageaca aggaglgeag gacacltica igagigcagg acactitcat
aac(gcalga achicataga galgggatce itageatgt icicigigea catgetigac catgtictit cacatgelit tigecacitg
atciitccag caaclcaglg agagaageaa aaaagtaagt igcatccige latigiciga atgitigigt ctccccaaaa ticatettit
gaaacclaal laccaaaglg atalactgg gaggiggsec cligggagg (Rglgagalc algaggglgg ageccccalg
aalaggatta grgcccital aaaagagpec clggagagel gectigecce Uccaccaca lgagaacaca gecageaggt
gectalaage aagaaaglgg gfictcacca gecatcgaat cigolggtge attgattgea gacticccag  actccagage
tatgapacal aaattictgl (giglataag €ca2aaaaaa 23a3aaaaaa

Figura 4A
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gaucugge tccgegegt agiticggaa gpagacalcg aagcagppgcg aggcpgcagag REcgUgcgp actcalgece
cagicggcag (gcgeggtec caageccige agigetacag CritgagCaC acclacitlg geccciitga colcagggec
algaagelge ccagcatclc clglcclcat gagigctig aggctatccl giclclggac accgggtalc gCRCRCCEEL
gaccciggly cggaiggect EClggaccgg BOCICCIgeg BECCAgacpe aalcgaacce gRacgegclg cogecagact
aclcgglRRl MCECgECIgC acaacigaca aalgcaacgec ccacclcatg aclcalgacg coclccccaa colgagecaa
BCACCCEACe CRCCEACEC! cAagCEECRCeC pagigclacg colgtalcgg gglccaccag patgaclgog clalcggeag
ylcccgacga glecaglglc accaggacca gaccgeclge Uccagggea giggcapgaat gacagitgge aalticlcag
lecclgigla calcagaace [gccaccgge ccleclgoac Caccgaggpc accaccaget cclggacagc calcgaccle
cagggcicet gelglgageg glacciclge aacagpaasal ccalgaccca geocticace agigelicag ccaccaccec
lccocgagca clacagglec Iggcccigel cclcccagle clocigolgg tggegciclc agealagace gococclocag
gatgcigppg acagggclca cacacclcal teligotgel tcagecocla lcacalagel caclggaaaa igalgliaaa
glaagaallg cactcciglc cclclggecl lccatciclc clgccciigl gecocacaac ciggeocaaca  glaciggaag
aaaclggaca caglcaccag calcccaggpg pBaggpgcasaa cagecaigic glgcccigal gaagagcaal [cigalcaca
gcigllaclc aclgagcace agocaggcac caggcaccce alaacacgge tfcclgigel clocticcag ageclglege
agciclagey gepgagclata caalgatglc lialtaglg fcalcalgag aagcoccaala agcaglatge cclaacagit
aglaggecag geiclggage taageigeat gggiicacal cccagelecca ccaltcagee lgcagagace algagegagt
lacilaagce aggciclgga golaagolge atggglicaa alcccagelc cageaficag colacagaga ccalgggliga
gllacilaag ccaggclclg gagctaagcl gealgggfic aaalcccage (ccaccattc agecigeaga gaclgigggt
gagitactig agcictclgl gocaatattt tcteacctat aaggiggage |gaanataaa cictataaca lgacaagaac taclicacag
lagngcagt gaggaticaa cgagalgaac aftagtact [gggacacag caglggecca glataaalgg gotacttgte
alaagcccla aglcacaggt caacaaaclg agapgglasaa goaclggtt gagcltgtgl atctagtgag ratggatlca
gggaccagal lcccagocce acgaaclgol aageaaccce acclcctaaa cacalgaglg ccogatltaact lcacagaaaa
acaCaciagg caaaglicag cgagglgaaa (Iciccaage (atasagalc agggaagact (cclgpagga attcaccctl
gagcaaaalc claaaggalc aalaglagel ggcasaaaga agcaggagea ageacatlit agglagagga gacageclgg
ACUADPEIC] MINEEBAYEAD BRAACACAAE gagigcagea cacilicala actgcatgaa clicalagag algggatcect
Hagcalglt clcigigeac algettgace atgticiitc acatgetttt (gecacitga tetttccage aaclcagiga gagaagcaaa
aaaglaagll gealcclg

Figura 4B
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MKLPSISCPHECFEAILSLDTGYRAPVTLVRKGCWTGPPAGQTQSNADALPPDYSVVRG
CTTDKCNAHLMTHDALPNLSQAPDPPTLSGAECYACIGVHQDDCAIGRSRRVQCHQDQ
TACFQGNGRMTVGNFSVPVYIRTCHRPSCTTEGTTSPWTAIDLQGSCCEGYLCNRKSMT

QPFTSASATTPPRALQVLALLLPVLLLVGLSA

Figura 4C
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clgagaggaa gltilatctg 1gcagecctt clctgaggal ggacactict cacactacaa agteclgtit getgatictt cligtggcce
facigigtgc agaaagagcl cagggactgg aglgftacca pglgctatgga gtcccatltg agacttcttg  cccatcaat
acclgceeel accclgalgg agtetgigrt aclcaggagg cagcaglial tgtggaltct caaacaagga aaglaaagaa
caatcttige ttacccatet gecctectaa lattgaaagt atggagalee lgggtactaa ggtcaacglg aagacttect giigecagea
agaccictge aatglagcag ttcccaatgg aggcagcace tggaccatgg cagpggglgel tctgticage clgagcetcag
tcctecigca gaccligele tgalggicet cocaalgace iccacccllg teclitlale clcatgtgea acaattctic ctggagecct
ctagtgalga attatgagit atagaagetc caaggtggga gltagigiglg aaataccalg ttitgecttt atageccctg ctggglaggt
agglgelcta atcctclcla gggctttcaa gtotgtactt cclagaalgt cattitgiig tgpartgelg clcatgacce lggagpeaca
cagccagcac aglgaagagg cagaattcca aggtallalg claltcaccat ccacacalaa glalclggge tcctgcaatg
llcccacalg talccigaat gleccoetgt tgagiccaatl aaaccelllg itcicccaaa asaaaaaaaa aa

Figura 5A
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MDTSHTTKSCLLILLVALLCAERAQGLECYQCYGVPFETSCPSITCPYPDGVCVTQEAAV
IVDSQTRKVKNNLCLPICPPNIESMEILGTK VNVKTSCCQEDLCNVAVPNGGSTWTMAG
VLLFSLSSVLLQTLL

Figura 5B
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Bclccggcca ECCECEBICC agagCeepEcs aggilcggee agclecgeca ggclgelggt acctgeglee goccggcgag
caggacaggc ICHIggll (glgaccicc aggcaggacg gocatccict ccagaatgaa gatclicttg ccaglgelge
tgecigccct tclgggtgte pagcgageca gelcpetgat gigetictee tgeiigaace agaagageaa iclgtacige
clgaagccga ccalctgolc cgaccaggac aactacigeg tgactgigic tgclagtpec ggcallggga alclcgigac
afitggccac  ageclgagea agaccigiic cccggeclge cccalcccag aaggcgicaa tgtiggiglg goliccatge
geatcagelg clgccagage tictgtgea atftcagtge ggccpgalggc gggcigeggg caageglcac cotgetgggt
gccggpgclge 1geigagect goigocggec clgotgoggl rggcccclg accgoccaga ccclglccce cgatcccoca
gclcaggaag gaaagcccay cccltictgg atcccacagl glalgggapc ccctgactec tcacgtgect galctgilgec
cligglccca gglcaggeee accccctgea cclccacclg coccagecce lIgcciclgec caagtgggec agetgeccte
aclicigggg tggalgatgt gacclicclt gggggaclge ggaagggacg agggticccl ggagictiac ggtccaacat
cagaccaaglf cccalggaca igcigacagg giccccaggg agaccgipgic aglagggalg lgtgeclgge 1gigtacglg
gelgigeagt geacgigaga geacgiggeg geliclgggg gecalgiig gggagggage gtgecagea geclggagag
ccicagtcce  [glagecccce  lgccclggea cagelgealg cacticaagg geageclitg gpgettggge  tlictgecac
liccggelcl aggccclgec caaalccage caglcclgoe ccagoccace cccacallgg agecclcclg clgertiggt
EBcclcaaata aatacagalg tccce

Figura 6A
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MEKIFLPVLLAALLGVERASSLMCFSCLNQKSNLYCLKPTICSDQDNYCVTVSASAGIGNL
VTFGHSLSKTCSPACPIPEGVNVGVASMGISCCQSFLCNFSAADGGLRASVTLLGAGLLL
SLLPALLRFGP

Figura 6B
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ccaglclglc gecacctcac tiggtgtctg ctglccccge caggeaagee IgEgigaga geacagagga BiggRccess
accalgcgge ggacgeggct ggegeteolg gogelgglge ggclgectg cggagagelg gegecggece Igogotgela
cglelgiccg gagcccacag gaglglegga cigigicace atcgocaccl geoaccaccaa cgaaaccalg tgcaagacca
caciclaclc ccgggagata gigtaccect lccaggggga clccacgglg accaagiccl gigccagcaa gigtaagece
lcggalglgg alggeatcgg ccagaccctg cceglgicct getgcaatac lgagelgtge aalgtagacg gREcgcccge
lctgaacagc clccaclgcg ggeccctcac getectecca clcltgagee tccgactgta gagiccccge ccacccocat
ggccclatge gecccagece cgaatgect! gaagaaglge cocclgeace aggaaaaaaa aaaaaaaaaa

Figura 7A
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MRGTRLALLALVLAACGELAPALRCYVCPEPTGVSDCVTIATCTTNETMCKTTLYSREI
VYPFQGDSTVTKSCASKCKPSDVDGIGQTLPVSCCNTELCNVDGAPALNSLHCGALTLL
PLLSLRL

Figura 7B
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aagalggegp cPIgigRacy Iglacggagg alglicegel Iglcggegge goigealelg clgetgelat (Cgeggcegg
EECCRARAAa CICCCCEECC AIEECEICCA cagCcagpgc cagggloccg gggccaactt Igigtoctic glagggcage
CCYEagEcEy CEECCCRECE EEicagcagc tgecccagel geticaglca fcgeagellc ageagoaaca goageageag
caacagcaac ageagclica RCCgCcgeag ccgeciiice cgEcggRigs BCClccggee CERCRRERag BIgcBEREEc
lggigeegec (ggaagelgg CEEagganga gleclgeagg gaggacgiga cocgeglglg coclaageac acclgpagea
acaacciggc ggtgciCgag (gccigcage algigaggga gecigaaaal gaaatlictt cagacigcaa lcalliglig
Ilggaaltata agelgaacct aaclacagal cccaaalttg aatclgigge capagaggit (gcaaatcta clalaacaga
gahiaaagaa (gigcigalg aaccgglige aaaaggfac alggificcl gcflagigga (caccgaggc aacalcaclg
aglalcaglg lcaccagtac altaccaaga tgacggcocal catliitagt gatlaccgtt taatcigige citcatggat gaclgcaaaa
atgacatcaa calicigaaa Igiggcagia Ucggcligg agassaggal gcacaficac aaggigaggl gglatcalge
llgeugaaag goclgglgaa agaagcagaa gaaagagaac ccaagallca agiticigaa clcigcaaga aagccatict
coggelgrct gagclgical cgpalgacil tcacttagac cggeatital allligelig ccgagatgat cgggagcell iigigaaaa
lacacaagcl gglgagggca gagiglataa glgeciclit aaccataaal tigaagaalc calgagigaa aaglgicgag
aagcacllac aacccgecaa aapelgallg cocagpgatla laaagleagl talicallgg ccaaalcclg laaaagipac
ligaagaaal accgglgcaa (giggaaaac cllccgoegal cgcgigaage caggelclce (acligliaa (glgecigga
glcagcigla cacagagggc gacaaglcag caplgaglge cagggggaga lgciggalla ccgacgeatg ligalggaag
acticicl  gagcccigag alcatcclaa goigicgggEe geagallgaa caccallgll ccggariaca [Cgaaaaggg
cggaccclac actgictgal gaaaglagii cgageggaga aggggaaccl iggaatgaac 1gccagcagg cgcficaaac
acigalicag gagacigacc clggilgcaga Uaccgeall gatcgagcll (gaatgaage {ilgigaalct glaatccaga
cagccigeaa acalataaga [clggagacc caalgaicit glcglgeclg alggaacalt latacacaga gaagalggla
gaagactglg aacaccgict cllagagclg cagtatilca Iclcccggga Wgpaagelg gacccigicc 1gtaccgcaa
glgccagpga gacgeticlc gictilgeca cacccacggl iggaalgaga ccagigaalt (algecicag ggageigigl ieictigln
alacagacac gcctaccgea clgaggaaca gggaaggagg ciclcacggg aglgocgage lgaagiccaa aggatcciac
accagcglgc calggalgic aagelggalc clgecclcca ggataagipe clgaligalc fgggaaaalp glgcagigag
aaaacagaga Clggacagga EClggagige ciicaggacc alclggalga cHgglgglg gagigtagag atatagiigg
caaccicact gagitagaat cagaggatal (caaatagaa gocligclga (gagagcclg Igagcccata aficagaact
lcigecacga Igiggcagat aaccagatag aclcigpggga cclgalggag (gicigatac agaacaaaca ccagaaggac
algaacgaga agigigecal cggagiiace caciiccage (ggigcagal gaaggattit cggitiictt acaagtitaa aatggecige
Jaggaggacg (ZNgaagct MECCcaaac alaaaaaaga agglggacgl gglgalctgc clgagcacga ccglgcgcaa
gacacicly caggaageca agpageacag gglgtccclg aagigecgea ggcagclccg (gIggaggag clggagalga
CgRagpacal copcliygay

Figura 8A
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ccagalctal acgaagccltg caagagigac alcaaaaact tcigitccge Igigcaatal ggcaacgelc agatlatcga
atgiclgaaa gaaaacaaga agcagctaag cacccgelge caccaaaaag lalttaaget geaggagaca gapalgatgg
acccagagcl agactacacc cicatgaggg Iclgcaagea galgataaag aggtictgic cggaageaga liclaaaace
algligcagl geligaagea aaalaaaaac agigaatiga (ggalcccaa algcaaacag atgataacca apgcgccagat
cacccagaac acaganacc gettaaacce caigitaaga aaagecigta aapgclgacat tcctaaattc igicacggia
tcclgactaa ggccaaggal galtcagaal tagaaggaca agtcatctct tgeclgaage Ugagatatgc tgaccagcge
cigicticag aciglgaaga ccagalccga alcallalce aggaglccge cciggactac cgeciggale clcagetcca
gclgeacige lcagacgaga (clccagict atgigclgaa gaagcagcag cccaagagea gacaggicag glggaggagt
gcclcaagpl caaccigelc aagalcaaaa cagaaltglg laaaaaggaa gigclaaaca (gCigaagga aagcaaagcea
gacalciilg ttgacccggt actlcatact gcligigecc (ggacattaa acaccaclgc geagecalca cccCIggecg
cgggegleaa atgicctgle lcalygaage aciggaggal aagCggglga ggitacagec cgaglgcaaa aagegecica
atgaccggal 1gagalgigg agtlacgcag caaaggigge cccageagat ggetictelg atcitgecal geaagtaalg
acgiclceal claagaacta caticiclct gigatcaglg ggagealclg tatattgiic ctgartggec tgalglgigeg acggatcace
aagcgaglga cacgagagclt caaggacagg tapagccace tigaccacca aaggaactac ctatccaglg cccagtiigt
acagcccict igtalageal ccccaclcac ctcgelctic tcagaagtga caccaaccce gigitagage attagcagat
glccaclgeg ligtcccate cagcctccac togtgtccat gglgtcclee toctcctcac Ccgtgcagcag cagcagelgg
ICECIggegt lactgectit gittggeaaa cligggita colgectgla gacaagicic tetcatacca acagaactic cgglactice
agaaccaact cacctgacct geaacicaaa ggclitilla agaaaaccac Caaaaaasaa a

Figura 8A (continuacidn)
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MAACGRVRRMFRLSAALHLLLLFAAGAEKLPGHGVHSQGQGPGANFVSFVGQAGGGG
PAGQQLPQLLQSSQLQQQQQQQQQQQQLQPPQPPFPAGGPPARRGGAGAGGGWKLAE
EESCREDVTRVCPKHTWSNNLAVLECLQDVREPENEISSDCNHLLWNYKLNLTTDPKFE
SVAREVCKSTITEIKECADEPVGKGYMVSCLVDHRGNITEYQCHQYITKMTAIIFSDYRLI
CGFMDDCKNDINILKCGSIRLGEKDAHSQGEVVSCLEKGLVKEAEEREPKIQVSELCKK
AILRVAELSSDDFHLDRHLYFACRDDRERFCENTQAGEGRVYKCLFNHKFEESMSEKCR
EALTTRQKLIAQDYKVSYSLAKSCKSDLKKYRCNVENLPRSREARLSYLLMCLESAVHR
GRQVSSECQGEMLDYRRMLMEDFSLSPEIILSCRGEIEHHCSGLHRKGRTLHCLMKVVR
GEKGNLGMNCQQALQTLIQETDPGADYRIDRALNEACESVIQTACKHIRSGDPMILSCL
MEHLYTEKMVEDCEHRLLELQYFISRDWKLDPVLYRKCQGDASRLCHTHGWNETSEF
MPQGAVFSCLYRHAYRTEEQGRRLSRECRAEVQRILHQRAMDVKLDPALQDKCLIDLG
KWCSEKTETGQELECLQDHLDDLVVECRDIVGNLTELESEDIQIEALLMRACEPIIQNFC
HDVADNQIDSGDLMECLIQNKHQKDMNEK CAIGVTHFQLVQMKDFRFSYKFKMACKE
DVLKLCPNIKKKVDVVICLSTTVRNDTLQEAKEHRVSLKCRRQLRVEELEMTEDIRLEP
DLYEACKSDIKNFCSAVQYGNAQIIECLKENKKQLSTRCHQK VFKLQETEMMDPELDYT
LMRVCKQMIKRFCPEADSKTMLQCLKQNKNSELMDPKCKQMITKRQITQNTDYRLNP
MLRKACKADIPKFCHGILTKAKDDSELEGQVISCLKLRYADQRLSSDCEDQIRINQESAL
DYRLDPQLQLHCSDEISSLCAEEAAAQEQTGQVEECLK VNLLKIKTELCKKEVLNMLKE
SKADIFVDPVLHTACALDIKHHCAAITPGRGRQMSCLMEALEDKRVRLQPECKKRLND
RIEMWSY AAKVAPADGFSDLAMQVMTSPSKNYILSVISGSICILFLIGLMCGRITKRVTRE
LKDR

Figura 8B
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BCBICgagel cyccgoggac |caagalggc BRCEiggsa cglglacgsa ggalgliccg cUBICBECE BCECIgCale
Igelgetget alicgoggec gEgeccgaga aaclccoccgy cCagggecglc cacagocagp gocagpgloc cggpeccaac
litglgleet toglaggica WECCEBABEC RECERCCCEE CRERICAgCA gelgecccag clgcctcagl catcgeagel
Icageageaa cagcagCage AgCaacagea acapragoc! CAgCCHCCEC agocgecitl cocCgRCEER! gpBociccgg
CCCEECYEEE agBUgCERER ECIBBIBERE BCIgRAagCc! KRCEEAREAA gaglcclgea gggagaacy! gaccogegly
Igccclaage acacclggag caacaacclg goggipclcg agigeclgea pgalgigagg gageclgaaa atgaaatiic
licagactge aatcattigt tgtggaatla laagelgaac claaclacag atcccaaall \gaatctgle gocagagagg ngeaaale
iaciaiaaca gagafiaaag aalgigctga (gaaccggtt gpasaagpit acatggiitc cigctigglg galcaccgag
gcaacalcac lgaglalcag tgicaccagl acaltaccaa gatgacggec atcalitiia gigattaccg titaalcigt ggcticatgg
algacigcaa aaalgacalc aacalliclga aalgiggcag fallcggcll gRagaaaagg algcacallc acaaggigag
gigglatcal geliggagaa agpcclggip asagaageag aagaaagapga acccaagalt caagliictg aacteigeaa
gaaagccalt clcCgggtgp clgagelgle atcggatgac (ficactiag accggeafit atatittgel igccgagalg
alcggoagcg (HMIglgaa aatacacasg clggigaggg cagagigial aagigectcl (taaccataa alligaagaa
lccalgagig aaaagigicg agaagcacil acaacccgcc aaaagoigat (goccaggat tataaagica gitartcaft
gyccaaalce Igtaaaaglg achigaagaa alaccggtge aalgiggaaa accliccgeg atcgeglgaa gecaggcelct
CClacllgll 32IGIRCCIE BABICARCIE Tacacagagg ECRAcAaglc agraglgagl RCCAgEEREa gAIRCIZgal
taccgacgca Igligatgga agactilict cigagccctg agalcatcet aagclgicggp EEEEZagarig aacaccattg
liccggatta calcgaaaag gEcpgacccl acaclgicly algaaaglag WCgAgBEga BRAagpBgaac CHggaatga
aclgtcagea gpcgclicaa acaclgaltce agpgagaclga coclgglgea gattaccgea tigalcgage Miigaatgaa
gcuigigaal ctglaalcca gacagecige aaacalataa galciggaga cccaatgate tgtcgigee tgalggaaca tiatacaca
gagaagalgg tagaagaclg lgaacaccgl clcllagage 1gcaglaltt catclcccgg gatiggaage 1ggacccigt
cclglaccge aagigccage gagacgollc Icglclitge cacacccacg gliggaatga gaccagigaa (talgectc
agggagcigl giictciigt (atacagac acgeclaccg caclgaggaa Cagggaagga geciclcacg ggagigecga
gclgaagice asaggalccl acaccageogl gocatggalg (caagelgga lectgoocle caggataagl geclgatlga
lcigggaaaa lgglgeagly agaaaacaga gaclggacag Bagclggagl gecticagga ccalctggal gactiggtgs
lggagiglag agalalaglt ggcaacclca clgaghapga atcagaggat alicaaatag aagecltgel galgapagec
Iglgagecea laaticagaa cllctgccac galglgpgeag alaaccagal agaclclpgp pacclgatgp agtglcigat
ICALIACADA CACCAgAAPE aAcalgaacga paagiglgcc alcggaglia cccacllcca goiggigcag algaaggatt
ek

Figura 8C
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ttacaaglit aaaatggect gcaaggagga cCglgitgaag clllgeccaa acaladaaaa gaaggiggac grgglgalct
geelgagecac gaccgigege aatgacacic t(gocaggaape caagpgagcac agggtgicec igaaglgocg caggcagcic
CEIBIggage agclggagal gacgpgagpac alccgetigg agccagatct atacgaagec tgcaagaglg acatcaaaaa
cricigticc  gelgtgcaat alggcaacge (cagaltalc gaalglciga aagaaaacaa gaagcagcla agcacccget
gccaccaaaa agtattlaag ctgcaggaga cagagalgat pgacccagag ctagaclaca ccclcalgag ggiclgcaag
cagalgataa agaggtictg iccggaagca galictaaaa ccalgiigca gtgotigaag caaaataaaa acagigaatt
- galggalcce aaalgcaaac agatgataac caagcgecag alcacccaga acacagatta ccgettaaac cccatgttaa
gaaaagcclg laaagclgac allcctaaat (ctgicacgg latcclgact aaggccaagg atpaltcaga attagaagga
caaglcalclt cugcclgaa gcolgagatal gclgaccagc geclgiclic agactgtgaa gaccagalce gaatcatiat
ccaggagicc pgecctggact accgeclgga tectcagete cagelgcact getcagacga gatctccagl clatgtgetg
aagaagcapgc agcccaagag cagacaggic aggiggagga gigccicaag glcaacctge tcaagatcaa aacagaattp
lgtaaausagg aaglgctaaa catgetgaag gaaagcaaag cagacatcit tgttgacccg gtacttcata ctgctigtge
cclggacall 2aacaccact gegeagecal cacccClgge CECBBRCgic aaatgicctg (cicalggaa geaclggage
atoagepepl gaggltacag cccgaglgea aaaagcgecl caatgaccgg atigagalgt ggagitacge agcaaagglg
Bccccageag atgecticic tgatctigee atgeaagiaa tgacglelee alctaagaac tacaticict clgigalcag tgggagcaic
tglatatigt teclyatige cclgalglgl ggacggalca ccaagCgagt pgacacgagag clcaaggaca ggclacaata
cagglcagag acaalggctl ataaagglt agiglgglct caggalgiga caggcaglcc agectgacct fclgcacac
tccagacaaa clicccagac aagetcctit glgcclctac glggagagge Iglggaaagl latcacalla aaagalgpgag
£alllaaaad 33alaaddaa 23aaaaaaaa alapgaalaaa aaaaaaaaa

Figura 8C (continuaci6n)
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MAACGRVRRMFRLSAALHLLLLFAAGAEKLPGQGVHSQGQGPGANFVSFVGQAGGGG
PAGQQLPQLPQSSQLQQQQQQQQQQQQPQPPQPPFPAGGPPARRGGAGAGGGWKLAE
EESCREDVTRVCPKHTWSNNLAVLECLQDVREPENEISSDCNHLLWNYKLNLTTDPKFE
SVAREVCKSTITEIKECADEPVGKGYMVSCLVDHRGNITEYQCHQYITKMTAIFSDYRLI
CGFMDDCKNDINILKCGSIRLGEKDAHSQGEVVSCLEKGLVKEAEEREPKIQVSELCKK
AILRVAELSSDDFHLDRHLYFACRDDRERFCENTQAGEGRVYKCLFNHKFEESMSEKCR
EALTTRQKLIAQDYKVSYSLAKSCKSDLKKYRCNVENLPRSREARLSYLLMCLESAVHR
GRQVSSECQGEMLDYRRMLMEDFSLSPEIILSCRGEIEHHCSGLHRKGRTLHCLMK VVR
GEKGNLGMNCQQALQTLIQETDPGADYRIDRALNEACESVIQTACKHIRSGDPMILSCL
MEHLYTEKMVEDCEHRLLELQYFISRDWKLDPVLYRKCQGDASRLCHTHGWNETSEF
MPQGAVFSCLYRHAYRTEEQGRRLSRECRAEVQRILHQRAMDVKLDPALQDKCLIDLG
KWCSEKTETGQELECLQDHLDDLVVECRDIVGNLTELESEDIQIEALLMRACEPIIQNFC
HDVADNQIDSGDLMECLIQNKHQKDMNEKCAIGVTHFQLVQMKDFRFSYKFKMACKE
DVLKLCPNIKKKVDVVICLSTTVRNDTLQEAKEHRVSLKCRRQLRVEELEMTEDIRLEP
DLYEACKSDIKNFCSAVQYGNAQIECLKENKKQLSTRCHQKVFKLQETEMMDPELDYT
LMRVCKQMIKRFCPEADSK TMLQCLKQNKNSELMDPKCKQMITKRQITQNTDYRLNP
MLRKACKADIPKFCHGILTKAKDDSELEGQVISCLKLRYADQRLSSDCEDQIRINQESAL
DYRLDPQLQLHCSDEISSLCAEEAAAQEQTGQVEECLKVNLLKIKTELCKKEVLNMLKE
SKADIFVDPVLHTACALDIKHHCAAITPGRGRQMSCLMEALEDKRVRLQPECKKRLND
RIEMWSY AAKVAPADGFSDLAMQVMTSPSKNYILSVISGSICILFLIGLMCGRITKRVTRE
LKDRLQYRSETMAYKGLVWSQDVTGSPA

Figura 8D
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caaaaaciic Igliccgelg I[gcaatalgg caacgelcag allalcgaal gictgasaga aaacangaag cagelaagea
cccgelgeca ccaaaaapgla (Haagelge aggagacaga galgatggac ccagagelag aclacacccl calgageglc
lglaagcaga (galaaagag guliciglccg gaagcagall claasaccal gligcagigc (lgaagcasa alaaaaacag
Igaaligalg gatcccaaal geaaacagal galaaccaag cgccagalca cocagaacac agattaccge llaaacccca
Igitaagaaa apcclglaaa getpacaltc claaaticlg lcacgglale ctgaclaagg ccaagpalga (fcagaatia
gaaggacaag lcalcicllg cclgaagclg agatatgclg accagegect giclicagac 1glgaagacc agatccgaat
callatccag pgaglecgece tgpaclaccg cclggatcel cagelccage tgeactgelc agacgagalc tccagiotat
ElgClgaaga agcageagec caagagcaga caggicagg! Bgaggagige cicaaggica acclgclcaa gatcaaaaca
gaaugigla aaaappaagl golaaacalg clgaaggaaa geaaageaga calciight  gacccgglac lcatacige
Nglgccclg gacallaaac accactgcge agecalcace cClggecgog ggcglcaaat gloclglclc alggaagoac
lggagpalaa peggelgage llacageccg aglgeaaaaa pegeclcaal gaccggallg agalglpggag Uacgeagea
Aagglgecce cagcagalgg cliclctgat cligecalge aagtaalgac gictccalcl aagaactaca tictclclgl gatcaglggg
agcatcigla tawguccl gatlggectg algtglggac ggalcaccaa gogagigaca cgagagclca aggacaggla
Eagccaccll gaccaccaaa ggaaclacct alccaglgec cagifiglac agccctcttg talagcalcc ccacicacct
CEcicliclc apaagigaca ccaaccccgl gllagagcal lagcagalgt ccaclgegtl gloccalcca geclocacic
Blgtecatgg Igiccicclc clccicaccg lgcageagea geagelgplc goiggegiia clgectitgl iggeagact (ggtitacet
geciglagle aagleictet cataccaaca gaacitcegg tacticcaga accaactcac clgaccigea aclcaaagge ittittaaga
223CCACCAA 2322232230 MNNaaag aaaaaaalgl atalaglaac gealctecte caggettgal tggpeaalg gegtatgle
ticatatga ctglglaaaa caaagacagg acliggaggg gaagcacacc acccaglglg ccatgaclga gpigicltcgt
tcalcicica gaagegeell ppggecloge cagppecple gloticaccg aggeplgEgtl BEgcagecgt lecccagget
glglgegptc  clgoiticlt clgelgagac aglgacgelt tocagitiec accclaatca gecaclgelg  glcacagece
cacagecalg ggtattictg igglctecte  getlcatlga agcaaageal gagecllcc! agacangpge agclgpepag
EEE33gEgac cCEgaagllig tgaagiigaa caglocatce alclgcacly agaggcigga (ccigagicc cgggEcagca
Bpalcccagp aaccitectc clccagggea goacaggacl cagocgigtc tggaccggec clgclgaggc lacagtcact
clggaagcic lgogeticat caggaggcag Baclglggcs SBagggeice lgaagalgg giglgggeag caglgggica
EBa3gIggEa gocagagytl (gactcactt tgettlattt icaggetac aatacaggic agagacaalg geltalaaag gittagigtg
glcicaggat glgacaggea glecageclg accllleige acactccaga caaacticec agacaagete ctitglgect
clacgiggag agggigigea aagitalcac allaaaagat ggaggallaa 2aaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaa

Figura 8E
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MMDPELDYTLMRVCKQMIKRFCPEADSKTMLQCLKQNKNSELMDPKCKQMITKRQIT
QNTDYRLNPMLRKACKADIPKFCHGILTKAKDDSELEGQVISCLKLRYADQRLSSDCED
QRIIQESALDYRLDPQLQLHCSDEISSLCAEEAAAQEQTGQVEECLKVNLLKIKTELCK
KEVLNMLKESKADIFVDPVLHTACALDIKHHCAAITPGRGRQMSCLMEALEDKRVRLQ
PECKKRLNDRIEMWSYAAKVAPADGFSDLAMQVMTSPSKNYILSVISGSICILFLIGLMC
GRITKRVTRELKDR

Figura 8F
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aalltagcca Belglgglgg cacatacctg laatcccage lacligagag aclgagpcag gagaatcact (gaaccggga
galggaglll geaglgagec gagatgpige cactglacic Cagccigggl gacagageaa gacicigict ©Caaasaaaa
3222333833 333A333aEA calllcaage (ggaagalll ggriccclaa ciitgagect ageicitica (taaagiaat aataaaagla
gaaclctaca ttatataat ggttitgact tccaaagtg aftitcacat clcagcagic clgigaagga claaataagg 1gHICagEg
lagacligyc atglgitl gcaaagaagp tecaaggeca Lgeagetalt iggtgacaga aligaaagta aagecigatt clellgelge
aaggcgacil lgelalclag aagecagggl cacltagacaa galgeagica acaaalaagl clccagaaca lalgacalct
ccagoctaaa ccaagelcac cittccalge 1ggctcccic algcagacgg aggacatccg cllggagcca gatctatacg
asgeclgeaa gapgigacalc aaaaacitct griccgelgl geaalalgge aacgelcaga (latcgaalg (ctgaaagaa
ascaagaage agelaageac ccgelgecac caaaaagial Naageigea ggagacagag atgalggacc cagagelaga
clacacccle algaggglct goaagcagal galaaagagg MUciglccgg aagcagatlc laaaaccatg fgcagigel
[gaagcaaaa taaaaacagl gaallgalgg alcccaaalg caaacagalg ataaccaagc gecagalcac ccagaacaca
gglaagaict IggCcHgEet clcclggeoe cglggaglal clgaaaapga aficagigge (gtagagiga cclgclcaaa
clcccaggge fMigngect gggaatilla agggaggagt clgagiglaa geaggpectt cclocliiga ggageatcca
gasanalgga gERAgAgica gEEEARARAE BAZECCACcA2 BAAcCagaaa actgecclaa aagaacgiic agaaggaatc
aggeegecag Icciiggaaa gasaaaicla gaaaticaal aaaactical gagigigcca ggagaalgta cgggtaatct
wallcgyaac agaaacatit cacclcigag liggaagace Icglaagita atgglcacag Igagiiggat attglatiic wincaglg
ltctcaaaag tglclghat gEggaaggn golgalgice cotlgartlt telgaggact cotlagagla (Iggagiclg cacaaaacce
cgcagaglag aaagaficcl gaggaccice agaaglacic ghlaacaagt catatigolg atlaaaaaca gIglagigag
agcicaglaa algitlailg aatagalaaa iccalggllg tagicalgal caligacata ataigcicee lllaggaagg tggalaicta
azaalglgly aslcagglge aatgliigt cacalgelca clgeiiicta cictagalia cegeltaaac cocatgriaa gaaaagecig
laaageigac altcctaaal letgtcacgg lalcclgact aaggocaagg algaticaga attagaagga caaglcatcl cligeclgaa
gclpagatal gelgaccage geclglelle agactgigaa gaccagalce gaalcatlal ccagpaglec geeclggact
accgeclgga fcolcagelc cagetgeact geicagacga REigggatit gogtgcaaaa clggitacge acagagelge
lcagagaagl Nccactgga gaaaagligh tlactitclc tcecticage cglgaatgal ciggigaalt gaaggocalc ticlaggelc
tecalggtlet geattectgl tctitgtaac acigaalica acliggeait aglcclgaca ciclaaageg ttgitccata titclergtt
gaacaagggl gitcilicat tatageicic tglaaatitg licliccct cliciialtc 1ggalgglaa acccaagacc {gccagaaag
ataaaagige (Ucagclgg geacgplgge fcacgoclgl aalcccaaca cCMggEapgp ccaaggaggp (ggatcatet
gagglcagpa glicaagacc ageclggela acalggagaa alcigiclct actaaaaala caaaaaatia gecaggegig
EIgECcEtgca ccaglaatcl cagclacica gpaggclgag gcaggagaal cacligaacc CEEEaggcgg |Egtigcagt
gagclgagal calgecaclg caccocagec IgggEcgacag aggaagacic (glete

Figura 8G
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MQTEDIRLEPDLYEACKSDIKNFCSAVQYGNAQIECLKENKKQLSTRCHQKVFKLQETE
MMDPELDYTLMRVCKQMIKRFCPEADSKTMLQCLKQNKNSELMDPKCKQMITKRQIT
QNTGKILAWLSWPRGVSEKEFSGCRVTCSNSQGFVAWEF

Figura 8H
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clgagagpgaa giittatctg tgcageccit cicigaggal ggacactict cacactacaa aglcclgtit getgattctt cilgtggece
facigigigc agaaagagct cagggacigg agigittacca glgclaigga gicccalllg agacticitg cccatcaatl
acctgeeecl accclgatgg agtclgigtt aclcaggapg cagcagttat (glgpattct caaacaagga aagtaaagaa
caatctitge ttacccatct geectectaa tattgaaagl alggagatee (gggtaciaa ggicaacglg aagaciiect gligccagga
agaccictge aalgtagcag llcccaalgg aggcagcacc Iggaccalgg caggggiect tolglicage clgagcicag
tcelccigea gacciigotc tgalggtcet cccaatgace fccaccctig tectiftaic clcaigtgea acaatictic ciggageect
clagigatlga anatgagit atagaageic caagglggea glagiglgtg aaalaccatg ttiigectit atagecectg clgggtagst
aggtecteta atcctctcta gggcetttcaa gietgtactt cctagaatgl cattitgtig tggattgetg ctcatgacce tggaggcaca
cagccagcac aglgaagagg cagaaticca agglaltatg clatcaccat ccacacataa glatcigpgg ftcctgoaatg
licccacaltg tatccigaat giccccctgt igagiccaal aaacccliig tclcccaaa aaaaaaaaaa aa

Figura 9A
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MDTSHTTKSCLLILLVALLCAERAQGLECYQCYGVPFETSCPSITCPYPDGVCVTQEAAY
IVDSQTRKVKNNLCLPICPPNIESMEILGTKVNVKTSCCQEDLCNVAVPNGGSTWTMAG
VLLFSLSSVLLQTLL

Figura 9B
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aicigacaga actigccact gigccigeaa ccliglciga gaggaacccl Icictgagga (ggacactic lcacaclaca
aaglccigtg tgotcatict Ichigiggee claciglglg cagaaagage Icagggactg cagigctacg agigctalgg
agigecaall gagactlcct geccagcapgt facclgccge geclclgalg gattcigeat lgclcaaaac atagaatiga
ligaggacic [caaagaapy aaaclaaaga cccglcaglg ccltlctitc (gocclgolg giglgecaal cagggatecl
aacalcagpp agaggaclic cigtigcage gaagaccict geaatgcage agltcccact geagglageca cclggaccat
gecagpeglg cliclgitca goeolgagete aglcglectg cagacciige tctgatggic cliccaatga cccecaccct tiicctima
Icticalgtg caaccactct ticctggagt cctctagtga caaattatal gttatagaag piccaatgtg gggatagigt giggaacace
cigtiicacc tuatagece clgclgggta agtgeocegac teclciclag ggctitcaaa tctgtactic tigcaatgec atttagtigt
ggatttctat tctiggeecct pggaggceatgt pggccagcaca lgcaacagge aglattccaa pggtattatag talcaccatc

cacacalaag tatclggggt cctgcaggg! teccatgtat gectgteaat gaccoctgtt gagtccaata aaagettigt tetcecagec
4333332aaa aaaaaaaaaa aa

Figura 10A

140



ES 2379413 T3

MDTSHTTKSCVLILLVALLCAERAQGLQCYECYGVPIETSCPAVTCRASDGFCIAQNIELI
EDSQRRKLKTRQCLSFCPAGVPIRDPNIRERTSCCSEDLCNAAVPTAGSTWTMAGVLLFS
LSSVVLQTLL

Figura 10B
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goeCactooe geccageccy lgectataag gecliggeaa Igcagggace cpcaclgllc ccagacgaca lcagagatga
ggacagcatl geigctcctt geagecclgg clgtggctac agggecagec ctiaccclge gelgocacgt glgcaccage
lccagcaact geaageattc IRIggICIEC ccgpccaget cCicgeltclg caagaccacg aacacaglgg ageclcigag
ggpgaalclg glgaagaage aclgigegga glcplgcaca cccagelaca coclgcaagg ccagglcage agcggeacca
gclccaccca glgoigecag gaggacclgl gcaalgagaa gelgocacaac ECIgcaccca cocgcaccge ccolcgoccac
aglgcoolca goolggppcl ggocclgage clcClgpccy lcatcllagec coccageclg igaccliccc cccaggeaag
gcccclcatg cofticclic cciticictg gggaticcac acciclcitc cccagocgca acggpgglgc caggagecce
aggctgaggg cticcccgaa agicigggac cagglccagg 1gggcalgga atgetgatga cltggageag gocccacaga
ccccacagag pgatgaageca ccccacagag gatgcagcoce ccagelgeal ggaaggigpa ggacagaage colgtggalc
cccggattic acactectic tgrtttgttg cogtitattt tigtactcaa aictctacal ggagataaat gatttaaacc agaaaa

Figura 11A

142



ES 2379413 T3

MRTALLLLAALAVATGPALTLRCHVCTSSSNCKHSVVCPASSRFCKTTNTVEPLRGNLV

KKDCAESCTPSYTLQGQVSSGTSSTQCCQEDLCNEKLHNAAPTRTALAHSALSLGLALS
LLAVILAPSL

Figura 11B
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gotccgucca gocgcggice agagCgcEcy agplicEBEe agclecgeca gECIgCiggt acclgegloe gooccggcyag
caggacagge lgclitggti (glgaccicc aggcaggacg gecalccicl ccagaatgaa galcliclig ccagligeige
tggctgeect ICIggglgly gagegageca gelcgelgal glgeficlee tgoligaace agaagagceaa iciglactye
clgaagccga ccalclgelc cgaccaggac aaclaclgeg igaclglglc tgctagigec ggcatlggga alclcgtgac
alftggccac agectgagea agacclgtic cccggeclge cccatcccag aaggegicaa igtiggigtg  goticcalgg
gcatcagetg ctgccagage (ltfctgtgea atticaglgc ggccgalggc gggclgeggg caageglcac cclgcigggt
gccgggcige (gclgagect golgocggec CIBCIECERl IBECCCClg accgoccaga ccoclgtccce cgalcccoca
gclcaggaag gaaagcccag ccCcliictgg atcccacagt glatgggage coclgactce lcacgigecl galcigigeo
cliggiccca ggtcaggecc accccctgea cctccacclg ccccagecce tgeclclgee caagigggec agetgeecte
acliciggge (ggalgatgl gaccticctt gggggaclge ggaagggacg agggficcel ggagtcttac gglccaacat
cagaccaagl cccalggaca tgctgacagpg glccccaggp agaccglgic agtagggalg tgtgectgge (gtgtacglg
gelglgeagt geacgtgaga geacgiggeg geltclgggg gecalgiitg gggagggage tgtgecagea geclggagag
cclcaglcee (glageccee Lgccctggea cagcetgealg caclicaagg geageclilg ggpgitggge  fticigecac
ttccgggicl aggeccigec caaatccage caglcctgoc . ccagocccace cocacaltgg ageccicotg ctgetitggt
gectcaaata aatacagatg tecce

Figura 12A

144



ES 2379413 T3

MKIFLPVLLAALLGVERASSLMCFSCLNQKSNLYCLKPTICSDQDNYCVTVSASAGIGNL

VTFGHSLSKTCSPACPIPEGVNVGVASMGISCCQSFLCNFSAADGGLRASVTLLGAGLLL
SLLPALLRFGP

Figura 12B
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actgtgcectg caaccigglc agagaggaag laagpacigg (gtcaggagg gagclgotag gtttgalctg tgeagecctt
clccaaggal ggacagiiglt cacactacaa agicclgigt actcatcctt ctigigplee tatigtgtge agaaagagel
caggggclgg agtgelataa clgeclggga glitcacllg gaaltgectg caaatcaatt acclgeceet acceigatge
agtctgeatt tctcageagg lagaacttat tgtggacict caaagaagpa aagtaaagaa caaactclge titccittct gecctgetaa
ICllgaaaal alggagatcc tggglactac (glcaacglg aalacticct grigcaagga agacclctge aatgcaccat titccactgg
aggcageacce lgpaccalga caaggglgcl ftcigitaaal cigggetegg leticcigea gaccligetg taaaaggtee
Uccaugpac clccacectl gigilitat colcallige aactauticct teclggagee clclaglgal gaattatgag atatigaage
tccaaggleg gagtagtell tgiggaatac gligiticaa clllalagee cclgeltggl aaalgececa clecteicla ggaatitcaa
atatglacit cclagaalgc catlttgitg tggettgeta atctiggece 1ggaggeccg Iggctagoag aggglagagg
cagaalicca aggialtaag ccalcaccat ccacacataa gigictgagg tictgcagga fictcalgta tgeggeftta tgtececttg
ftgagiccaa taaaccciit glicice

Figura 13A

146



ES 2379413 T3

MDSCHTTKSCVLILLVVLLCAERAQGLECYNCLGVSLGIACKSITCPYPDAVCISQQVELI
VDSQRRK VKNKLCFPFCPANLENMEILGTTVNVNTSCCKEDLCNAPFSTGGSTWTMTR
VLLLNLGSVFLQTLL

Figura 13B
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clgcagccag glcigagapp aaglaaggac lggiglcagy agggapelge laggtgacaa aggeaagaac cclcaggata
peecigigel gRgaglgaga llaggaaaga agagcigggl gggiggtega tgagagaagl aggcagacatl gtaticcica
gggaaagelg Igtagagpst tggagggagy gaalatigga lggclgagec glglgagage ccagggglgl galcaggggt
clattaactg gciccaactt ccaaggiiit atctgigeag cocticicca aggalggaca clicicacga gataaagice (giglgeiga
tecitctigl gaccctacte tgtgcagaaa gagclcaggp actggagtgt taccagiget atggagtcec atttgagact tergeccal
calttacclg cccclaccct gatgeattct pigligelca ggaggaagaa tltattgcaa actclcaaag aaagagagla
aagagccgll ctigecatee titclgecct gatgaaatlg aaaagaagtt talcctggat cctaacacca agatgaatat ttcctgttge
caggaagacc [Cigcaalgc agcaglicce aclggaggca golcclggac cacggeageg gigetictgl tcageciggs
clcagiccic clgcagacce (gatgigatg glccccacce

Figura 14A
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MDTSHEIKSCVLILLVTLLCAERAQGLECYQCYGVPFETSCPSFTCPYPDGFCVAQEEEFI

ANSQRKRVKSRSCHPFCPDEIEKKFILDPNTKMNISCCQEDLCNAAVPTGGSSWTTAGV
LLFSLGSVLLQTLM

Figura 14B
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gllalcagag gIgagcccgl golcilcage ggagaagalc coctacctgg ccgecggeca clilclgigp gocplggpst
cclcaaggag acpgcccilg gEclcaggpg clgeguiee acacgegect (tcccaggge leccgegeee  gltectgect
EEBCCECCEEC CBClccaaca grageacaag goegggactca gaaccggcogt (CAgggccge cageggecge gaggeociga
galgaggclc caaagaccee gacagpecce gECREgIgER aEECECECRC CCCRRRECEE ECREgRclce coctaccgac
CilgaccCEgy pagaggcpcy cggaggclpe paagglicca gaagppcggE BaggEEEcEc CECEcpeiga coclceclgg
geaccgclgg pggacgatgge gelgelcgee ligelgelgg loglggeect acCECggglg |ggacagacg ccaacclgac
Igcgagacaa cgagatccag aggaciccca gegaacggac gagegigaca alagagigtg glglcatgit tgtgagagag
aaaacaclil cgagigccag aacccaagga ggtgcaaalg gacagageca lacigcgita lagcggecgl gaaaatalit
ccacguit tcalggtige gaagcagige lccgelggll gigcagopgat ggagagacce aagecagagg agaagoggtt
tclcctggaa gagocccalge cctictiita ccicaaglgl tgtaaaatic getactgeaa titagagggg ccacctalca actcatcagt
glicaaagaa 1lalgclggga pgealggglga gageigiggl geggctglgec Iggccatect cctgetgetlg geoclocatig
Cagccggect cageclgict lgagccacgg gaclgocaca gactgagect tccggageal ggactcgele cagaccglig
tcacciglig caftaaactt gttitctgtt gattaccict tggtitgact tcccagggtic tigggalgee agagigggga tcaggigeag
tiggctctta accclcaagg gttctitaac tcacallcag aggaagicca gatctectga gtagtgattt tggtgacaag tittictent
tgaaalcaaa ccligtaact cattialige tgaiggecac ictittcctt gacicocccic tgecictgag ggclicagta ttgatgggga
Bpgaggccla agtaccactc atggagagta (glgctgaga tgcticcgac ctilcagglg acgcaggaac actgggggag
lcigaatgat tggggtpaapg acalccclgg aglgaaggac lccicagceat gggggpeagt ggggcacacg (tagggetgc
ccccallcca gleglgpagg cgelgigeat ggclgettit cclcaacctt lcctaccaga ticcaggagg cagaagalaa
claatigigl (gaagaaact tagacticac ccaccagcelg geacaggige acagaticat aaattcccac acgtglgtgt tecaacalclg
aaacltaggc caaglagaga gcalcagggt aaatggegit catticictg ltaagatgea gocalccatg gggagclgag
aaalcagacl caaagiicca ccaaaaacaa alacaagggg acticaaaag ticacgaaaa aallgaatla aaagataaaa atlaa

Figura 15A
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MRLQRPRQAPAGGRRAPRGGRGSPYRPDPGRGARRLRRFQKGGEGAPRADPPWAPLGT
MALLALLLVVALPRVWTDANLTARQRDPEDSQRTDEGDNRVWCHVCERENTFECQNP
RRCKWTEPYCVIAAVKIFPRFFMVAKQCSAGCAAMERPKPEEKRFLLEEPMPFFYLKCC
KIRYCNLEGPPINSSVFKEYAGSMGESCGGLWLAILLLLASIAAGLSLS

Figura 158
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ggagagagca ggacacagcel atggalgecg ccaggagagg agalacacag ccagigalgt ggaccaccgg atggelgilg
clgelgeege tictgelglg tgaaggageg caagecciggagigclacag clgeglgeag aaggeggacg alggalgelc
lccgcacagg — atgaagacaglcaaalgigg — tcccgggglg  gacglcigta  ccgaggecgl — gggagcggla
gagaccalccacgggcaalt ctctgigeceg gigcgggect gCggticegg aaltcccggpc aagaacgaccgceggacigga
ccticacggg  clectggeet  (ctitcaget acageagige Iccgaggaccgatgcaacge caaactcaac  clcaclltge
gaggecicaa ccclgeagge aatgagagtgcalatgagee laacgglgea gaglgetaca geotgigtgge Ic1gagecge
gagaagigccagggctccat gecgecgglc glgaacigel acaacgecag tggecgigic tacaagggclgelicgalgs
laacglcacc clgacggcag ccaacglgac cgigiccita cclglccgaggcigegicca ggacgagace 1gCacceggs
algggglgac ggglccagga (tcacactcagcggetcitg clglcaggec ccccgolgta acgecgacct tcgcaacaag
acclatticicccclcgaal  cccaccccta  gtectgetge cccclecaac  caccgeagec  ccatccaclcgggeccagaa
clcctccage acgacclcla cagcagecce aaccacgacc acclccalcatcaagcccac cacagoccaa gecagecaca
cliclcceea gaaargpal clcgaagicatacaggaaga gggggcgicg Itgagiggag glgclgegeg ccalggagel
aclgeggeccalggagelge IECEgEccac caagaccgca geaatatgga gaaglalcca ggaaaggglg gggcccagat
cccagclaaa ggaggclclg gcaclclagg gleclgpitg tolgeagttc tgltgactgt ggligcoigge  gegatgetgt
gaalgictca lctcgaaaag tccatcicac tugtiicce Iggecccglg glaccaacte tticcattic tcactigact ggactggele
cgcccccale clicagealt ctcagliccg actgcactgg Migcagent cggaaaacag tcctctgitg taaatatice golcggplgs
ccclactitt ngatgegge cacageatic CCCClgalgg tgaccaggac agagggaaga gacgtctact ggetgagaga
gecccagaga glocacggca agectectet toccgitttc clgaccaggc tggaagatpa ccaggcagglt agacaatgga
lccalcclee  gageactglg cligoctgge acatigigeg gaaatctggt cgectgictt ccltaggaga ciglgaacaa
ctclacaaca ggglcligic tetggectet ctatgigitc tglctggeac aggaaggtgt caataaagat ftagttactt tgtatagtga
gllaaclaaa 2aaaaaaaaa aa2aaaaaaa aaaaaaaaa

Figura 16A
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MDAARRGDTQPVMWTTGWLLLLPLLLCEGAQALECYSCVQKADDGCSPHRMKTVKC
GPGVDVCTEAVGAVETIHGQFSVAVRGCGSGIPGKNDRGLDLHGLLAFFQLQQCSEDR
CNAKLNLTLRGLNPAGNESAYEPNGAECYSCVGLSREKCQGSMPPVVNCYNASGRVY
KGCFDGNVTLTAANVTVSLPVRGCVQDETCTRDGVTGPGFTLSGSCCQGPRCNADLRN
KTYFSPRIPPLVLLPPPTTAAPSTRAQNSSSTTSTAAPTTTTSIIKPTTAQASHTSPHEMDLE
VIQEEGASLSGGAAGHGGTAGHGGAAGHQDRSNMEKYPGKGGAQIPAKGGSGTLGSW
LSAVLLTVVAGAML

Figura 16B
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tcgetecceg cgecglycce gecgelgage ccgpaptgcg gacaccccag ggatgeclge gecccagagg acccccgect
gcagecccCg  cgccicilic aggecctale ggagcalgelgectgeagee atlgaagagec lcgglctgge gelgclggec
tigenictet geccclegecggeccalgge ciglggigee aggactgcac cclggecaat tccagecatt
gcgclccgaageaglgecag cccaccgata cogitigige cageplpcgg atcaccgace ccagcagcagcaggaaggal
caticigtga acaagatglg !gcltccice tgegacitcg ltaageggcactitticica gactatctga tggggticat taaciclgge
alcilaaaag icgacgtggactgctgcgag aaagatttgt graacgggec atcggtcgea ggacgcagcec
ccigggecciggelgggeee  clecigoica pgeciggggec  lgeicticic  tgggciggpe  cotaagaccccicccicccet
cclgciggge liggageoll glcccclaag cclgngclg cccclccccageclggeetg getgggeetg gpacageaag
ggligecal  caaggiciga gpcictcaacciccciagat gigagtgagce clictccgtt tctccaccag clccatalce
caagcagclgaatatclcca ggaglccaga calcclggea gpaagetgge glaggegpea pggeEgagggcaagggactga
gaccclccag giclccaagg ggagggappl caagccagge acageccaacageciggect gagpggeall aactacagag
aaataaagic aclicigagt cilglgaaaaaaaaaaaaaa 4aa33aaaaa 2aaaaaaaaa aaaa

Figura 17A
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MPAPQRTPACSPRASFRPYRSMLPAAMKSLGLALLALLLCPSPAHGLWCQDCTLANSSH
CAPKQCQPTDTVCASVRITDPSSSRKDHSVNKMCASSCDFVKRHFFSDYLMGFINSGILK
SRRGLLRERFVQRGIGRRTQPLGPGWGAPVQLGAWLFFGLGPKTPPSLLVGFGACPLSL
LVPLPSLAWLGLGQQGFGIKV

Figura 17B
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agaagagpgcg agaciiit ggglgciccg galcgocagt agticiicaa gectcageag ccaacloclc Cggaggcegel
BCBCICCECC CCAgBEagCy cgaalccaapg gageciggpaccageciclg geageccccg gogegggcga LECgBgcece
geggpcgaca  cclgeggclecicicggtgg cagoecglcge  IgEgcgEca goagcepcgag celcggcage
clcggcagclacigicgecg Cggccagaac ageclccget  gogglcgige  Ictctgatpe  Ictigocccgelcccggecct
Becgalccge  gapggalgige ghicteggea (cgeagcaac (itigeggaltgtictgge ttccaggget ggcgetigeaa
aricagigct accagigtga agaallccagctgaacaacg arigetcatc ccclgagiic  atcgtaaatt gceaccgigaa
cglicaagacalgigicaga aagaapigal ggagcaaagt geltgggalca (Iglaccggaa glegigtgeateglcageag
cctgtcicatl tgerncaget gggtaccagt cetictglic coctgggaaactgaactccg tgtgeatcag clgetgeaac accectettt
gcaatgggcc gaggcccaagaagagaggca  goictgecic ggccatcagg ccagggcllc tcaccacict
cclgticticcacitagece tetgeligge acactgetga agetaaagga gatgecaace cctgetgecteacctglelg goccticgte
icicacctic ccgagliclct ictggglete cltttatictgggtagacaa gggagietit ttgticccic cittcaagla acgeaagatt
geccgigracaaatactitlg taagelctga accaattcat ictgaattic tgtgtgtagt tpaagaaaaaagcalggage agaaagicca
gaccclccca tcccaalctg gitaaccacc gocaagpgeta goclggaaga accagocclt agaaglcalt gagatacgcea
tctgectitc ccaaagectt gagcttccat tctgicccag taggagtcac agiclatica gagactgetg cigegtgaag gtaactitge
iilgcggea gEEEagagec agticggct caaggeotict gaacttgeca teatactic ctgetectgt aaactattit ciggggtgga
cccagciggt ggtctctg agccagictg tggtgactca ggactcaagg gotggggctt ageciclcca ggcttggect
caglcigaaa aglgettaag aaaacchigl tagticicct ggagpaagag llaclgegee gggaggetag gaagatgagg
EEBclgcpeg clgagclgpt gelglcctlg gtggagatga agegggcacg ctggegtile totiggtigg catgetgeag
agicaggcgpg capgcagagca ccigccagaa cacclticcgg aactgolgag aggacacpgit glagaggapa gggligacca
cagagcigag gtagaagaag gtalcagaga agggcaggag gatcatgtat gocctgaagt acgttctggt ccagtcatgt
tgggtiitg ctgcagecat galccgitcgg atctgatigg gceatccaaca cacggccaac glcaccacaa lcagtcclgg
Caggcaapgaa caggagagaa aaggagacgpg ggagagaaac agcatgagaa caaaaataaa taaataaaaa cccataaaat
attaagecec UEETtctgt 1gctacige ccgagaaacg gtaccaatct ticagetctg tgctigicgg cttettittg ceactggeaa
aggagaaltt aatgcigclt caagetcagg ggactigge! atgtiaaaaa gegitaaatg cittcgacag tgtarttata cltacggclg
ccigitaatt ticaaaaigt ticatigit geicgigiat ccagaaaata (cicacgitg gocaaaa

Figura 18A
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MWVLGIAATFCGLFWLPGLALQIQCYQCEEFQLNNDCSSPEFIVNCTVNVQDMCQKEV
MEQSAGIMYRKSCASSAACLIASAGYQSFCSPGKLNSVCISCCNTPLCNGPRPKKRGSSA
SAIRPGLLTTLLFFHLALCLAHC

Figura 18B
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ggcaggectg agtgaggacc tcgaccalge aggggacclg gatggtgcig tiggcactga tatigggcac clcggggag
crigclalgg ccttacagig clacacctgt gcgaatccigigagigealc caactgigic accaccaccc acigccacat
caalgaaacc atglgceaagactacgelcta clecctggag attgtittce ctitccigge ggaciccacg gigaccaagiectgegecag
caagigigag cctlcggalg tggatggeal Igggcaaacc cggecagtgtcctgetgeaa tictgaccta lgcaacplgg
atggpgcacc cageclggec agteclgpgtggectgeicet  tgecctggea  cttttetige  totiggptgt  cotgetgtlaa

agccatggecatctagetce  actcccfigt  ccctgacalc  ccagttccct  aatgeclaga  agaaatacaatggecatctg
€aaaaaaaa aaa3aaaaaa aaaaaa

Figura 19A
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MQGTWMVLLALILGTFGELAMALQCYTCANPVSASNCVTTTHCHINETMCKTTLYSLEI
VFPFLGDSTVTKSCASKCEPSDVDGIGQTRPVSCCNSDLCNVDGAPSLGSPGGLLLALAL
FLLLGVLL

Figura 19B
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atgeitmia Iggcaggcce 1gcagccage Iggiccclga ggoccclgge actccatgge gleccccaag cotgtgtge
tgtcctctta acagigelgg tcatgaagac cltggtictcgglgatacca agetcgagga cettcaceet cagicccicc cactaaacaa
glaccigaaligclaccgal glcigelgga gaccgaagag cClggpglgee tcclgggglc  igacacctgocigacaccle
tgggcagecag clgtgicacc cigcacalaa agaacagcag cggtittaatgtcatggiga gogaclgeta cagcaaggag
cagalggicc  atigtticata tacccgigeticcccggigt  figgettitg  gatattetat  cagtgtiget  tectggattt
ctgcaacaalccgpacaaca gaaagaatag catgceactag

Figura 20A
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MLFMAGPAASWSLRPLGLHGVPQALCAVLLTVLVMKTLVLGDTKLEDLHPQSLPLNKY
LNCYRCLLETEELGCLLGSDTCLTPLGSSCVTLHIKNSSGFNVMVSDCYSKEQMVHCSY
TRASPVFGFWIFYQCCFLDFCNNPDNRKNSMH

Figura 20B
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agageliggag accigggaal cigeigicaa ctgelgggge lglggacatt clcaggacce tcaccatgaa acaccicclg
tigcicacce Igicigecct actelacige igggtctcagetgatacicg atgicactce tgctacaaag teoctglpet ggecigigle
galcgccaglccigecgeet  ggagecggpe cacaaatgec  fgacaacaaa  cgigtacclt  gggaagalgtggeutictc
lasccigcgc 1Bcgpcacac cagaapagec ligicgpeag giclicaacgaaaccaacca taagetggge clgaactaca
acaccacclg clgigacaag gataactglaacagcccgge lccacggeocc acacccgcac lggocctcat clcoclcace
lecliggclggccicgecct clggilatlg cattgagact agclccatgg ctacaatctt accacctgctatagectgag cetticlece
iglgiccica gagelccage fitccagaat chicictcclcccacccect totictgaag alcatgicce tagtectata ccatttattt
calgggaciglacclggagl ggectiicla gocaccgete cietecctea citgteacet tecactccaticcacecaca cacagacaca
Cagacacaca gacacaaaga cacacacaca cacacacacacacacacaca cCcagleclt tcccafilcc ticlagaaca
ciclaccice tecaclggecactgaaagpe lecectectt ggacgeacac tgetgtgect clgggalcta agletggaagaacteetgte

fgictccag ggagtgalic caaaaggcge tggecicall geatgggectggetiaccag acccictget 1giceccite lalcligaga
aataaacalc agigiciaal

Figura 21A
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MKHLLLLTLSALLYCWVSADTRCHSCYKVPVLGCVDRQSCRLEPGHKCLTTNVYLGK

MWVFSNLRCGTPEEPCREVFNETNHKLGLNYNTTCCDKDNCNSPAPRPTPALALISLTS
LAGLGLWLLH

Figura 21B
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geclacligg ccoigecigeg aigegglace aacaccgcac gaagigigia cagaticcca giiagacage aggagggacc
Igepagcpec cageggpalg (fiatciclt aagagaccaapagclcaggc agggctictg (gecctgefl cclcccigge
lgagcigga tcoiggaccagcigelgace teeigiicac leiggeaclg cocicacgic lccpicaiga cecalcigolcacagiglic
clgglggeee  lgalggpect geclgiggee cagpeolclge aglgecacgigigigeciac aatggapaca acigeticaa
acccatgege (goccagcca (ggccacctactgtalgace acacgaactt acficaccce alaccggatg aaggpigagga
aglccigigiccocagelge tigaaaccy Igtacgalgy claticcaag calgealclg ccacclccigitgecagtac tacctelgea
acgglycige ctltgclacc cegglgacclt Iggccclggleccagoacic clagotacct (otggagelt  gotgtaaage
leggticoee aagecagatccactcaaacg caacaclcle aaaaaacaca giitcoctet clclcccaal tcactecacccaacgeleit
ccltctgaca cloclcaact accacgagel cocatgpela cctacgaaagaactgalgee atccagatac cieactccaa ggteattic
agaagpciga calgiggaccigiaaigipe ceacccalgg SIEERECAgE clgggctict cclictaccca
agalcagEgecalciggegag aalgiitalg gagpagEgEt catcacicaa glcaaggagc acigattigatagaatlagt
agocaauclc cacclicaga acccigeclc agiclaccca glagaggatlgggicigctag aggigagepe AggagagcRg
cgpagaataa cgagclggel agaagcagag aaagacicag cagggcelglc lccgaagalc agegcggcll gecagageaa
alglgalglg gaagecalgl gaggaagocc (lgicallt ccactialet gaggaacict gocagacclg atgligggat
agecaligge caagggllcce lagcaacpgpe glcalilcca laggecaclg aaalccclce agecccagel cageaggecc
citgacclee aclacagice licaltcaca caccagetpe tgggoctiga aghggecagg gactiggpgag caggigacce
aigelanitt tigiciggee Igtialicly ggcalggeaa gaagggalca gacgeagglc agageagpgc aplagggcga
clgagacagg gaaacagaclt (cagccaglg geftcccagg lcoccgtaggc agcicclaca tocticagic teitghtaca
ticccggpag acaaatalac agggapccaa gecgagipet aggigatgac tgecigigaa gictatigig gecacagact
gelggglace aagiclcagg agaacccage clagalitag gagacacaga felgectiic atgeagigla gelgteclig
ggagccltac catgetclet aaclagtace (caaclcaca Igleacigag gaacceccla acaclggocc Aagcccagges
Icgggalgel gEccaalgic calggagigg gactacccal ggagagicct iggpicalca calcacaaal ghrtanice
aacclcoccag lgglgagage lcgggacaca aagglccale clggggaccl lcrficctggt Iclaggeaga cclgaactel
glcigetgel agagctgalg (geliticcg cctcagtiic clcclcCggg galaggecac cgpapgatft gRRaggglgg
ggagggeale clgelgalgg gelcgecgag gliclcagga acaggaacgg ECgEggEctit agtacacagg (gagiiggst
BERaaciggc cCggagciga ggagacaclg acigggcaga gggaagalga gictcaaggg agRgcagpaa aaggRaggss
gagegegeat geacatgige actcagigea ggetacagag cccaaaagge ageactgget giggtglece ctgaggecca
EEcaagalgc laggaggaag ccaalgolgc coccacciga golcacalgp aacalgoaca cCaccagcag cagoagoaag
callgagacl gacclglgga Cgccalaggp Caclggcaag Eagggicaga gEcggglecc tgaclcaglg gglgaggccc
EEEaaacalt alcclgilac cclgcgigtg caagatcatt gicoccaget

Figura 22A
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agalgecglc cicaaccaaa aclgagagga geccccaglic aggicctece tcctaccaca aggggelpet glggageage
cligattgcc ctiggagaag caccggtact gcagagctgg ggpccagctt ctitcatctg tgtctagaca ccgaccagat
aggccccaca giggcaacac (gccacacag ccclacaaga ageccigige ctagcotagea cagageccca aaaggigclc
aaltaataca gpggccaagcc lgccaglggg BEBgalgcag allaggggaa cagacccaga tggectgtec igaaccelgt
ClggEgtggt pgigatgagca (cigictagc ccactgcagg tggcictaca caclccacaa cagiictgca aaaglglalg
aggiggtcal tactgegeee clclcacagg taaaggecact gagpcacgga ggagigagge acticaritt cctgggecat
lcaacfilcc aggaccaaca catlcaacta (ggglactac Iccaatagct gggglicitt gaggetggge cccclgaaga
igatagigge f(catcaacc agagaattic agagipcagt gtigtaggag cclalgaacc (gaaalgica pgaaclggagg
ltigaggegc 1gaggegtag gecagggglg telggecect tgtgtggaga cagagagaga gggaacalgg gatggggtag
lagagagaag 1gcaaaggag cglcagceclt Iclcaggect aatgolgica gggacgaggg clcaagoctg fgagtgitct
cacactgiga laaacaglgg cccclcaaca cagacgglgt ccagaglggc cggceagtggt tatctagagt tgcaatclgg
aagectcttg glagicaclg gagagaggec geltgalggg- acageaccaa atgigigtge ticigtggga tgtgaggaag
cigegicage geatgaagec aaageglecl tcagageaga ggggtgectg glctagicca ccagagacaa gotalccagt
gagagtcata cletgecace gictcigtga tlaccitace ccaaagcaga cggggacggg atgcagagea cccglglctt
calcticlge ggeaageacg tgagticaca ticigaaact clagaaagat ficcaggagt gggglgtgee tuigettigg tgcatggtta
clicctggea agcaccgigg catcccgeag caclgaglga celgggelee lcaagecale (caligglga aatgacaglg
ccagtacccl cicagetgge Ictiggagge clglgealgg gglclgeaca gaggaggece ccaaaclatg catggacgga
cacglgalge ctagcactic cctiggtigt glelclgeca accccagget clcacccage aaggaaatga aatccactit
latgacacat clccclccce cagecagelc cattcaccta tatgecaggg tggteccttt caatgletgt cecccattgg atgaataaac
dagcpaaggaca

Figura 22A (continuacién)
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MTHLLTVFLVALMGLPVAQALECHVCAYNGDNCFKPMRCPAMATYCMTTRTYFTPYR
MKVRKSCVPSCFETVYDGYSKHASATSCCQYYLCNGAGFATPVTLALVPALLATFWSL
L

Figura 22B
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cglugclglc geicigeacg cacctatglg gaaactaaag cccagagapa aagtetgact
lgccccacag ccaglgaglg actgecagceag caccagaatc Iggtctgnt ceigigge
ictictacca ctacggctlg ggatclcgee catggtgect tgccaatgg tectigitt
ECIECIBEIC clgagcagag glgagagiga allggacgee aagatcccal ccacaggggsa
1gccacagaa 1ggcgeailc clcacclgie catgetgggg ccligecage cagecccelic
clgccagaag tgcatectct cacaccecag clgtgcatpg tgcaageaac tgaacticac
cgeglcBgya gaggcagags CECR8CEClg ceeccgacga gaggagelge Iggeicgags
Clgeccyclg gagpayclgp aggupCcCcCcCg CEgccaygcag gaggtgcige aggaccagec
pClcagccag pECECCCECE BagaggEIRC cacccagelg gegecpgcage gegtecgapt
caceclycyp cClgpgEayc cccagcaget ccagglecge tecttcglg cigagggata
cooppigeac clglactace llatggaccl gagelacice algaaggacg acciggaacg
cplgcpecag cleggecacy ctetgctggt coggelgeag gaagicacee attclgtgcg
cattggtttt pgticctilg tggacaaaac ggtgctgece tigtgagea cagtacecic
caaaclgcgc cacccClgee CCaccCERCct ggagcectge cagtcaccat tcagettica
ccalglgclg teccigacge ggpacgeaca ageclicgag cggpaggige ggcgecagag
lgigiccgec aalctgpact cgoclgaagg tggcltcgal gocattctge aggetgeact
clgccageag cagaliggcl ggagaaatgl glcccggotg clggigitca cltcagacga
cacaltccat acagclgggg acgggaagit gggcgecatt ticatgeoca gtgatgegca
clgecactlg gacagcaalg gccictacag Icgeagcaca gagingact acccticigt
yggglcaggta geccaggoce cictgecage aaatatccag cocalctitg ctgtcaccag
lgccgeaclg celglclace aggageigag taaactgall cclaagictg cagligggga
Eclgagigag gaciccagea acglggtaca geicatcalg gatgettata atagecigic
liccaccglg acccligaac acicticacl ccclectggg gtecacattt cltacgaalc
ccaglylgay gelcclgaga agagpeageg laaggelgag galcgaggac aglgeaacca
cglccpaale aaccagacgg lgactitclg gglicicic caagecacce actgectece
dgayccccal clectgagece iccgggeccl tggcticica gaggageiga tigiggagit
geacacgctg tgtgactgta attgcagtga cacccagece caggeteeee actgeagtga
tegccaggga cacctacaat gigglgtatg cagelgtgee celggecgec tagglcgget
clelgapigc (clglggeag agelgteclc coccagacclg gaalcligget gecgegcice
caatgecaca ggpcccclgl geagiggaaa gggicacigl caalgiggac gelgeagelg
Cagiggacag agcicIgggc alciglgcga gigigacgat gecagetglg agegacatga
¥ggcatcete tgcgeaggct tigglcgctg ccaatgigga gtatgtcact gtcatgecaa
CCEcacgpggc agagealgeg aatgeaglgg ggacalggac agligealca gicccgaggg
aggectclge agigggealg gacgeigcaa algeaaccge 1gecagiget tggacggcta
clatgglgct clalgcgace aalgcccagg clgcaagaca ccalgcgaga gacaccggga
cigigcagag tgigggpcect Icaggacigg cocactggec accaactgea gtacagetig
tgcccatace aalgigacee IggCCligice coclalcitg gatgatgect ggtgcaaaga
ECERACCCIg gacaaccage 1glictict cligglgeag galgacgeca gaggcacggt
Cgigclcaga gigagaccee aagaaaageg agcagaccac acgcaggcca EBIgciggs
ctecglageg BECAICEIEE Cagigggact ggggcigglc clggettace ggcicicgptl
geaaalclal gacCECCEgE aatacagicg citigagaag gagcagcaac aaclcaactg
gaagcageac aglaalccle lclacaaaag tgecatcacg accaccalca atcciegett

Figura 36A
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tcaagaggcea gacagleeca clctctgaag gagggaggpa cacttaccca aggeletict
ccliggagga cagigggaac 1ggagpgtga gaggaagggt geplctglaa gaceiggta
ggggaclaat tcactggega ggigeggeca ceaccectact teattttcag agtgacacce
aagagggeclg clicccalge clgcaacctt geatccalct gggetaceee acccaagtat
acaataaagt cllaccicag aaaaaaaana aaaaaaaa

Figura 36A (continuacién)
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MVALPMVLVLLLVLSRGESELDAKIPSTGDATEWRNPHLSMLGSCQPAPSCQKCILSHP
SCAWCKQLNFTASGEAEARRCARREELLARGCPLEELEEPRGQQEVLQDQPLSQGARG
EGATQLAPQRVRVTLRPGEPQQLQVRFLRAEGYPVDLYYLMDLSYSMKDDLERVRQL
GHALLVRLQEVTHSVRIGFGSFVDKTVLPFVSTVPSKLRHPCPTRLERCQSPFSFHHVLSL
TGDAQAFEREVGRQSVSGNLDSPEGGFDAILQAALCQEQIGWRNVSRLLVFTSDDTFHT
AGDGKLGGIFMPSDGHCHLDSNGLYSRSTEFDYPSVGQVAQALSAANIQPIFAVTSAAL
PVYQELSKLIPKSAVGELSEDSSNVVQLIMDA YNSLSSTVTLEHSSLPPGVHISYESQCEG
PEKREGKAEDRGQCNHVRINQTVTFWVSLQATHCLPEPHL LRLRALGFSEELIVELHTLC
DCNCSDTQPQAPHCSDGQGHLQCGVCSCAPGRLGRLCECSVAELSSPDLESGCRAPNGT
GPLCSGKGHCQCGRCSCSGQSSGHLCECDDASCERHEGILCGGFGRCQCGVCHCHANR
TGRACECSGDMDSCISPEGGLCSGHGRCKCNRCQCLDGYYGALCDQCPGCKTPCERHR
DCAECGAFRTGPLATNCSTACAHTNVTLALAPILDDGWCKERTLDNQLFFFLVEDDAR
GTVVLRVRPQEKGADHTQAIVLGCVGGIVAVGLGLVLAYRLSVEIYDRREYSRFEKEQQ
QLNWKQDSNPLYKSAITTTINPRFQEADSPTL

Figura 36B
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