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ES 2312780 T3

DESCRIPCION

Afecciones autoinmunes y deficiencias de oxidasa NADPH.
Antecedentes
1. Campo técnico

La invencién se relaciona con métodos y materiales involucrados en el diagndstico y tratamiento de afecciones
autoinmunes. En particular, la invencién se relaciona con métodos y materiales involucrados en el diagndstico de
afecciones de artritis que estdn acompafiadas por deficiencia de oxidasa NADPH, métodos y materiales involucrados en
el tratamiento, prevencion, o retraso del inicio de las afecciones de artritis que estdn acompafiadas por una deficiencia
de oxidasa NADPH, cualquier método del material involucrado en identificar agonista y antagonistas de la actividad
de oxidasa NADPH.

2. Informacion antecedente

Las afecciones autoinmunes son afecciones en donde un sistema inmune del mamifero empieza a reaccionar contra
sus propios tejidos. Tales afecciones incluyen, sin limitacion, artritis (por ejemplo, artritis reumatoide) (RA)), escle-
rosis multiple, lupus, uveitis autoinmune. Diabetes tipo I, asma bronquial, artritis séptica inducida por estafilococos o
estreptococos, y enfermedades cardiovasculares que involucran vasculitis.

El RA es una enfermedad inflamatoria crénica que se puede encontrar en aproximadamente 1-2% de la poblacion.
El RA afecta principalmente las articulaciones periféricas en donde la sinovitis inflamatoria conduce a la destruccién
del cartilago, erosién del hueso, y finalmente la deformidad de la articulacién y la pérdida de la funcién articular. El
RA es una compleja enfermedad en la que los factores ambientales asi como también muiiltiples regiones cromoso-
mitas estdn involucrados en la susceptibilidad al RA. Los inductores de la artritis en los modelos animales incluyen
adyuvantes, coldgeno (por ejemplo, coldgeno tipo II) (artritis inducida por coldgeno (CIA)), hexadecano (artritis in-
ducida por hexadecano (HIA)), aceite (por ejemplo. Adyuvante incompleto de Freund), escualeno (arthritis inducida
por escualeno (SIA), y pristano (artritis inducida pro pristano (PIA)). Las regiones cromosémicas conocidas por estar
asociadas con el desarrollo del RA incluyen la principal regién compleja de histocompatibilidad. Adicionalmente las
diferentes regiones gendmicas se conocen por controlar diferentes fases de la enfermedad tal como inicio, severidad
durante la fase de inicio aguda, y la severidad de la destruccién en la fase de recaida crénica.

Resumen

La invencién proporciona métodos y materiales relacionados con el diagndstico y tratamiento de afecciones auto-
inmunes tal como artritis (por ejemplo, RA), esclerosis multiple, lupus, uveitis autoinmune diabetes, tipo I, asma bron-
quial, artritis séptica inducida por estafilococos o estreptococos, y enfermedad cardiovascular que involucra vasculitis.
Por ejemplo, la invencién proporciona métodos y materiales involucrados en diagnosticar afecciones autoinmunes que
estdn acompaifadas por una deficiencia de oxidasa NADPH, métodos y materiales involucrados en tratar, prevenir y/o
retardar el inicio de las afecciones autoinmunes que estdn acompafiadas por deficiencia de oxidasa NADPH, y méto-
dos y materiales involucrados en identificar agonista y antogosnista de la actividad oxidasa NADPH. Las afecciones
autoinmunes que estdn acompafiadas por una deficiencia de oxidasa de NADPH incluyen, sin limitacion, artritis (por
ejemplo, RA), esclerosis miltiple, lupus, uveitis autoinmune diabetes, tipo I, asma bronquial, artritis séptica inducida
por estafilococos o estreptococos, y enfermedades cardiovasculares que involucran afecciones de vasculitis que co-
existe con o se originan por una deficiencia en la actividad oxidasa NADPH. Para el propdsito de esta invencion, el
término “artritis acompafiada por deficiencia de oxidasa NADPH” (abreviado a “AANOD”) se refiere a cualquier afec-
cién de artritis que coexiste con o se origina por una deficiencia de la actividad oxidasa NADPH. Tal una deficiencia
puede ser la falta completa de actividad oxidasa NADPH o una reduccién parcial en la actividad oxidasa NADPH. Por
ejemplo, un mamifero puede tener AANOD cuando el mamifero tiene artritis asi como también las células que exhiben
o tienen actividad oxidasa NADPH a un grado menor que aquel normalmente exhibido por mamiferos saludable de
la misma especie. De la misma forma, un mamifero puede tener esclerosis miltiple acompafiada por una deficiencia
de oxidaba NADPH cuando ese mamifero tiene esclerosis multiple asi como también células que exhiben actividad
oxidasa NADPH a un grado menor de aquel que exhibe normalmente mamiferos saludables de la misma especie.

Cabe notar que los métodos y materiales para diagnosticar y tratar el AANOD descrito aqui se pueden utilizar para
diagnosticar y tratar otras afecciones autoinmunes que estdn acompafadas por la deficiencia de oxidasa NADPH. Por
ejemplo, se pueden utilizar los métodos y materiales descritos aqui para diagnosticar y tratar afecciones de esclerosis
miiltiple que se acompafan por deficiencia de oxidasa NADPH. A este respecto, la encefalitis alérgica (autoinmune)
experimental (EAE) es un modelo qtil para esclerosis multiple.

Diagnosticar pacientes que tiene una afeccién autoinmune acompaifiada por una deficiencia de oxidasa NADPH
(por ejemplo, AANOD) puede ayudar a los médicos a determinar los tratamientos apropiados para aquellos pacientes.
Por ejemplo, un médico que diagnostica a un paciente que tiene AANOD puede tratar ese paciente con medicamentos
que mejoran la artritis del paciente y la deficiencia de la oxidasa NADPH. En algunos casos, se puede utilizar medi-
cacion unica para mejorar un nivel de actividad oxidasa NADPH del paciente de tal manera que se alivian o reducen
los sintomas de artritis del paciente. Asi, tratar un paciente que tienen AANOD al modular las actividades oxidasa
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NADPH pueden mejorar la salud del paciente y la calidad de vida, por ejemplo, al reducir los sintomas o la severidad
de los sintomas asociados con la artritis o retraso del inicio de la artritis.

Adicionalmente, la identificacién de los agonistas y antagonistas de la actividad oxidasa NADPH puede ayudar
a los médicos y pacientes. Por ejemplo, los métodos y materiales descritos aqui se pueden utilizar para identificar
agentes que incrementan la actividad oxidasa NADPH de tal manera que los pacientes con una afeccién autoinmune
acompaiiada por deficiencia de oxidasa NADPH (por ejemplo, AANOD) se pueden tratar exitosamente.

La invencidn se basa en el descubrimiento que la artritis puede estar asociada con u originada por un nivel reducido
de la actividad oxidasa NADPH. Por ejemplo, el desarrollo de los sintomas de artritis severa en modelos de artritis
en animales puede ser, por lo menos parcialmente, dependiente de la presencia de la baja actividad oxidasa NADPH.
La invencién también se basa en el descubrimiento que el nivel reducido de la actividad oxidasa NADPH responsable
de la susceptibilidad a la artritis se puede originar por variaciones de secuencia (por ejemplo, sitios de fosforilacién
mutados) en un componente polipéptido (por ejemplo, polipéptido PA7PHOX) de una enzima oxidasa NADPH de
mamifero. Adicionalmente, la invencién se basa en el descubrimiento de que los mamiferos propensos a desarrollar
artritis se pueden proteger al suministrar a aquellos mamiferos niveles normales de actividad de oxidasa NADPH. Por
ejemplo, un modelo de animal propenso a desarrollar sintomas de artritis severa se puede rescatar al proporcionar a
ese animal una ruta de oxidasa NADPH completamente funcional.

En general, la invencién describe un método para evaluar una susceptibilidad del mamifero al desarrollar una afec-
ci6n autoinmune (por ejemplo, artritis o esclerosis multiple), el método incluye: (a) proporcionar, de un mamifero, una
muestra de fluido sinovial o sangre que contiene una célula; (b) determinar el nivel de actividad oxidasa NADPH de la
célula después de poner en contacto la célula con un activador de oxidasa NADPH; (c) determinar si o no el nivel es
menor que un nivel de control de la actividad oxidasa NADPH, en donde el nivel de control es la cantidad promedio
de la actividad oxidasa NADPH de células de control de una poblaciéon de mamiferos sin la afecciéon autoinmune (por
ejemplo, mamiferos no artriticos), y en donde los mamiferos sin la afeccién autoinmune son de la misma especie
del mamifero; (d) identificar el mamifero por ser susceptible a desarrollar la afeccién autoinmune cuando el nivel es
menor que el nivel de control. El activador de oxidasa NADPH puede ser norfloxacin, dcido fosfatidico, diacilglice-
rol, 4cido araquiddnico, acetato miristato forbol, lisofosfatidilcolina, fMLP, pristano, fitol, octano, decano, undecano,
dodecano, tridecano, tetradecano, hexadecano, hexadeceno, heptadecano, octadecano, galectina 1, o galectina 3. La
actividad oxidasa NADPH se puede determinar al medir las especies de oxigeno reactivo superéxido. La poblacién
puede contener por lo menos 10 mamiferos. La etapa (c) puede incluir determinar si o no el nivel estd entre 5y 75
por ciento menos que el nivel de control, en donde la etapa (d) incluye identificar el mamifero por ser susceptible a
desarrollar la afeccién autoinmune cuando el nivel estd entre 5 y 75 por ciento menos que el nivel de control. La Etapa
(c) puede incluir determinar si o no el nivel estd entre 25 y 55 por ciento menos que el nivel de control, en donde la
etapa (d) incluye identificar el mamifero por ser susceptible a desarrollar la afecciéon autoinmune cuando el nivel esta
entre 25 y 55 por ciento menos que el nivel de control.

La invencién también describe un método para evaluar una susceptibilidad del mamifero a desarrollar una afeccién
autoinmune (por ejemplo, artritis o esclerosis miltiple), el método contiene: (a) proporcionar, de un mamifero, una
muestra de fluidos sinovial o sangre; (b) determinar el nivel de sangre o componente de fluido sinovial que refleja
la actividad oxidasa NADPH; (c) determinar si o no el nivel es menor que un nivel de control, en donde el nivel de
control es la cantidad promedio del componente en las muestras de control de una poblacién de mamiferos sin a la
afeccién autoinmune (por ejemplo, mamiferos no artriticos), y en donde los mamiferos sin la afeccién autoinmune
son de la misma especie como el mamifero; y (d) identificar el mamifero por ser susceptible a desarrollar la afeccién
autoinmune cuando el nivel es menor que el nivel de control. EI componente que refleja la actividad oxidasa NADPH
puede ser dialdehido malénico.

Una modalidad de la invencién representa una método para evaluar una susceptibilidad del mamifero al desarrollar
una afeccién autoinmune seleccionada entre artritis o esclerosis multiple, el método contiene determinar si 0 no un
mamifero contiene una variante genética de gen que codifica la oxidasa NADPH en donde la presencia de la variante
genética indica que el mamifero es susceptible a desarrollar la afeccién autoinmune. La variante genética puede codi-
ficar un polipéptido mutante. El polipéptido mutante puede ser una polipéptido GP91PHOX, polipéptido P22PHOX,
polipéptido PAOPHOX, polipéptido P4A7PHOX, o polipéptido P67TPHOX. Por ejemplo, el polipéptido por ejemplo,
el polipéptido mutante puede ser un polipéptido P47PHOX. El mamifero puede ser un humano, y el polipéptido
P47PHOX mutante puede contener la secuencia establecida en la SEQ ID NO: 6 con por lo menos dos sustituciones
de aminodcidos. El polipéptido P47PHOX mutante puede contener una secuencia de aminodcidos que tiene un residuo
de aminodcidos diferente a valina en la posicidon que se alinea con la posicién 106 de la SEQ ID NO: 4 o un residuo
de aminoécido diferente de treonina en la posicién que se alinea con la posicién 153 de la SEQ ID NO: 4. la variante
genética puede contener una mutacién en una secuencia reguladora del gen.

La invencién describe un método para diagnosticar una afeccién autoinmune acompanada por deficiencia de oxi-
dasa NADPH (por ejemplo, AANOD o esclerosis multiple acompafiada por deficiencia de oxidasa NADPH) en un
mamifero que tiene una afeccién autoinmune, el método contiene: (a) proporcionar, del mamifero, una muestra que
contiene una célula; (b) determinar el nivel de actividad oxidasa NADPH de la célula después de entrar en contacto
a la célula con el activador de oxidasa NADPH; (c) determinar si o no el nivel es menor que un nivel de control de
actividad oxidasa NADPH en donde el nivel de control es la cantidad promedio de actividad oxidasa NADPH de la
células de control de una poblacién de mamiferos sin la afeccién autoinmune (por ejemplo, mamiferos no artriticos),
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y en donde los mamiferos sin la afeccién autoinmune son de la misma especie que del mamifero; y (d) identificar el
mamifero por tener una afeccién autoinmune asociada por deficiencia de oxidasa NADPH cuando el nivel es menor
que el nivel de control. El activador de oxidasa NADPH puede ser norfloxacina, acido fosfatidico, diacilglicerol, dcido
araquidoénico, acetato miristato forbol, lisofosfatidilcolina, fMLP, pristano, fitol, octano, decano, undecano, dodecano,
tridecano, tetradecano, hexadecano, hexadeceno, heptadecano, octadecano, galectina 1, o galectina 3. El nivel de acti-
vidad oxidasa NADPH se puede determinar al medir las especies superéxido u oxigeno reactivo. La poblacién puede
contener por lo menos 10 mamiferos sin las afecciones autoinmunes. La Etapa (c) puede incluir determinar si o no el
nivel estd entre 5 y 75 por ciento menos que el nivel de control, en donde la etapa (d) incluye identificar al mamifero
por ser susceptible a desarrollar la afeccién autoinmune asociada por la deficiencia de oxidasa NADPH cuando el nivel
estd entre 5 y 75 por ciento menos que el nivel de control. La etapa (c) puede incluir determinar si o no el nivel esta
entre el 25 y 55 por ciento menos que el nivel de control, en donde la etapa (d) incluye identificar el mamifero por ser
susceptible a desarrollar la afeccién autoinmune asociada por la deficiencia de oxidasa NADPH cuando el nivel esta
entre 25 y 55 por ciento menos que el nivel de control.

La invencion describe un método para diagnosticar una afeccién autoinmune asociada por la deficiencia de la
oxidasa NADPH (por ejemplo, AANOD o esclerosis multiple acompafiada por deficiencia de oxidasa NADPH) en
un mamifero que tiene una afeccién autoinmune, el método contiene: (a) suministrar, del mamifero, una muestra
del fluido sinovial o sanguineo; (b) determinar el nivel de componente de fluido sinovial o sanguineo que refleja la
actividad oxidasa NADPH; (c) determinar si o no el nivel es menor que un nivel de control, en donde el nivel de
control es la cantidad promedio del componente en muestras de control de una poblacién de mamiferos sin la afeccién
autoinmune (por ejemplo, mamiferos no artriticos), y en donde los mamiferos sin la afeccién autoinmune son de
la misma especie que el mamifero; y (d) identificar el mamifero por tener la afeccién autoinmune asociada por la
deficiencia de oxidasa NADPH cuando el nivel es menor que el nivel de control.

La invencién describe un método para diagnosticar una afeccién autoinmune acompafiada por deficiencia de oxi-
dasa NADPH (por ejemplo., AANOD o esclerosis multiple acompafiada por deficiencia de oxidasa NADPH) en un
mamifero que tiene una afeccién autoinmune, el método incluye: (a) proporcionar una muestra de fluido sanguineo o
sinovial del mamifero; (b) determinar el nivel de un componente de fluido sinovial o sanguineo que refleja la actividad
oxidasa NADPH; (c) determinar si o no el nivel es menor que un nivel de control de la actividad oxidasa NADPH,
cuando el nivel de control es la cantidad promedio de actividad oxidas NADPH de las células de control de una pobla-
cién de mamiferos sin la afeccion autoinmune, y en donde los mamiferos sin la afecciéon autoinmune son de la misma
especie que el mamifero; (d) identificar al mamifero por tener la afeccién autoinmune acompafiada por la deficiencia
de oxidasa NADPH cuando el nivel es menor que el nivel de control. El componente que refleja la actividad oxidasa
NADPH puede ser dialdehido malénico.

Una modalidad de la invencion representa un método para diagnosticar una afeccién autoinmune seleccionada
entre artritis y esclerosis multiple en un mamifero el método incluye determinar si o no el mamifero contiene una
variante genérica del gen que codifica la oxidasa NADPH, en donde la presencia de la variante genérica indica que
el mamifero tiene la afeccién autoinmune acompafiada por deficiencia de oxidasa NADPH. La variante genedtica
puede codificar un polipéptido mutante. El polipéptido mutante puede ser un polipéptido GP91PHOX, polipéptido
P22PHOX, polipéptido PAOPHOX polipéptido PA7PHOX, o polipéptido P67TPHOX. Por ejemplo, el polipéptido mu-
tante puede ser una polipéptido P47PHOX. El mamifero puede ser un humano, y el polipéptido mutante P47PHOX
puede contener la secuencia establecida en la SEQ ID NO: 6 con por lo menos dos sustituciones de aminodcidos.
El polipéptido P47PHOX mutante puede contener una secuencia de aminodcido que tiene un residuo de aminodcido
diferente de valina en la posicién que se alinea con la posicién 106 de la SEQ ID NO: 4 o un residuo aminoécido
diferente de treonina en la posicién que se alinea con la posicién 153 de la SEQ ID NO: 4. la variante genérica puede
contener una mutacion en una secuencia reguladora del gen.

La invencién describe un método para tratar un mamifero que tiene una afeccién autoinmune acompafiada por
deficiencia de oxidasa NADPH (por ejemplo, AANOD o esclerosis multiple acompafiada por deficiencia de oxidasa
NADPH), el método incluye administrar, al animal un agente que mejora la actividad oxidasa NADPH. El agente pue-
de ser norfloxacina, acido fosfatidico, diacilglicerol, dcido araquidénico, acetato miristato forbol, lisofosfatidilcolina,
fMLP, pristano, fitol, octano, decano, undecano, dodecano, tridecano, tetradecano, hexadecano, hexadeceno, hepta-
decano, octadecano, galectina 1, o galectina 3. Alternativamente, el agente puede ser un derivado mds polar de los
compuestos mencionados anteriormente. Por ejemplo, los agentes pueden ser un derivado alqueno de los compuestos
mencionados anteriormente (por ejemplo, undeceno, hexadeceno), o un derivado dcido de los compuestos mencio-
nados anteriormente. En una modalidad, se utiliza hexadeceno. En otra modalidad, se utiliza undecano. El agente se
puede administrar intra-dérmicamente, intra-peritonealmente, o intranasalmente. En otra modalidad, la invencion re-
presenta el uso de un agente en la fabricacién de un medicamento para tratar una afeccién autoinmune seleccionada
entre artritis y esclerosis multiple, en donde la gente mejora la actividad de oxidasa NADPH en un mamifero y es fitol,
undecano, o hexadeceno.

La invencién describe un método para formular un medicamento para el tratamiento de una afeccién autoinmune,
el método incluye: (a) poner en contacto una muestra que comprende células o una fraccion celular que tiene actividad
NADPH con un agente de prueba, (b) determinar el nivel de actividad oxidasa NADPH en la muestra, (c) determinar
si 0 no el nivel es mayor que un nivel de control de la actividad oxidasa, en donde el nivel de control es la cantidad
de actividad oxidasa NADPH en una muestra de control que le falta el agente de prueba, (d) identificar el agente de
prueba como un agente util para el tratamiento de la afeccién autoinmune cuando el nivel de la actividad oxidasa
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NADPH es mayor que el nivel de control, y (¢) formular un medicamento del agente para el tratamiento de la afeccién
autoinmune. La afeccién autoinmune puede ser artritis o esclerosis miltiple.

La invencién describe un método para identificar un agente que active la actividad oxidasa NADPH en una célula,
en donde la célula es de un animal no humano susceptible de induccién de artritis, el método que comprende determinar
si el nivel de actividad oxidasa NADPH se incrementa en la célula después que la célula se trata con una agente de
prueba, en donde un incremento en el nivel indica que el agente de prueba activa la actividad oxidasa NADPH. La
célula puede ser una célula de una rata DA. La célula puede ser un linfocito. El animal no humano puede ser susceptible
a artritis inducida por pristano, o artritis inducida por coldgeno, o artritis inducida por adyuvante, o artritis inducida por
aceite, o artritis inducida por hexadecano, o artritis inducida por escualeno o artritis inducida por avridina. El nivel de
actividad oxidasa NADPH se puede determinar al medir las especies de oxigeno reactivo o superéxido, por ejemplo,
mediante un ensayo citocromo o ensayo WST-1 o ensayos basado (por ejemplo, FASC) utilizando un clitémetro de
flujo, por ejemplo, dihidrorodamina 123 (DHR-123).

La invencién describe un método para identificar una agente titil en el tratamiento de una afeccién autoinmune,
el método incluye (a) poner en contacto una muestra que comprende células o una fraccién celular que tiene una
actividad NADPH con un agente de prueba, (b) determinar el nivel de actividad oxidasa NADPH en la muestra, (c)
determinar si o no el nivel es mayor que un nivel de control de la actividad oxidasa NADPH, en donde el nivel de
control es la cantidad de actividad oxidasa NADPH en una muestra de control que le falta al agente de prueba, y (d)
identificar el agente de prueba como un agente titil para el tratamiento de la afeccién autoinmune cuando el nivel de
actividad oxidasa NADPH es mayor que el nivel de control. La afeccién autoinmune puede ser artritis o esclerosis
multiple.

La invencién describe un método para identificar un agente qtil en el tratamiento de una afeccién autoinmune,
el método incluye (a) poner en contacto una muestra que comprende células o una fraccién celular que tiene una
actividad NADPH con un agente de prueba, (b) poner en contacto la muestra con un activador de oxidasa NADPH, (c)
determinar el nivel de actividad oxidasa NADPH en la muestra, (d) determinar si o no el nivel es mayor que un nivel
de control de la actividad oxidasa NADPH, en donde el nivel de control es la cantidad de actividad oxidasa NADPH en
una muestra de control tratada con el activador en la ausencia del agente de prueba y (identificar el agente de prueba
como un agente Util para el tratamiento de la afeccién autoinmune cuando el nivel de actividad oxidasa NADPH es
mayor que el nivel de control. La afeccién autoinmune puede ser artritis o esclerosis multiple.

En otra modalidad, la invencién representa un método para identificar un agente que mejora la actividad oxidasa
NADPH en una célula, en donde la célula es de un animal no humano susceptible a la induccién de artritis, el método
incluye: (a) poner en contacto la célula con un activador de oxidasa NADPH y un agente de prueba para formar
una célula de prueba; (b) determinar el nivel de actividad oxidasa NADPH en la célula de prueba; (c) determinar
si 0 no el nivel es mayor que un nivel de control de actividad oxidasa NADPH, en donde el nivel de control es la
cantidad de actividad oxidasa NADPH en una célula de control tratada con un activador en la ausencia del agente de
prueba; y (d) identificar el agente por mejorar la actividad oxidasa NADPH cuando el nivel es mayor que el nivel de
control. La célula puede ser una célula de una rata DA. La célula puede ser un linfocito. El animal no humano puede
ser susceptible a artritis inducida por pristano o artritis inducida por coldgeno, o artritis inducida por adyuvante, o
artritis inducida por aceite, o artritis inducida por hexadecano o artritis inducida por escualeno, o artritis inducida por
avridina. El activador de NADPH puede ser norfloxacina, acido fosfatidico, diacilglicerol, d4cido araquiddnico, acetato
miristato forbol, lisofosfatidilcolina, fMLP, pristano, fitol, octano, decano, undecano, dodecano, tridecano, tetradecano,
hexadecano, hexadeceno, heptadecano, octadecano, galectina 1, o galectina 3. El nivel de actividad oxidasa NADPH se
puede determinar al medir las especies de oxigeno reactivo o superdxido, por ejemplo, mediante un ensayo citocromo o
ensayo WST-1 o ensayos basados (por ejemplo, FASC) utilizando un clitémetro de flujo, por ejemplo, dihidrorodamina
123 (DHR-123).

La invencién describe un método para identificar un agente que inhibe la actividad oxidasa NADPH en una célula,
en donde la célula es de un animal no humano susceptible a induccién de artritis, el método comprende: (a) poner
en contacto la célula con un activador oxidasa NADPH y un agente de prueba para formar una célula de prueba; (b)
determinar el nivel de actividad oxidasa NADPH en la célula de prueba; (c) determinar si o no el nivel es menor que un
nivel de control de actividad oxidasa NADPH en donde el nivel de control es la cantidad de actividad oxidasa NADPH
en una célula de control tratada con el activador en la ausencia del agente de prueba; (d) identificar el agente por inhibir
la actividad oxidasa NADPH cuando el nivel es menor que el nivel de control. La célula puede ser una célula de una
rata DA. La célula puede ser un linfocito. El animal no humano puede ser susceptible a artritis inducida por pristano
o artritis inducida por coldgeno, o artritis inducida por aceite, o artritis inducida por hexadecano o artritis inducida
por escualeno, o artritis inducida por avridina. El activador de oxidasa NADPH puede ser norfloxacina, acido fosfa-
tidico, diacilglicerol, dcido araquidénico, acetato miristato forbol, lisofosfatidilcolina, fMLP, pristano, fitol, octano,
decano, undecano, dodecano, tridecano, tetradecano, hexadecano, hexadeceno, heptadecano, octadecano, galectina 1,
o galectina 3. El nivel de actividad oxidasa NADPH se puede determinar al medir las especies de oxigeno reactivo o
supero6xido.

En otra modalidad, la invencion representa un método para identificar un agente que reduce la activacién de las
células T, el método incluye: (a) determinar si o no un agente de prueba incrementa la actividad de oxidasa NADPH; y
(b) clasificar el agente de prueba como un agente que reduce la activacién de las células T cuando el agente de prueba
incrementa la actividad oxidasa NADPH.
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La invencidn describe una rata congénica a una segunda rata, en donde por lo menos un lugar difiere genéricamente
entre la rata y la segunda rata, en donde la segunda rata es susceptible de induccién de artritis, en donde la rata contiene
células T de la segunda rata, y en donde la rata tiene artritis. La rata puede ser una rata DA. E3c12-/-. La segunda rata
puede ser una rata DA. Por lo menos un lugar puede contener 4cido nucleico que codifica un polipéptido P47PHOX.
En algunas modalidades, no mds de un lugar puede diferir genéticamente entre la rata y la segunda rata. En aquellos
casos, el lugar puede contener acido nucleico que codifica un polipéptido P47PHOX.

La invencién describe un mamifero no humano que tiene una ruta oxidasa NADPH deficiente, en donde el ma-
mifero no humano exhibe sintomas de una enfermedad auto inmune. La enfermedad autoinmune puede se artritis,
esclerosis multiple, lupus, uveitis autoinmune, diabetes tipo 1, asma bronquial, artritis séptica inducida por estafi-
lococos o estreptococos, o enfermedad cardiovascular que involucra vasculitis. Por ejemplo, el animal no humano
puede exhibir sintomas de artritis. La artritis puede ser artritis inducida por adyuvante, artritis inducida por coldgeno
o artritis inducida por pristano, o artritis inducida por hexadecano o artritis inducida por avridina, o artritis inducida
por escualeno o artritis inducida por aceite. La ruta de oxidasa NADPH deficiente de puede indicar por una actividad
oxidasa NADPH reducida. La actividad oxidasa NADPH puede ser un resultado de un polipéptido mutante en donde
el polipéptido mutante funciona en la ruta oxidasa NADPH. Por ejemplo, el polipéptido mutante puede ser un polipép-
tido GP91PHOX, polipéptido P22PHOX, polipéptido PAOPHOX, polipéptido PA7PHOX, o polipéptido, P67PHOX.
Por ejemplo, el polipéptido mutante puede ser un polipéptido PA7PHOX. El polipéptido PA7PHOX puede contener
las secuencia establecida en la SEQ ID NO: 6 con por lo menos dos sustituciones de aminodcidos. El polipéptido
P47PHOX puede contener una secuencia de aminodcido que tiene un residié de aminodcido diferente a valina en la
posicion que se alinea con la posicién 106 de la SEQ ID NO: 4 o un residuo de aminodcido diferente a treonina en
la posicién que se alinea con la posicién 153 de SEQ ID NO: 4. en otras modalidades, la actividad oxidasa NADPH
reducida puede ser un resultado de una eliminacién del gen o lugar que codifica el Ncfl (p47phox). La eliminacién
puede ser heterocigoto u homocigoto en el mamifero no humano. El mamifero no humano puede ser un raton.

La invencién describe un método para detectar un agente para determinar si el agente retrasa el inicio de la artritis.
El método incluye: (a) proporcionar un mamifero no humano que tiene una ruta oxidasa NADPH deficiente; (b)
administrar al mamifero no humano el agente; (c) inducir artritis en el mamifero no humano; (d) determinar si el
agente retrasa el inicio de la artritis en el mamifero no humano. La ruta oxidasa NADPH deficiente puede ser como
se describié previamente. Determinar si el agente retrasa el inicio de la artritis puede incluir etapas tales como: (a)
determinar un dia de inicio del valor artritis para el mamifero no humano; (b) comparar el dia de inicio del valor de
artritis para el mamifero no humano con un dia de control de inicio del valor de artritis. El dia de control de inicio
del valor de artritis se puede determinar al determinar un dia de inicio del valor de artritis para un mamifero no
humano de control al que no se ha administrado el agente. El dia de inicio de la artritis en el mamifero no humano se
puede considerar retrasado si este estd después del dia del control del valor de inicio. La artritis inducida puede ser
artritis inducida por adyuvante, artritis inducida por coldgeno, o artritis inducida por pristano, o artritis inducida por
hexadecano o artritis inducida por avridina, o artritis inducida por escualeno. y/o artritis inducida por aceite.

La invencién describe un método para detectar un agente para determinar si el agente trata la artritis. El método
incluye (a) proporcionar un mamifero no humano que tiene una ruta oxidasa NADPH deficiente, en donde el mamifero
no humano exhibe sintomas de una artritis (por ejemplo, artritis inducida por adyuvante, artritis inducida por coldgeno,
artritis inducida por pristano, artritis inducida por hexadecano, artritis inducida por avridina, artritis inducida por
escualeno, o artritis inducida por aceite; (b) administrar al mamifero no humano el agente; y (c) determinar si el
agente trata la artritis en el mamifero no humano.

Tal una etapa de determinacién puede involucrar (a) calcular una clasificacién de artritis en el mamifero no humano:
y (b) comparar la clasificacion de la artritis con una clasificacion de artritis de control. La clasificacién de la artritis
de control se puede determinar al calcular una clasificacién de artritis para un mamifero no humano de control al que
no se ha administrado el agente. El agente se puede determinar para tratar la artritis si la clasificacion de artritis en el
animal no humano es menor que la clasificacion de artritis de control.

La invencion describe un método para detector un agente para determinar si el agente evita la artritis. El método
incluye: (a) proporcionar un mamifero no humano que tiene una ruta oxidasa NADPH deficiente; (b) administrar al
mamifero no humano el agente; (c) administrar un compuesto conocido por inducir la artritis al mamifero no humano;
y (d) determinar si el agente evita la artritis inducida por el compuesto en el mamifero no humano. Determinar si el
agente evita la artritis puede incluir evaluar dicho mamifero no humano para sintomas de artritis. Tal una evaluacién
puede ocurrir durante un periodo de tiempo, por ejemplo, por hasta 20 dias, hasta 30 dias, hasta 50 dias, o hasta 70 dias.
Determinar si el agente evita la artritis puede incluir comparar cualquier sintoma de la artritis y su dia de inicio con los
sintomas y dia de inicio de un mamifero no humano de control al que dicho agente no se ha administrado. El compuesto
conocido por inducir la artritis puede ser un adyuvante, coldgeno, pristano, hexadecano, avridina, escualeno, y/o aceite.
El coldgeno puede ser coldgeno tipo II; el aceite puede ser adyuvante incompleto de Freund y el adyuvante puede ser
derivado de micobacterias.

La invencion describe un método para identificar un agente que inhibe la actividad oxidasa NADPH en un linfocito,
en donde el linfocito es de una rata DA. El método incluye: (a) poner en contacto el linfocito con PMA y un agente de
prueba para formar una célula de prueba; (b) determinar el nivel de actividad oxidasa NADPH en la célula de prueba
al medir el superdxido; (c) determinar si o no el nivel es menor que un nivel de control de actividad oxidasa NADPH,
en donde el nivel de control es la cantidad de actividad oxidasa NADPH en una célula de control tratada con PMA en
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la ausencia del agente de prueba; y (d)identificar el agente por inhibir la actividad oxidasa NADPH cuando el nivel es
menor que el nivel de control.

La invencién describe una rata no DA que comprende células T heter6logas de un animal no humano susceptibles
a induccion de artritis, en donde la rata no DA tiene artritis. La rata puede ser una rata E3. El animal no humano puede
ser una rata DA.

A menos que se defina otra cosa, todos los términos cientificos y técnicos utilizados aqui tienen el mismo signi-
ficado como lo entiende cominmente un experto en la técnica a la que pertenece esta invencién. Aunque se pueden
utilizar métodos o materiales similares o equivalentes a aquellos descritos aqui en la practica o prueba de la presente
invencion, adelante se describen métodos y materiales adecuados.

En caso de conflicto, la presente especificacion, que incluye definiciones, prevalecerd. Adicionalmente, los mate-
riales como métodos y ejemplos solo son de ilustracién y no se pretende se sean limitantes. Otras caracteristicas y
ventajas de la invencién serdn evidentes a partir de la siguiente descripcion detallada, y de las reivindicaciones.

Descripcion de los dibujos

La Figura 1 es una gréfica que compara la clasificacion de la artritis clinica media determinada en el dia 10,14,
19,24, y 28 después de inyeccidn de pristano de ratas DA, ratas DA. E3chrl2+/-, y ratas DA. E3chrl2-/-.

La Figura 2 es un mapa fisico de la regién Pia4 construida utilizando clones PAC y clones EST.

La Figura 3 es una alineacion de la secuencias de cAND de E3 y DA p47phox amplificadas de el ARNA de ratas
E3 y DA.

La Figura 4 es un conjunto de graficas de barra que demuestran que los niveles de plasma de cartilago de proteina
de matriz oligometica (COMP; Figura 4A) y glicoproteina de 4cido @ 1 (AGP; Figura 4B) son significativamente
menores en ratas congénita DA. E3chrl2 que en camadas de ratas de control DA (p<0.005).

La Figura 5 es un conjunto de curvas de absorbancia que ilustran la produccion de especies reactivas al oxigeno en
una rata DA (Figura SA), una rata E3 (Figura 5B), una rata DA. E3c12+/- (Figura 5C), y una rata DA. E3cl2-/- (Figura
5D).

La Figura 6 es una grafica que ilustra la severidad incrementada de la artritis en ratas tratada con un inhibidor
NADPH, cloruro de difenilenoyodo (DPI).

La Figura 7 es una grafica de barras que ilustra que las ratas tratadas con DPI tienen mayores calificaciones de
artritis acumulada que las ratas de control.

La Figura 8 es un gréfica de barras que ilustran que la transferencia de células T activadas con Conconavalin A
(ConA) de una rata DA produce artritis severa en camadas de ratas de control DA (DA), en rata DA. E3chrl2 +/-
(HET), y en ratas DA. E3chrl2-/- (E3).

La Figura 9 es un conjunto de graficas que muestran la activacion de la absorcién rdpida de las células peritoneales
de rata E3 (Figura 9A) y células HL60 (Figura 9B) después de tratamiento con alcanos in Vitro. La absorcién rapida
oxidativa se mide con el ensayo WST-1.

La Figura 10 es un conjunto de gréficas que demuestran los efectos de los alcanos que inducen artritis 12-31 dfas
después de administracion.

La Figura 10A demuestra la clasificacion media; La Figura 10B demuestra la clasificacion aditiva; y La Figura
10C demuestra la clasificaciéon maxima de acuerdo con el sistema de clasificacion extendido descrito aqui después de
la inyeccién de alcanos intra-dérmicamente en la base de la cola.

La Figura 11 es un conjunto de gréificas de demuestran la severidad del PIA en ratas DA tratadas con undecano o
undecanol en puntos de tiempo variantes. La Figura 11A demuestra la clasificacién media; La Figura 11B demuestra
la clasificacidon aditiva y La Figura 11C demuestra la clasificacién maxima.

La Figura 12 es un conjunto de graficas que demuestran la severidad de la artritis inducida por hexadecano después
de tratamiento con hexadeceno en el dia -5 o en el dia +5. La Figura 12A demuestra la clasificacién media; La Figura
12B demuestra la clasificacion aditiva; y La Figura 12C demuestra la clasificacién médxima.

La Figura 13 es una gréfica de barras que demuestra la severidad del artritis en ratas tratadas con aceite etiquetados
radiactivamente.

La Figura 14 es una grafica de barras que ilustra la distribucién de tejido de los aceites 14C etiquetados en 10,20,
y 30 dias post-inyeccién. La actividad se mide en un contador 8 durante in minuto. Note que LN = nodos linfaticos.
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La Figura 15 es una gréfica de barras que ilustra la distribucién de [1-14C]-hexadecano para los nodos linfaticos
seglin se mide en el contador 8 (Beckman) durante un minuto.

La Figura 16 es un conjunto de gréficos de barras que demuestran el efecto del fitol en el desarrolla del EAE en
ratas DA tratadas con fitol en el dia -10,-5 o el dia +5. La Figura 16A demuestra la clasificacion aditiva; La Figura 16B
demuestra la clasificacion maxima. Se utiliza aceite de oliva como control.

La Figura 17 es un conjunto de graficas que demuestran el efecto del tratamiento del fitol en el desarrollo de
PIA con diferentes rutas de administracién de fitol. La Figura 17A demuestra la clasificacion media; La Figura 17B
demuestra la clasificacion aditiva; y La Figura 17C demuestra la clasificacién méaxima.

La Figura 18 es un conjunto de graficas que ilustran el inicio del CIA en ratones deficientes Ncfl (p47phox), ambos
homocigotos y heterocigotos, segtin se compara con ratones B 10.Q. La Figura 18A demuestra la clasificacién media;
La Figura 18B demuestra la clasificacién maxima; La Figura 18C demuestra la clasificacion aditiva.

La Figura 19 es una grafica de barras que muestra el dia medio de inicio del CIA en ratones deficientes Ncfl, ambos
homocigotos o heterocigotos, segtin se compara con ratones B 10.Q.

La Figura 20 es una grafica de barras que muestran los niveles COMP en suero en ratones deficientes Ncfl, ambos
homocigotos y heterocigotos, segtin se compara con ratones B10. Q luego de induccién de CIA por inyeccién de CII
en rata.

La Figura 21 es una grafica de barras que muestra los niveles de anticuerpos anti-coldgeno en ratones deficientes
Ncfl ambos homocigotos y heterocigotos, segiin se compara con ratones B10. Q luego de induccién de CIA por
inyeccién de ratos CIIL.

La Figura 22 es una grafica que demuestra el efecto del tratamiento de fitol de CIA utilizando diferentes rutas de
administracion.

La Figura 23 es un conjunto de graficas que demuestran el efecto del tratamiento del PIA activo utilizando diferen-
tes agentes activos y rutas de administracién. Se administran. 200 pL de fitol (Figura 23A) o undecano (Figura 23B)
en el dia 21 y dia 26.

Descripcion detallada

La invencién proporciona métodos y materiales relacionados con el diagndstico y tratamiento de afecciones auto-
inmunes (por ejemplo, artritis). Especificamente, la invencién proporciona métodos y materiales involucrados en diag-
nosticar mamiferos susceptibles a la artritis y mamiferos que tienen AANOD. Adicionalmente, la invencién proporcio-
na métodos y materiales involucrados en tratar mamiferos susceptibles a la artritis y mamiferos que tienen AANOD.
Adicionalmente, la invencién proporciona métodos y material involucrados en identificar agonistas y antagonistas de
la actividad oxidasa NADPH.

1. Diagndstico de Mamiferos Susceptibles a la Artritis

La invencién proporciona métodos para evaluar una susceptibilidad de mamifero a desarrollar artritis. El mamifero
puede ser un humano, mono, cabra, caballo, vaca, cerdo, perro, gato, ratén, o rata. En resumen, una susceptibilidad de
mamifero a desarrollar artritis se puede determinar al examinar el nivel de actividad oxidasa NADPH presente dentro
de las células del mamifero. Este nivel de actividad oxidasa NADPH se puede comparar luego con un nivel de control,
y el mamifero se puede clasificar por ser susceptible a desarrollar artritis si el nivel de oxidasa NADPH en las células
del mamifero es menor que el nivel de control como se describe adicionalmente adelante.

El nivel de activada oxidasa NADPH en una célula de mamifero se puede determinar utilizando un método conoci-
do. Por ejemplo, la actividad oxidasa NADPH se puede evaluar al medir la cantidad de especies de oxigeno reactivas
generadas. Como se utiliza aqui, el término “especies de oxigeno reactivas” incluyen, sin limitacién especies parcial-
mente reducidas de oxigeno tal como Ion superéxido (O,*), peréxido hidrégeno (H,O,), radical hidroxilo (OH*) e
i6n hidréxido. La cantidad de especies de oxigeno reactivo generadas se pueden medir utilizando métodos estandar
tal como aquellos que involucran medir la reduccién de citocromo C, luminiscencia de lucigenina, luminiscencia de
luminol, y fluorescencia DCFDA. Alternativamente, el nivel de actividad oxidasa NADPH en una célula de mamifero
se puede determinar al medir el nivel de los componentes conocidos para reflejar la actividad oxidasa NADPH. Tales
componentes incluyen, sin limitacién hacer circular dialdehido malénico.

Después de determinar el nivel de actividad oxidasa NADPH presente dentro de las células de los mamiferos,
este nivel de actividad oxidasa NADPH se puede comparar con un nivel de control de actividad oxidasa NADPH
para esa especie particular. El nivel de control de la actividad oxidasa NADPH para una especie particular es el nivel
promedio de actividad oxidasa NADPH medido en las células de una poblacién de miembros saludable de esa especie
particular. En el caso de los humanos, el nivel de control de la actividad oxidasa NADPH puede ser el nivel promedio
de la actividad oxidasa NADPH en células de 5, 10,20, 30,40, 50, o mas humanos saludables. Si el nivel de actividad

8



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2312780 T3

oxidasa NADPH en una célula de mamifero es menor que el nivel de control, entonces el mamifero se puede clasificar
por ser susceptible a la artritis. Por ejemplo, un mamifero que tiene una actividad oxidasa NADPH que no es mayor del
85 por ciento (por ejemplo, no mayor del 75,65, 55,45, 35,25, 15,5,0 menos) del nivel de control se pueden clasificar
por ser susceptibles a la artritis.

Alternativamente, un mamifero (por ejemplo, humano) que tiene actividad oxidasa NADPH deteriorada se pueden
clasificar por ser susceptible a la artritis. Por ejemplo, un humano que tiene actividad oxidasa NADPH deteriorada
tal que una muestra de aproximadamente 1 x 10% granulocitos de ese humano exhibe menos de 0.3 a 0.4 unidades de
absorbancia (550nm) de reduccién de citocromo C después de aproximadamente 7 minutos de tratamiento con 0. 01
uM fMLP se puede clasificar por ser susceptible a la artritis. En una modalidad, un humano que tiene células con no
mads de aproximadamente 85 por ciento (por ejemplo, no mas de 75,65, 55,45, 35,25, 15,5, o menos) de este nivel de
actividad se clasifica por ser susceptible a la artritis.

La células se pueden tratar con activadores diferentes de fMLP tal como agentes que afectan la sefializacién celular
al modular la fosforilacién (por ejemplo, PMA) agentes que desestabilizan las membranas celulares (por ejemplo
pristano, escualeno, fitol, y hexadecano), y agentes que unen receptores de superficie celular (por ejemplo, galectina 1
y galectina 3).

Cualquier tipo de muestra se puede utilizar para determinar el nivel de actividad oxidasa NADPH en una célula de
mamifero. Por ejemplo, la muestra puede ser sangre, fluido sinovial, o células que contienen fluido linfatico (por ejem-
plo, PBMC) que tienen una actividad oxidasa NADPH. Las células que tienen actividad oxidasa NADPH incluyen,
sin limitacién, macréfagos, neutréfilos, granulocitos, leucocitos polimorfonucleares, y células mononucleares. Los
métodos estandar se pueden utilizar para obtener tales muestras de los mamiferos. Por ejemplo, se puede obtener una
muestra de sangre por puncién venosa. La muestra se puede someter a cualquier procedimiento preparatorio estandar
necesario antes de evaluar la actividad oxidasa NADPH. Por ejemplo. Las células que contienen muestras de sangre se
pueden someter a centrifugacion y/o etapas de lavado para aislar las células de las cuales el nivel de actividad oxidasa
NADPH se puede medir.

En otra modalidad, una susceptibilidad de mamifero a desarrollar artritis se puede determinar al examinar por
lo menos una porcién de la secuencia de aminodcido de un polipéptido dentro de la ruta oxidasa NADPH de ma-
mifero. Tales polipéptidos incluyen, sin limitacién, polipéptidos GP91PHOX polipéptidos P22PHOX, polipéptidos
P40PHOX, polipéptidos PA7TPHOX, y polipéptidos P67PHOX. Por ejemplo, la secuencia de aminodcidos de polipép-
tidos PA7PHOX de mamifero se puede determinar. Se puede utilizar cualquier método para determinar la secuencia de
aminodcido de un polipéptido. Por ejemplo, las técnicas de secuenciamiento de aminodcido estdndar se pueden utilizar
para determinar la secuencia de aminodcido de una preparacion de polipéptido PA7PHOX purificada. Alternativamen-
te, el dcido nucleico que codifica el polipéptido se puede secuenciar utilizando técnicas de secuenciamiento de acidos
nucleicos estdndar. Una vez se determina la secuencia de dcido nucleico, se puede deducir la secuencia de aminodcido
del polipéptido codificado.

Después de determinar por lo menos una porcién (por ejemplo aproximadamente 10,20, 30,40, 50,60, 70,80, 90,
0 100 por ciento) de la secuencia de aminoécido de un polipéptido dentro de la ruta oxidasa NADPH de mamifero, la
secuencia de aminodcido se puede comparar con la secuencia de aminoacido de un polipéptido de referencia compa-
rable que funciona en la ruta oxidasa NADPH de tal manera que se observa por lo menos aproximadamente el 70 por
ciento (por ejemplo por lo menos aproximadamente 75,80, 85,90, 95, o 99 por ciento) de actividad oxidasa NADPH
méxima. Por ejemplo, la secuencia de aminodcido de un polipéptido P47PHOX de mamifero se puede comparar con
la secuencia de aminodcido de un polipéptido PA7PHOX que permite que una célula exhiba por lo menos aproxi-
madamente 70 por ciento de actividad oxidasa NADPH méxima. De la misma manera, la secuencia de aminoécido
de un polipéptido GP91PHOX de mamifero se puede comparar con la secuencia de aminoacido de un polipéptido
GP91PHOX que permite que una célula exhiba por lo menos aproximadamente 70 por ciento de actividad oxidasa
NADPH méxima.

El término “actividad oxidasa NADPH méxima” como se utiliza aqui se refiere al nivel maximo promedio de
actividad oxidasa NADPH medida en células de los miembros saludable de una especie particular. Por ejemplo, en
ratas, la actividad oxidasa NADPH mdxima cuando se mide el superéxido libera de aproximadamente 5 x 10° neu-
tréfilos peritoneal utilizando reduccién de citoctomo C que puede ser de 0.15-0.25 unidades de absorbancia (550 nm)
en aproximadamente 1000 segundos luego de estimulacién con PMA. Las células se pueden tratar con activadores
diferentes de PMA tal como fMLP, los agentes que desestabilizan las membranas celulares (por ejemplo, pristano,
escualeno, fitol, y hexadecano), y agentes que unen los receptores de superficie celular (por ejemplo, galectina 1 y
galectina 3).

Enrazén a que las células de las ratas E3 exhiben por lo menos aproximadamente 70 de su actividad, las secuencias
de aminodcidos de los polipéptidos que funcionan en la ruta oxidasa NADPH de la rata E3 se pueden utilizar como
polipéptidos de referencia. Por ejemplo, una secuencia de aminodcido de rata de un polipéptido P47PHOX se puede
comparar con la secuencia de aminodcido del polipéptido P47PHOX de ratas E3, que se establece en la SEQ ID NO: 4.
en humanos, la actividad oxidasa NADPH méaxima cuando se mide la liberacién del superéxido de aproximadamente
1 x 10° granulocitos utilizando reduccién de citocromo C puede ser 0.3 a 0.4 unidades de absorbancia (550 nm)
aproximadamente 7 minutos luego de estimulacién con 0. 01 uM de fMLP. Asi, los polipéptidos que funcionan en la
ruta oxidasa NADPH de células humanas que exhiben por lo menos 70 por ciento de esa actividad se pueden utilizar
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como polipéptidos de referencia. Cuando se evaliia un polipéptido PA7TPHOX de humano, el polipéptido PA7PHOX de
humano que tiene la secuencia de aminodcido establecida en la SEQ ID NO: 6 se puede utilizar como un polipéptido
de referencia.

Si el mamifero que se trata contiene un polipéptido mutante cuando se compara con un polipéptido de referencia
comparable, entonces el mamifero se puede clasificar por ser susceptible a desarrollar artritis. El polipéptido mutante
puede ser un polipéptido que contiene adiciones de aminodcidos, sustracciones, sustituciones, o combinaciones de
estos cuando se comparan con la secuencia de un polipéptido de referencia comparable. Por ejemplo, un polipéptido
mutante puede ser una polipéptido que tiene cualquier nimero de diferencias de aminodcidos (por ejemplo, 1, 2, 3, 4,
5,6,7,8,9, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 125, 150, 175, 200, o mas adiciones, sustracciones, o
sustituciones de aminoacidos) cuando se compara con un polipéptido de referencia comparable. Asi, en una modalidad,
un humano se puede clasificar por ser susceptible a desarrollar artritis si ese humano contiene un polipéptido P47PHOX
que tiene una secuencia de aminodcido con una o mds sustituciones de aminodcidos (por ejemplo, 2, 3,4, 5, 6, 7, 8,
9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, o mas) cuando se compara con la secuencia de aminodcido establecida en la SEQ ID NO:
6. alternativamente, se puede clasificar un humano por ser susceptible a desarrollar artritis si ese humano contiene un
polipéptido PA7PHOX que tienen una secuencia de aminodcido con un residuo aminoécido diferente de valina en la
posicién que alinea con la posicién 106 de la SEQ ID NO: 4.

Adicionalmente, un polipéptido mutante puede ser un polipéptido que le falta uno o més sitios de fosforilacién.
Tipicamente, los sitios de fosforilacion son residuos de serina, treonina, o tirosina. Asi, a un polipéptido que le falta
uno o mas residuos de serina, treonina, o tirosina cuando se compara con un polipéptido de referencia comparable
puede ser un polipéptido mutante. En una modalidad, se puede clasificar un humano por se susceptible a desarrollar
artritis si ese humano contiene un polipéptido P47PHOX que tienen una secuencia de aminoédcido que le falta uno
0 mads residuos serina, treonina o tirosina (por ejemplo mas de 2,3, 4,5, 6,7, 8,9, o 10) cuando se compara con las
secuencias de aminodacidos establecidas en la SEQ ID NO: 6., alternativamente, se puede clasificar un humano por
ser susceptible a desarrollar artritis si ese humano contiene un polipéptido P4A7PHOX que tiene una secuencia de
aminodcido con un residuo aminodcido diferente a treonina en la posicién que alinea con la posicién 153 de SEQ ID
NO: 4.

Adicionalmente para utilizar la presencia de un polipéptido mutante para determinar si o no un mamifero particular
es susceptible a la artritis, las secuencias reguladoras (por ejemplo promotores, mejoradores, y silenciadores) que
controlan la expresidon de un polipéptido que funciona en la ruta oxidasa NADPH se pueden examinar. Por ejemplo,
las secuencias promotoras que controlan la expresion del polipéptido P47PHOX se pueden comparar con aquellas
secuencias promotoras que controlan la expresion del polipéptido PA7PHOX normal en humanos saludables. En este
caso, un humano que tiene una secuencia promotora reguladora mutada se puede clasificar por ser susceptible a
desarrollar artritis.

2. Diagndstico de Mamiferos que tienen AANOD

La invencién proporciona métodos para determinar si un mamifero tiene un tipo de artritis particular. Especifica-
mente, se puede diagnosticar un mamifero por tener AANOD si ese mamifero tiene (1) sintomas clinicos de artritis
y (2) las células que tienen un nivel de actividad oxidasa NADPH que es menor que un valor de control o estd dete-
riorado. Adicionalmente, un mamifero puede ser diagnosticado por tener AANOD si ese mamifero tiene (1) sintomas
clinicos de artritis y (2) un polipéptido que funciona en la ruta oxidasa NADPH y que contiene una mutacién cuando
se compara con un polipéptido de referencia comparable como se describe aqui.

Los sintomas clinicos de la artritis incluyen, sin limitacién, inflamacién de los tendones, ligamentos, articulacio-
nes, o huesos. Los sintomas de la artritis también incluyen dolor, hinchamiento, y rigidez en las articulaciones que
pueden conducir a debilidad, perdida de la movilidad, y deformidad en el mamifero. Ejemplos de artritis incluyen,
sin limitacion, artritis bacteriana, osteoartritis, artritis reumatoide (RA), artritis inducida por coldgeno (CIA), artritis
inducida por hexadecano(HIA), artritis inducida por pristano (PIA), artritis inducida por avridina, artritis inducida por
adyuvante, artritis inducida por escualeno (SIA), y artritis inducida por aceite (OIA).

El nivel de actividad oxidasa NADPH dentro de una célula de mamifero se puede evaluar cdmo se describe aqui.
De la misma manera, los métodos y materiales descritos aqui se pueden utilizar para determinar si o no un mamifero
contiene un polipéptido mutante que funciona en la ruta oxidasa NADPH.

3. Tratamiento de Artritis

La invencién proporciona métodos y materiales para tratar artritis (por ejemplo, AANOD) en un mamifero. Los
métodos para tratar la artritis tal como AANOD incluye administrar un agente que incrementa el nivel de actividad
oxidasa NADPH en el mamifero. Por ejemplo, un agente que incrementa una produccién de células de especies de
oxigeno reactivo de puede administrar a un mamifero con artritis. Tales agente incluyen, sin limitacién, norfloxaci-
na, 4cido fosfatidico, diacilglicerol, 4dcido araquiddnico, acetato miristato forbol, lisofosfatidilcolina, fMLP, octano,
decano, undecano, dodecano, tridecano, tetradecano, hexadecano, heptadecano, octadecano; agentes que desestabili-
zan las membranas celulares (por ejemplo, pristano, scualeno, fitol, y hexadecano), y agentes que unen los receptores
de superficie celular (por ejemplo, galectina 1 y galectina 3). Alternativamente, el agente puede ser un derivado mas
polar de los compuestos mencionados anteriormente. Por ejemplo, el agente puede ser un undeceno, hexadeceno), o
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un derivado 4dcido de los compuestos mencionados anteriormente. En una modalidad, se utiliza hexadeceno. En otra
modalidad se utiliza undecano.

Los agentes que incrementan la actividad oxidasa NADPH se pueden administrar en cualquier forma estdndar
utilizando cualquier método estandar. Por ejemplo, los agentes que incrementa la actividad oxidasa NADPH pueden
estar en la forma de comprimidos o capsulas (por ejemplo, capsulas de liberacién en el tiempo) que se toman oralmente.
Alternativamente, los agentes pueden estar en una forma liquida y se pueden tomar oralmente o por inyeccién. Los
agentes también pueden estar en la forma de supositorios. Adicionalmente, los agentes que incrementan la actividad
oxidasa NADPH pueden estar en la forma de cremas, geles, y espumas que se pueden aplicar a la piel. Adicionalmente,
los agentes pueden estar en la forma de un inhalante que se aplica nasalmente. Los agentes se pueden administrar intra-
dérmicamente, intra-peritonealmente o intra-nasalmente.

Los agentes que incrementan la actividad oxidasa NADPH se pueden administrar en cualquier dosis que sea sufi-
ciente para incrementar la actividad oxidasa NADPH en células que tienen baja actividad. Tales dosis se pueden tomar
durante un periodo de afios para evitar y/o retrasar la progresion de la artritis o para reversar la progresion de la artritis.
Las dosis se pueden seleccionar con base en la efectividad y la toxicidad del agente particular utilizando técnicas de
farmacologia estdndar.

4. Identificacion de Agente que Modifica la Actividad Oxidasa NADPH

La invencién proporciona método y materiales para identificar agentes que modulas la actividad Oxidasa NADPH.
Los agentes que modulan la actividad oxidasa NADPH pueden incrementar o reducir la actividad oxidasa NADPH.
Ejemplos de agentes que incrementan la actividad oxidasa NADPH incluyen, sin limitacién, norfloxacina, dcido fosfa-
tidico, diacilglicerol, dcido araquidénico, acetato miristato forbol, lisofosfatidilcolina, fMLP, octano, decano, undeca-
no, dodecano, tridecano, tetradecano, hexadecano, heptadecano, octadecano; agentes que desestabilizan las membra-
nas celulares (por ejemplo, pristano, escualeno, fitol, y hexadecano), y agentes que unen los receptores de superficie
celular (por ejemplo, galectina 1 y galectina 3). Ejemplos de agentes que reducen la actividad oxidasa NADPH in-
cluyen, sin limitacién, difenileno de yodo, fenoles, apocinina, quinona, ligandos haem, piroxicam, (2,3-dimetil-6 (2-
dimetilaminoetil)-6H-indolo-(2,3-b)quinoxalina) B220, lidocaina, gliotoxina, hidrocortisona, (dcido 6-[2-(3,4-dieto-
xifenil)tiazol-4-il]-piridino-2-carboxilico) OPC-6535 y cromolin.

Para identificar agentes que incrementan o reducen la actividad oxidasa NADPH, se puede mezclar un agente
de prueba con una muestra que contiene células o fracciones celulares que tienen actividad oxidasa NADPH. Tales
células se pueden ser humanos (por ejemplo, pacientes humanos saludables o con artritis) o animales no humanos
(por ejemplo, animales saludables no humanos o animales no humanos susceptible a la artritis tal como aquellos
susceptibles a la induccién de artritis). Un animal es susceptible a la induccién de artritis si ese animal desarrolla
una afeccién de artritis en respuesta al tratamiento con un agente inductor (por ejemplo, coldgeno o pristano). Tales
animales incluyen aquellos susceptibles a CIA, PIA, HIA, SIA, y OIA. El animal no humano puede ser cualquier tipo
de animal que incluye, sin limitacién, monos (por ejemplo, chimpancés) caballos, cabras, vacas, cerdos, y roedores
(por ejemplo, ratones y ratas).

Un ejemplo de un animal no humano que es susceptible a la artritis es una rata que es susceptible a PIA tal como la
rata DA. Una rata se puede identificar como un miembro de la cepa DA (o cualquier cepa de interés) utilizando métodos
estandar. Por ejemplo, las técnicas de secuenciamiento de dcido nucleico estdndar se pueden utilizar para comparar
secuencias de dcido nucleico mitocondrial o genomitas que incluyen, sin limitacién, (1) secuencias de microsatélite,
(2) secuencias de dcido nucleico que codifican complejos de histocompatibilidad principal, o (3) secuencias de dcido
nucleico que codifican ARN ribosémico 18S. la comparacién de la secuencia de dcido nucleico de dos animales se
puede lograr utilizando herramientas de andlisis genético tal como métodos basados en polimorfismos de longitud
de fragmento de restricciéon (RFLP) y métodos basados en ADN polimérfico amplificado aleatorio (RAPD). Dos
animales pueden ser excluidos por ser de la misma cepa si las secuencias de 4dcidos nucleico de ambos animales tienen
caracteristicas similares cuando se analizan por RFLP o RAPD.

Después de ser tratados con el agente de prueba, se puede determinar el nivel de actividad oxidasa NADPH. La
muestra puede ser cualquier tipo de muestra que contiene una célula o una fraccién celular que tienen actividad oxidasa
NADPH. La muestra puede ser sangre, linfocitos, o liquido sinovial. La célula puede ser un linfocito, granulocito (por
ejemplo, neutréfilos) o macréfago.

La actividad oxidasa NADPH determinada en la presencia de un agente de prueba se puede comparar con la
actividad oxidasa NADPH determinada en la ausencia del agente de prueba. Los agentes que incrementan la actividad
oxidasa NADPH son aquellos que conducen a un incremento en la actividad oxidasa NADPH mediante cualquier
cantidad (por ejemplo, un incremento del 5,10,20,30,40,50,75,100,125,150,200, o mds por ciento) cuando se compara
con el nivel de actividad oxidasa NADPH observada en la ausencia del agente de prueba. Agentes que reducen la
actividad oxidasa NADPH son aquellas que conducen a una reduccién en la actividad oxidasa NADPH mediante
cualquier cantidad (por ejemplo, una reduccién de 5, 10, 20, 30, 40, 50, 75, o mds por ciento) cuando se compara con
el nivel de actividad oxidasa NADPH observado en la ausencia del agente de prueba.

En otra modalidad, los agentes que incrementan o reducen la actividad oxidasa NADPH se pueden identificar en
una mezcla de ensayo que incluye oxidasa NADPH, un activador, y un agente de prueba. En estas modalidades, la
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actividad oxidasa NADPH, determinada en la presencia de un activador y un agente de prueba, se puede comparar
con la actividad oxidasa NADPH determinada en la presencia del activador sin el agente de prueba. Como se describe
aqui, los agentes que incrementan la actividad oxidasa NADPH son aquellos que, cuando estdn presente en la mezcla
de ensayo oxidasa NADPH, conducen a un incremento en la actividad oxidasa NADPH mediante cualquier cantidad
(por ejemplo, un incremento de 5, 10, 20, 30, 40, 50, 75, 100, 125, 150, 200, o mds por ciento) cuando se compara
con un nivel de actividad oxidasa NADPH observado en la ausencia del agente de prueba, cuando los agentes que
reducen la actividad oxidasa NADPH son aquellos que, cuando estdn presente en la mezcla de ensayo oxidasa NADPH,
conducen a una reduccion en la actividad oxidasa NADPH mediante cualquier cantidad (por ejemplo, una reduccién
del 5,10,20,30,40,50,75, o mds por ciento) cuando se compara con el nivel de actividad oxidasa NADPH observado en
la ausencia del agente de prueba.

5. Ratas no DA que Contienen Células T Heterdlogas

La invencién proporciona métodos y materiales para general un animal (por ejemplo, un roedor tal como una rata o
ratén) que tiene células T heter6logas en combinacién con una nueva forma de artritis inducible (por ejemplo, artritis
inducida por células; TIA). El TIA se puede generar en un animal al introducir el animal receptor, las células T de
un animal donante que tiene artritis. Los animales receptores y donantes pueden ser de diferentes cepas o pueden
ser miembros del mismo grupo innato de animales que difieren solo con respecto a (1) el QTL que contribuye a
susceptibilidad artritica tal como QTL Pia4 o (2) la secuencia del gen p47phox. Las células T se pueden aislar de un
animal utilizando cualquier procedimiento estandar que incluye homogenizacion del bazo. La transferencia de células
T se puede desarrollar utilizando cualquier procedimiento convencional. Un animal con TIA se puede utilizar como
se describe aqui para identificar agentes que modifique la actividad oxidasa NADPH.

6. Mamiferos no Humanos que Tienen Rutas Oxidasa NADPH Deficientes

Otro aspecto de la invencion representan métodos y materiales para proporcional un mamifero no humano que
tiene una ruta oxidasa NADPH deficiente, en donde el mamifero no humano exhibe sintomas de una enfermedad
autoinmune. El mamifero puede ser un mono, cabra, caballo, vaca, cerdo, perro, gato, ratén o rata. La enfermedad
autoinmune puede ser artritis, esclerosis multiple, lupus, uveitis autoinmune, diabetes tipo I, asma bronquear, artritis
séptica inducida por estafilococos o estreptococos, o enfermedades cardiovasculares que involucran vasculitis. Por
ejemplo, el mamifero no humano puede exhibir sintomas de artritis. La artritis se puede inducir por técnicas estandar
conocidas en el arte y pueden ser, por ejemplo, artritis inducida por adyuvante CIA, PIA, HIA, artritis inducida por
avridina, SIA, o OIA.

La ruta oxidasa NADPH en el mamifero no humano se puede indicar mediante una actividad oxidasa NADPH. La
actividad oxidasa NADPH reducida puede ser un resultado de un polipéptido mutante en donde el polipéptido mutan-
te funciona en la ruta oxidasa NADPH. Por ejemplo, el polipéptido mutante puede ser un polipéptido GP91PHOX,
polipéptido P22PHOX, polipéptido PAOPHOX, polipéptido PA7TPHOX, o polipéptido P67PHOX. Por ejemplo, el poli-
péptido mutante puede ser un polipéptido PA7PHOX. El polipéptido PA7PHOX mutante puede contener la secuencia
establecida en la SEQ ID NO: 6 con por lo menos dos sustituciones de aminoacido. El polipéptido P47PHOX mutante
puede contener una secuencia de aminodcido que tiene un residuo de aminodcido diferente a valina en la posicién
que se alinea con la posicién 106 de SEQ ID NO: 4 o un residuo de aminodcido diferente a treonina en la posicién
que se alinea con la posicién 153 de SEQ ID NO: 4. en otras modalidades, la actividad oxidasa NADPH reducida
puede ser un resultado de una eliminacién del gen o lugar que codifica el Ncfl (p47phox). La eliminacién puede ser
heterocigoto o homocigoto en el mamifero no humano. En una modalidad, el mamifero no humano puede ser un ratén.
Por ejemplo, el ratén puede tener el gen para Ncfl (p47phox) transgénico utilizando técnicas estdndar en el arte, o el
ratoén puede expresar uno de los polipéptidos P4A7PHOX mutantes como se describi6é precisamente (por ejemplo, un
raton transgénico).

7. Deteccion de Agentes que Retrasan, Tratan o Evitan la Artritis

En otra modalidad, la invencién proporciona un método para detectar una agente para determinar si el agente
retrasa el inicio de la artritis. El método incluye: (a) proporcionar un mamifero no humano que tiene una ruta oxidasa
NADPH deficiente; (b) administrar al mamifero no humano el agente; (c) inducir artritis en el mamifero no humano;
y (d) determinar si el agente retrasa el inicio de la artritis en el mamifero no humano.

El mamifero que tiene una ruta oxidasa NADPH deficiente se puede obtener como se describié previamente.
Determinar si el agente retrasa el inicio de la artritis puede incluir etapas tales como: (a) determinar un dia de inicio
del valor de artritis para el mamifero no humano; y (b) comparar el dia de inicio del valor de artritis para dicho
mamifero no humano con un dia de control de inicio de valor de artritis. El inicio de la artritis se puede monitorear
utilizando un sistema de clasificacién microscépico, en donde el punto 1 se da para cada dedo rojo o hinchado, un punto
para cada parte media del pie, dedo o nudillo hinchado, y 5 puntos para un tobillo hinchado, dando una clasificacién
maxima de 15 por miembro y un total de 60. La clasificacién puede ser una clasificaciéon media, clasificacion aditiva,
o calcificacién maxima. El mamifero se puede monitorear 1 a 4 veces por semana durante 1 a 2 meses después de
induccion de artritis. El dia de control de inicio del valor de artritis se puede determinar al determinar un dia de inicio
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del valor de artritis para un mamifero no humano de control al que no se ha administrado el agente. El DIA de inicio
de la artritis en el mamifero no humano se puede considerar retrasado si este estd después del dia de control del valor
de inicio. La artritis se puede inducir por medios convencionales y puede ser artritis inducida por adyuvante, CIA,
PIA, HIA, SIA, inducida por avridina, o OIA.

La invencién también proporciona métodos para detectar un agente para determinar si el agente trata la artri-
tis. El método incluye (a) proporcionar un mamifero no humano que tiene una ruta oxidasa NADPH deficiente, en
donde los mamiferos exhiben sintomas de una artritis (por ejemplo, artritis inducida por adyuvante, CIA, PIA, HIA,
SIA, artritis inducida por avridina, u OIA); (b) administrar al mamifero no humano el agente; (c) determinar si el
agente trata la artritis en el mamifero no humano. Tal una etapa de determinacién puede involucra (a) calcular una
clasificacién de artritis en el mamifero no humano; y (b) comparar la clasificacién de artritis con una clasificacién
de artritis de control. El mamifero que tiene una ruta oxidasa NADPH deficiente exhibe sintomas de artritis que se
pueden obtener como se describié anteriormente. La clasificacion de artritis de control se puede determinar al calcu-
lar una clasificacién de artritis para un mamifero no humano de control al que no se ha administrado el agente. La
clasificacién de artritis se puede determinar utilizando el sistema de clasificacion microscopico descrito previamente,
y pude ser una clasificaciéon media, clasificacién de aditivo o clasificacién maxima. El agente se puede determinar
para tratar la artritis si la clasificacién de artritis en el animal no humano es menor que la clasificacién de artritis de
control.

En otra modalidad, se suministra un método para detector un agente para determinar si el agente evita la artritis.
El método incluye: (a) proporcionar un mamifero no humano que tiene una ruta oxidasa NADPH deficiente; (b)
administrar al mamifero no humano el agente; (c) administrar un compuesto conocido por inducir artritis al mamifero
no humano; y (d) determinar si el agente evita la artritis inducida por el compuesto en el mamifero no humano.
Determinar si el agente que evita la artritis puede incluir evaluar dicho mamifero no humano para sintomas de artritis.
Tal una evaluacién puede ocurrir durante un periodo de tiempo, por ejemplo, durante hasta 20 dias, hasta 30 dias,
hasta 50 dias, o hasta 70 Diaz. Determinar si el agente que evita la artritis puede incluir comparar cualquier sintoma
de artritis y su dia de inicio con los sintomas y el dia de inicio de un mamifero no humano de control al que no se ha
administrado dicho agente. El sistema de clasificacién microscopico como se describié anteriormente se puede utilizar
en la evaluacion y comparacién. El compuesto conocido por inducir artritis puede ser un adyuvante, coldgeno, pristano,
hexadecano, escualeno, avridina, o aceite. El coldgeno puede ser coldgeno tipo II; el aceite puede serd adyuvante
incompleto de Freund; y el adyuvante puede ser derivado de micobacterias.

La invencién se describird adicionalmente en los siguientes ejemplos, que no limitan el alcance de las invenciones
descritas en las reivindicaciones.

Ejemplos
Ejemplo 1
Animales

Cepas de rata (Rattus norvegicus) utilizadas en los siguientes experimentos incluyen la sepa de DA, que es al-
tamente susceptible a PIA, y la cepa E3, que es resistente al PIA, se obtienen ratas E3 y DA de Zentralinstitut fur
Versuchstierzucht, Hannover, Alemania, y se mantienen en instalaciones animales que tienen ambientes climatizados
controlados con ciclos de 12 horas luz/oscuridad. Las ratas se alojan en jaulas de poliestireno que contienen viruta de
madera y los roedores se alimentan con concentrado estdndar y agua ad libitum. Las ratas estdn libres de patégenos
comunes, incluyendo el virus Sendai, virus Hantaan, coronavirus, reovirus, citomegalovirus, y Micoplasma pulmonis.
La crianza de los animales y la experimentacion se desarrolla en las mismas instalaciones de los animales.

Ejemplo 2
Induccion y Evaluacion de Artritis

Se induce artritis en ratas en edad de 8 a 12 semanas por inyecciones intradérmicas de 150 ul de pristano (2,6,10,14-
tetrametilpentadecano; Aldrich, Milwaukee, WI) en las bases de las colas. Se monitorea el desarrollo artritico en todos
los miembros utilizando un sistema de clasificacién microscépico. En resumen, se da un punto para cada dedo rojo o
hinchado, un punto para cada parte media del pie, dedo o nudillo hinchado y 5 puntos para un tobillo hinchado. La
clasificacién méxima para un miembro es 15 puntos y la clasificacién méxima para una rata es 60 puntos. Las ratas se
examinan de una a cuatro veces por semanas durante un mes después de inyeccién pristano.

Para andlisis histopatoldgico, a los 31 dias después de las inyecciones de pristano, se sacrifican las ratas, y las patas
traseras y las articulaciones del tobillo se preparan y analizan como sigue. Las patas se fijan en 4% de paraformalde-
hido, descalcificado en EDTA, embebido en parafina, y luego se seccionan y tifien con hematoxilin y eritrosina como
se describe en in Jonsson ef al. (1986) J Immunol Methods 88: 109-14.
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Ejemplo 3
Confirmacion de Enlace para Severidad de Artritis en Cepas Congénicas

Un locus de rasgas cuantitativo (QTL), denotado Pia4, se encuentra que estd asociado con el PIA y CIA. Para
identificar y aislar los genes en Pia4 QTL que se asocia con la artritis, un fragmento de 10 cM del cromosoma 12
de una rata E3 resistente al PIA se integra en una rata DA susceptible a PIA que resulta en una rata congénica DA.
E3chrl2. Otros genes E3 en el fragmento 10 cM que no se asocial con RA se remueven en mds de 10 retro cruces
sucesivos con una rata DA. Las camadas de rata DA obtenidas de entrecruces F2 entre ratas DA. E3chrl2 +/- se
utilizan como controles. El Pia4 QTL es heredado en una forma aditiva al DA con ratas DA que tienen el alelo que
promueve la severidad de la artritis en los entrecruces F2 originales entre ratas E3 y DA. Las diferencias genotipicas
significativas observadas cuando una progenie de rata se compara con una rata de control se puede concluir que han
surgido de diferencias genéricas en la region Pia4.

Se induce artritis en 20 ratas DA, 40 ratas DA. E3chrl2+/-, y 14 ratas DA. E3chrl2-/- por inyeccién con pristano,
y el desarrollo de la artritis clinica se evalia como se describié anteriormente, la Figura 1 es una comparacién de
clasificacién de artritis clinica determinada en el dia 10,14, 19,24, y 28 después de inyeccion de pristano de ratas DA,
las ratas DA. E3chrl2+/-, y las ratas DA. E3chrl2-/-. Se observan diferencias dramadticas en la severidad de la artritis
entre camadas de ratas de control DA y ratas congénicas DA. E3chrl2 (p<0.0001). Las ratas DA. E3chrl2-/- congénicas
todavia son susceptibles a la artritis, pero la inflamacién es muy leve. Las incidencias de la artritis observada en los
dias 31 después de inyeccién de pristano es 100% entre ratas DA, 58% entre ratas DA. E3+4/-, y 36% entre ratas
DA. E3-/-. Cuando las secciones de articulacion de tobillo de pata trasera de rata obtenidas 31 después de inyeccién
de pristano se tifien hematoxilina y eritrosina y luego se examinan microscépicamente en magnificacién 100x, se
observan infiltraciones celulares en las articulaciones. Aunque el fenotipo E3 resistente al PIA producido por el Pia4
QTL se encuentra que es casi protector dominante, la progenie de ratas DA que llevan dos alelos E3 del cromosoma
12 exhiben atin artritis menos severa (p < 0.05) que la progenie de ratas DA que llevan un alelo E3 del cromosoma 12.

El fragmento E3 derivado que contiene el Pia4 QTL también se encuentra que suprime el CIA, HIA, y OIA (ver

Tabla 1). Otros genes parecen involucrados en razén a que las ratas E3 congénicas para Pia4 derivado de DA, (por
ejemplo, ratas E3. DA chrl2-/-) es todavia resistente a la artritis.

TABLA 1
Susceptibilidad de Cepa de rata congénica Pia4 al CIA, OIA, y HIA

El valor P indica la significancia de la diferencia observada entre ratas congénicas Pia4 y ratas DA, no se detecta
diferencia significativa entre el DA. E3chrl2 +/- y DA. E3chrl2-/-.

Numeso de ratas Tipo de Artritis Clasificacion Maxima Valor p
de estudio

DA 10 OlA 15.1 £ 47
DA.E3chr12 +/- 15 OlA 45%18 <0.05
DA.E3chr12 4- 15 OlA 1207 <0.05

DA 13 CIA 503 34
DA E3chr12 +/- 16 CiA 298x48 <0.01
DA E3chr12 - 7 CIA 204=60 <0.01

DA 9 HIA 146+ 25
I_DA.EBd\ﬂQ +- 8 HIA 39+24 <0.05

Ejemplo 4
Secuenciamiento y mapeo fisico

La coleccién de cromosomas artificiales derivados de P1 (PAC) de 1a rata BN (RPCI-31) descrita en un et al. (1998)
Genomics 50:306-16 se obtiene del Proyecto del Genoma Humano Aleman del Centro de Investigaciones (RZPD) (ver
RZPD (www.rzpd.de) como grupos de ADN vy filtros ensayados (libreria coleccién 712). También se obtiene clones
PAC positivos del RZPD asi como también clones que tienen insertos de ADN que corresponden al ADN en la vecin-
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dad de los microsatélites ligados al Pia4 (ver Gosele et al (2000) Genomics 69:287-94, www.mdc-berlin.de/ratgenom,
y www.molgen.mpg.de/~ratgenome). Los clones PAC se purifican utilizando el kit de construccién grande Qiagen
(Qiagen, Hilden, Alemania) y se utilizan para el secuenciamiento final con los cebadores T7 Y SP6 como se describe
en un et al. (1998) Genomics 50:306-16.

Las secuencias P47 phox, GRF2ird de cADN se determinan como sigue. La secuencias ptblicamente disponibles
que corresponden a P47 phox de rata (nimero de acceso GenBank ay029167), GTF2i de ratén (nimero de acceso
GenBank AF017085) y las secuencias GTF2ird de ratén (nimero de acceso GenBank NM_020331) se utilizan para
disefio de cebador. El ARN del E3, DA Y DA.E3 chrl2 se afslan utilizando el mini kit RNeasy (Qiagen, Hilden,
Alemania). Primero se sintetiza la hebra de cADN del total de ARN utilizando el kit de sintesis de cADN de primera
hebra (Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Suecia). los fragmentos de cADN vicatenarios se generan mediante
PCR convencional y luego se ligan en el vector de clonacién pCR4-TOPO TA. Las construcciones de plasmido resul-
tantes se trasforman en E. coli competente (Invitrogen, Paisley, UK), y luego se purifican de los transformantes E. coli
de acuerdo con la purificacién de lisis alcalina convencional. Se desarrolla secuenciamiento utilizando secuenciadora
MegaBACE 1000 (Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Suecia). Y se analizan los datos obtenidos utilizando el
analisis de secuencia 2.1 y SeqMan 4.05.

Ejemplo 5
Andlisis estadistico y formacion de genotipo

Se prepara ADN a partir de biopsias de dedos del pie y se ensayan con marcadores microsatélite por reaccioén de
cadena de polimerasa (PCR) analizado en MegaBACE 1000 (Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Suecia). Los
datos cuantitativos se expresan como media + de EM, y se desarrolla el andlisis de significancia utilizando la prueba
no paramétrica Mann-Whitney. Se determina la significancia los datos de frecuencia por andlisis Chi cuadrado.

Ejemplo 6
Resultados de mapeo fisico y clonacion posicional

Para identificar los genes dentro de Pia4 QTL que contribuyen al fenotipo resistente PIA en ratas E3, ratas con-
génicas de DA. E3chrl2 se retrocruzan con ratas DA y un gran niimero de progenie de ratas congénicas que llevan
los fragmentos Pia4 traslapantes de diferentes tamafios se utilizan en el siguiente experimento. Se inicia el mapeo
fisico con un fragmento congénico de 1 cM. La figura 2 en un mapeo fisico de la regién Pia4 construida y utilizando
clones PAC y clones EST. Los microsatélites conocidos (dI2rat72, dl2got45, dl2got46 y dl2rat26) en la regién Pia4
se utilizan para identificar el PAC que llevan los insertos que corresponden a esta region. Los resultados del proyecto
EST de rata en la universidad de lowa (ver www.ratEST.uiowa.edu) se utilizan para identificar clones EST conocidos
por contener las secuencias en la region Pia4. Las secuencias finales de los clones PAC y las secuencias cebadoras
de los clones EST se utilizan para generar el mapa fisico de la regién Pia4. Adicionalmente, la informacién de se-
cuencia de la region Pia4 en rata (clones PAC RP31-78c13, RP31-485f9, RP31-198113, RP31-75g22, RP31-1lm22,
RP31-391d23 RP31-57j23), y clones BAC parcialmente secuenciados que tienen insertos que corresponden a la re-
gién Piad4 (www.hgsc.bcm.tmce.edu/projects/rat/), y las secuencias de las regiones homologas en ratones (nimeros de
acceso Genbank NT029829, AF289665, AF139987 and AF267747; ver Kwitek et al. (2001) Genome Res 11: 1935-
43; Hoogenraad et al. (1998) Genomics 53: 348-58; Valero et al. (2000) Genomics 69: 1-13) and human (Genbank
accession number NT_007867; see Peoples et al. (2000) Am JHum Genet 66: 47-68; Osborne et al. (2001) Nat Genet
29: 321-5) se ensamblan para formar el mapa Pia4 fisico.

El mapa fisico de la regién Pia4 en combinacion con la susceptibilidad a la artritis de cepas congénicas aisladas
identifica una regién minima de 300 kilobases requerida pata el fenotipo resistente al PIA. La region de 300 kilobase
contiene dos genes: el gen p47phox y GTF2i. El gen Thep47phox codifica el factor Citosdlico de Neutréfilo 1 (NCF1),
una subunidad de complejo NADPH que produce radicales oxigeno como un resultado de la infeccién (ver Volpp et
al. (1989) Proc Natl Acad Sci U S A 86: 7195-9). El gen GTF2i codifica la proteina asociada Tirosina Kinasa Bruton
(BTK) (BAP-135), un sustrato del BTK involucrado en la ruta de sefializacion del receptor de células B Ver Yang &
Desiderio (1997) Proc Natl Acad Sci U S A 94: 604-9.

Ejemplo 7
El alelo p47phox E3 tiene un papel protector dominante en artritis

El polimorfismo de nucleétidos sencillo (SNPs) que distingue los alelos de DA y E3 en la region Pia4 se identifican
al secuenciar el cADN utilizando Pyrosequencing (Pyrosequencing, Uppsala, Suecia) de acuerdo con protocolos su-
ministrados por el fabricante. E1 SNPs se encuentra en los genes p47phox, GTF2i, GTF2irdl y Cyln2 (AJ0O00485). Una
comparacion del cADN del DA p47phox y el cADN del E3 p47phox cADN revela tres SNP (ver Figura 3). Todos los
3 polimorfismos son sustituciones base de las que dos son no sinénimos y resultan en sustituciones en las posiciones
aminodcido 106 and 153. Estos polimorfismos de secuencia incluyen (1) sustitucién de una adenina con un nucleétido
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guanina en la posicién 330 en una rata E3 cuando se compara con una DA (DA/E3; A330G) que resulta en reemplazo
de un residuo metionina con un residuo valina en la posicién 106 (Metl06Val); (2) sustitucién de una timina con un
nucledtido citosina en la posicién 472 en una rata E3 (DA/E3; T472C) que resulta en el reemplazo de un residuo
metionina con un residuo treonina en la posicién 153 (Metl53Thr); y (3) sustitucidon de una adenina con una citosina
en el nucledtido 1161, una sustitucién sinénima que no conduce a una alteraciéon de aminodcido. La secuencia del
cADN p47phox de la rata DA es idéntica a la secuencia publicada del p47phox (AY029167) de rata Sprague-Dawley.

Una comparacién de la secuencia cADN de DA GTF2i con la secuencia E3 GTF2i revela que la secuencia de E3
tiene una sustitucién de nucleétido en la posicién 2992. El nucleétido timina en la posicidn 2992 en la secuencia DA
se sustituye con una nucleétido citosina en la secuencia E3 (DA/E3; T2992C). Esta sustitucion ocurre en una region
no traducida y asf no afecta la secuencia de proteina GTF2i.

Comparaciones similares de los genes Cyln2 y GTF2irdl de ratas DA y E3 revela SNPs en el nucleétido 4206
(DA/E3: G4206A) en el gen Cyln2 y en el nucleétido 2823 (DA/E3: G2823C) en el gen GTF2irdl.
Ejemplo 8
Prevalencia del polimorfismo p47phox en ratas de cria y silvestres

La secuencia de los genes p47phox en otras sepas de rata de crias y en ratas silvestres se analizan para la presencia
de tres polimorfismos en el alelo p47phox de E3 (Tabla 2). Los altos grados de los polimorfismos en las ratas de
cria asi compuesto también en las ratas silvestres se detectan. Esto sugiere que estos polimorfismos no resultan de la

domesticacién o de mutaciones generadas en ratas de cria en laboratorio. De hecho, los alelos de DA y E3 ocurren en
igual frecuencia lo que indica que estos alelos se mantiene por seleccién natural.

TABLA 2

Polimorfismos en el gen P47phox identificado en ratas de cria DA/E3 y poblaciones de ratas silvestres

Cepa de rata | SNP 330bp | SNP 472bp | SNP 1161bp | Cepadersa SNP 330bp | SNP 472bp | SNP 1161b
DA DA DA DA SPRD-Cu3 | DA E3 DA

E3 E3 E3 E3 WAG-mu E3 E3 DA
ACl E3 E3 E3 wC E3 E3 DA
BDE E3 E3 DA WF DA DA DA
BDIt E3 E3 DA WKY DA DA DA
BDIX E3 E3 DA KL-1 E3 E3 DA/E3
BDV DA DA DA KL-2 E3 DAVE3 DA/E3
BH DA E3 DA KL-3 DA DA DA
BN DA E3 DA KL4 DA DA DA
BS DA E3 DA KL-5 E3

cep E3 E3 E3 KL-€ DAVE3 DAJE3 DA
DA-mu DA DA DA KL-7 DAE3 DA DA
DXEA E3 E3 E3 KL-8 DAE3 DA DA
DXES DA DA DA KL-9 E3 DA DA
DXEC DA DA DA KL-10 DA DA DA
DXER DA E3 DA KL-11 E3 DA E3
F344 DA DA DA KL-12 DA E3

GK DA DA DA KL-13 DAE3 DAVE3 DA
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Cepaderata | SNP330bp | SNP 472bp | SNP 1161bp | Cepaderata | SNP 330bp | SNP 472bp | SNP 1161b
LE DA DA DA KL-14 E3 DA DA
LEW DA DA DA KL-15 E3 DA DA
Lew (BM) | E3 E3 £3 KL-16 E3 DA DA/E3
Lewis.1F DA DA DA KL17 E3 DA DAJE3
LOU7C E3 E3 E3 KL-18 E3 DA DA
LXB10 DA DA DA JH-1 DAJE3 DA DAE3
LXB17L DA DA DA JH-2 DA DAJE3 DA
LXB17N DA DA DA JH-3 DA E3 DA
LXB19 DA E3 DA JH4 DA E3 DA
LXB21 DA DA DA Ax-1 E3 DA E3
LXB22 DA DA DA

LXB24 DA E3 DA

LXB26 DA E3 DA

LXB27 DA E3 DA

LXB3 DA E3 DA

LXB830 DA EJ DA

LXB8 DA DA DA

MNS DA E3 DA

MWF E3 E3 DA

NAR E3 E3 DA

NEDH DA DA DA

NZNU E3 E3 E3

oM DA DA DA

PVG E3 E3 E3

RNU-rmu E3 E3 E3

SHR E3 E3 E3

SPRD DA DAVE3 DA

Un alotipo comun presente en ratas BN incluye el polimorfismos DA en el nucleétido 330 y el polimorfismo E3
en la posicién de nucledtido 472. Los cruces previamente publicados entre ratas DA y BN exhiben afecciones de
enfermedad similares a esclerosis multiple (ver Dahlman ez al. (1999) J Immunol 162: 2581-8) o artritis (ver Griffiths
et al. (2000) Arthritis Rheum 43: 1278-89) revela un lugar con ubicacién idéntica como Pia4 lo que sugiere que la
proteccion de la enfermedad se asocia con treonina en el aminodcido 153. En razén a que la treonina es un sitio de
fosforilacién potencial, y en razén a que la funcién del complejo NADPH humano se regula altamente a través de la
fosforilacion del p47phox, es probable que la actividad del P47phox y por lo tanto la actividad de la oxidasa NADPH
se afecta por el estado de fosforilacién de este residuo. (ver Faust et al. (1995) J Clin Invest 96: 1499- 505; El Benna
et al. (1996) J Biol Chem 271: 6374-8; Lal et al. (1999) Biochem J 338: 359-66).

Ejemplo 9
Ratas DA y DA.E3chrl2-/- Congénicas exhiben niveles de expresion p47phox similares

La expresion del gen p47phox en los tejidos de nodos linfaticos y de bazo de ratas DA y DA. E3chr12 se analiza
por hibridacién Northern blot. Tres ratas DA y DA. E3chrl2-/- se someten a inyeccién de pristano. Ocho dias después
de las inyecciones de pristano, 10 ug de ARN total del bazo y del nodo linfatico inginal se aislan. E1 ARN se separa
en un gel azarosa/formaldehido, se transfiere en una membrana de nailon, y se fija por irradiacion ultravioleta.

Cultivo de macrdfagos y neutrdfilos peritoneales

La linea de células de mieloma humano HL60 se cultivan en medio completo de dulbecco con Hepes, 10% de
suero de becerro fetal y penicilina - estreptomicina. Las células HL60 se diferencia con los neutréfilos - macrofages
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deis dias después de adiccidn de 1.25% de DMSO. Las células se centrifugan a 1200 rpm durante 5 minutos y luego
se lavan con PBS dos veces. Luego las células se resuspenden en PBS a una concentracion de aproximadamente 107
células/mL.

Andlisis de absorcion rdpida de oxigeno a través del ensayo WST-1

10 uLL de cada uno de los aceites a ser probados se agrega con 9 uLL de WST1 alos pozos de una placa de microtitulo
de 96 pozos. Se agrega 106 células/mL (100 uL de 107 células/mL) se agregan a cada pozo y la carga de color se mide
en un espectrofotémetro a 450 nm a 37°C durante 60 minutos (una medicién/min).

Ensayo de Citocromo C

10 uL de cada uno de los aceites a ser probados se agrega a los pozos de una placa de microtitulo de 96 pozos. 50
uL de citocromo C (4 mg/mL) y 5X106 células/pozo (50 uL de 107 células/mL) se agregan a cada pozo y se mide la
absorbancia en un espectrofotoémetro a 550 nm a 37°C durante 60 minutos (una medicién/minuto).

Ensayo de absorcion rdpida basada en FACS

Se preincuban células (2-5 x 105 pozo) durante 10 minutos a 37°C con 1 uM dihidrorodamina (DHR) 123 en una
placa de 96 pozos en volumen total de 200 uL. 10 uL. de cada uno de los compuestos (por ejemplo, aceites) a ser
probados se agregan a los pozos y se incuban 20 minutos adicionalmente a 37°C. la produccién de oxidantes reactivos
de ensaya como formacion de tinte fluorescente de rodamina 123 (RH)de dihidrorodamina 123 (DHR) utilizando
citometria de flujo.

Resultados

Se prueban moléculas alcano saturadas con ensayo de absorcién rdpida oxidativa para determinar activadores del
complejo NADPH. Los ensayos se prueban en células peritoneales de rata E3 después de recuperacion de tiogliocolato
de los neutrdfilos (Figura 9A) y se células HL60 (Figura 9B). La prueba WST-1 indica cambios en la concentracién
extracelular de las especies de oxigeno reactivo (ROS). Ambos tipos celulares demuestran las mismas tendencias
generales. Por ejemplo, en todos los ensayos, el undecano es un activador potente.

Los efectos que inducen las artritis de los aceites se examina al inyecta los aceites intradérmicamente en ratas DA.
La clasificacién muestra que los aceites mas de aproximadamente 14 carbonos de longitud inducen la artritis, mientras
que cadenas de carbono mds cortas no inducen la artritis (Figuras 10A, 10B, y 10C). Note que p<0.05 para alcanos
mads cortos que C15 comparado con C19. Todas las estadisticas se evaliian con la prueba t de Student. N=4 para todos
los grupos.
Ejemplo 15
Tratamiento de alivio y prevencion de la artritis con aceites de activacion NADPH

1. Tratamiento y/o prevencion de artritis inducida por pristano con undecano in-vivo

Los grupos de ratas Da se inyectan intradérmicamente en la base de la cola con 200 uL de los aceites como se
indica adelante:

Undecano dia -10, Pristano dia O;
Aceite de Oliva DIA-10, Pristano dia O;
Undecano dia - 5, Pristano dia 0;
Undecanol dia-5, Pristano dia O;
Aceite de Oliva dia -5, Pristano dia O;
Undecano dia - 5, Pristano dia 0; y
Aceite de Olive dia 5, Pristano dia 0.
Las ratas se clasifican cada tercer dia partiendo en el dia once de acuerdo con el sistema de clasificacion extendido
en donde cada dedo rojo o hinchado o parte media del pie tiene un punto de clasificacion, y un tobillo rojo o hinchado

tiene 5 puntos de clasificacion, dando un total del15 puntos/miembro y 60 puntos/rata. Se utiliza aceite de oliva y un
decanol como controles.
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2. Tratamiento in-vivo de artritis inducida por hexadecano con hexadeceno
Se inyectan grupos de ratas DA i. d. en la base de la cola como sigue:
Hexadecano 200 uL dia 0O;
Hexadeceno 200 uL dia 0O;
Hexadeceno200 uL dia - 5, Hexadecano 200 uL dia O;
Aceite de oliva 200 uL dia -5, Hexadecano 200 uL dia 0;
Hexadeceno 200 uL dia +5, Hexadecano 200 uL dia 0; y
Aceite de oliva dia 200 uL +5, Hexadecano 200 uL dia O.
Las ratas se clasifican como se indico anteriormente. Se utiliza aceite de oliva como control.
Resultados

Se examina undecano por su efecto preventivo potencial sobre el desarrollo o la severidad del PIA. Se tratan las
ratas con undecano en el dia -10, dia -5, o dia +5, y undecanol en el dia -5 (como un control). Todas las ratas se
inyectan con pristano en el dia O (Figura 11A). Hubo una diferencia significativa entre la clasificacién aditiva (Figura
11B) y la clasificacién maxima (Figure 11 C) para ratas tratadas con undecano en el dia -5 y las ratas que se tratan con
aceite de oliva en el dia -5. También hubo una diferencia significativa para la clasificacién aditiva (Figura 11B) y la
clasificacién maxima (Figure 11C) entre le tratamiento con undecano en el dia -5 y el tratamiento con undecanol en el
dia -5. Note también que las ratas que se tratan con undecano en el dia +5 tiene una clasificacién ligeramente mayor
que las ratas que se tratan con undecano en el dia -10 o en el dia -5 antes de inyeccién con pristano.

Se evaliian todas las estadisticas con la prueba t de Student p<0.05 para la diferencia en ambas clasificaciones
aditivas y clasificacién maxima para undecano en el dia -5 y aceite de oliva en el dia -5. p=0.05 para la diferencia en
la clasificacién aditiva p<0.05 para la diferencia en la clasificacién maxima entre undecano en el dia -5 y undecanol
en el dia -5. N=6 para todos los grupos, excepto el grupo 4 en donde N=12.

También se desarrolla un experimento similar para evaluar el efecto protector del hexadeceno en la induccién de
la artritis mediante hexadecano. Se tratan ratas con el hexadeceno en el dia - 5, dia +5, o0 no se tratan con hexadeceno.
Todas las ratas se inyectan con hexadecano en el dia 0, excepto el grupo 3. Se utiliza aceite de oliva como control. La
clasificacién de artritis demuestra una diferencia significativa entre las capacidades que inducen a artritis de las dos
sustancias (Figuras 12A, 12B y 12C). El Hexadecano induce la artritis mientras que el hexadeceno no. La diferencia
en clasificacion entre las ratas que se tratan con hexadeceno en el dia -5 y en el dia +5 y las ratas de control también
es significativa. Ninguna de las ratas tratadas con hexadeceno desarrollo artritis.

Los grupos 3 y 4 se inyectan solo con hexadecano o hexadeceno. Se evaldan todas las estadisticas con la prueba t
de Student. p<0.05 para la diferencia en ambas clasificaciones aditivas y clasificacion maxima para el tratamiento del
dia -5 y dia +5 contra ningiin tratamiento (grupo 4). p<0.05 para la diferencia en la clasificacion aditiva y clasificacién
maxima entre hexadecano y hexadeceno. También hay una diferencia entre grupos que se inyectan con hexadeceno y
aceite de oliva en el dia +5 (p<0.01 en la clasificacién aditiva y p<0.05 en la clasificacién médxima). N= 6 para todos
los grupos excepto el grupo 3 y 4 en donde N=4.

Discusion

Cuando se inyectan aceites en la base de las colas de las ratas DA para determinar su capacidad de inducir artritis,
los alcanos mayores de aproximadamente 14 carbonos inducen artritis, mientras que los mds cortos no. Es interesante
notar que una comparacion de la actividad de los aceites en los estudios de absorcion rdpida de oxigeno y los estudios
de induccién de artritis indican tres mecanismos posibles para la participacién de los aceites en la induccién y/o
el tratamiento de la artritis. Por ejemplo, en los estudios de absorcién de oxigeno, el undecano activa el complejo
NADPH, pero no induce a artritis en los estudios de artritis de inyeccién de cola, mientras que el hexadecano no
solo activa el complejo sino que también induce a artritis. Una comparacién de los dos experimentos demuestra que
el hexa-, hepta-, y octa-decanos activan el complejo NADPH de acuerdo con el ensayo WST-1 y también induce a
artritis. El pentadecano (15C), de otra parte, no activa el complejo NADPH, pero induce a artritis, lo que sugiere un
tercer mecanismo para la participacion en la induccién de la enfermedad.

También se ha visto una relacién similar con el hexadecano y el hexadeceno, y pristano y fitol, en donde el he-
xadecano y el pristano inducen artritis, mientras en hexadeceno y el fitol no (Lorenzen (1999) Scand. J. Immunol.
49: 45-50). Todas las cuatro sustancias activan el complejo NADPH. La diferencia entre hexadecano y hexadeceno
es un enlace de carbonos sencillo - carbono doble en el hexadeceno, mientras el pristano y el fitol difieren por un
grupo acido. Mientras que no se desea estar unido por la teoria, es posible que una polaridad incrementada facilite el
metabolismo del hexadeceno y el fitol y por lo tanto evita que induzcan a artritis. Las moléculas con menor polaridad
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no se pueden metabolizar tan facilmente, y pueden permanecer mayor tiempo en los tejidos, induciendo una respuesta
inmune.

Investigamos las capacidades preventivas del hexadeceno y undecano. Ninguna de las ratas tratadas con hexade-
ceno muestra algin sintoma de artritis si ellas se inyectan con hexadeceno en el dia -5 o dia +5. Adicionalmente,
estos experimentos verifican que el hexadecano induce artritis, mientras que el hexadeceno no. El pre-tratamiento con
undecano puede ser mds protector si lo hace en un mayor punto de tiempo antes de la induccion de la artritis con
pristano. Por ejemplo, el tratamiento con undecano en el dia +5 no muestra un efecto preventivo como en el dia -10 o
en el dia -5.

Ejemplo 16
Distribucion de Aceites Alcano In vivo

[1-14C]-Hexadecano y dcido [1-14C]-oleico se compran de Amersham. Los aceites se inyectan intradérmicamente
en la base de la cola en 18 ratas DA (200 uL), En el dia 10, los 6rganos (nodos linféticos, bazo, higado y riiidén) de
las tres ratas de cada grupo se recolectan. Los 6rganos se pesan y homogenizan en un volumen total de 2 mL PBS y
se congelan. El mismo procedimiento es seguido en el dia 20 y en el dia 30. 1 mL de las muestra homogenizadas se
agregan luego a 10 mL de Ready Safe (Beckman) y se cuentan en un contador beta. La distribucién de hexadecano
etiquetado radioactivo para los nodos linfaticos también se inspecciona en puntos de tiempo anteriores (dia 3, dia 6,
dia 10, y dia 13).

Resultados

La distribucién del hexadecano in vivo se examina al inyectar hexadecano etiquetado radiactivamente y punto de
punto en la base de la cola de ratas DA. El 4cido oleico etiquetado radiactivamente se administra en la misma forma.
La clasificacion de las ratas muestra que solo las ratas inyectadas con hexadecano tienen artritis (Figura 13). La artritis
es aguda y tiene un involucramiento simétrico de las patas delantera y trasera. Los andlisis de diferentes érganos
recolectados (LN, bazo, rifiidén e higado) en el contador 8 muestran que los aceites se acumulan exclusivamente en los
nodos linfaticos en todos los puntos de tiempo medidos (Figura 14). El Hexadecano parece ser distribuido a los nodos
linfaticos en un mayor grado que el 4cido oleico. La distribucién de los aceites a los nodos linfaticos parece reducir
con el tiempo sin incremento en los otros érganos analizados.

La distribucion del hexadecano a los nodos linfaticos en puntos de tiempo anteriores también se mide como se
describe. Se observa un incremento en la acumulacion del hexadecano en los nodos linfaticos hasta el dia 10.

Se ha investigado previamente la distribucién del hexadecano etiquetado radiactivamente, que muestra el 14C
hexadecano etiquetado que se disemina predominantemente a los nodos linféticos (Kleinau et al., (1995). Int. J. Im-
munopharmac., 17 (5): 393-401.).

Los experimento indican que el aceite de hexadecano ejerce un efecto pro-artritogénico dentro de los nodos lin-
faticos. La inyeccién de hexadecano etiquetado radiactivamente y 4cido oleico radi6 etiquetado sugiera que el dcido
oleico no induce a la artritis debido a que este no se distribuye a los nodos linfaticos a tan alto grado como el hexade-
cano. Adicionalmente, el hexadeno se acumula lentamente en los nodos linfaticos con una méxima en el dia 10, que
se correlaciona con el inicio normal de la enfermedad. Después del dia 10, la concentracién del aceite de hexadecano
se reduce lentamente (Figura 15).

Ejemplo 17
Tratamiento de Encéfalomielitis Alérgica Experimental (EAE) in vivo

Grupos de rata DA se inyectan en la base de la cola con 200 uL de fitol en el dia -10, dia -5, y dia +5, se utiliza
aceite de oliva como un control. En el dia 0, se tratan todas las ratas (inmunizan) con 200 L. de SCH (homogenato
de médula espinal DA, para inducir EAE) i. d. en la base de la cola. Las ratas se clasifican luego de acuerdo con la
siguiente escala durante 40 dfas:

0=Normal

1=Debilidad en la cola

2=Parilisis de la cola

3=Pardlisis de cola y cojera leve

4=Parilisis de cola y cojera severa
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5=Parilisis de cola y pardlisis de un miembro
6=Parilisis de cola y pardlisis de un par de miembros
7=Tetra-paresia

8=Pre-mérbido o muerte.

El EAE empieza aparecer al rededor de dia 6. Los resultados muestran una diferencia significativa en la clasifica-
ci6n aditivo (Figura 16A) y clasificacién maxima (Figura 16B) entre las ratas tratadas con fitol y las ratas de control
en el dia-10y en el dia +5 (p<0.05).

Se evaldan todas las estadisticas con la prueba T de Students p<0.05 para la diferencia en la clasificaciéon maxima
entre el tratamiento con fitol y el tratamiento con aceite de oliva en el dia -10 y en el dia +5. Note que N= 6 para todos
los grupos.

El EAE y PIA, el SCH para inducir EAE y el priestano para inducir PIA se inyectan intradérmicamente en la base
de la cola. El inicio de la enfermedad ocurre de manera general en unas pocas semanas. Los activadores potenciales
del complejo NADPH pueden alterar la proliferacion de las células T autoactivas. Y reducen la incidencia, tasa de
inicio, y severidad de las enfermedades.

Ejemplo 18
Efecto de Ruta de Administracion de Fitol en el Tratamiento del PIA

Se tratan grupos de ratas DA con fitol de acuerdo con uno de los siguiente regimenes de tratamiento en el dia -5 y
en el dia +5. Se inyectan todas las ratas con pristano (200 uL) en el dia O intradérmicamente en la base de la cola. Se
administra fitol a los grupos de ratas como sigue:

25 uL de fitol intranasalmente (i. n.);

200 pL de fitol intraperitonealmente (i. p.);

200 uL de fitol intradérmicamente en la base de la cola (i. d.); y
1 uL de fitol per os (p. 0.).

Las ratas se clasifican desde el dia 9 utilizando el sistema de clasificacién extendido (como se discutié previa-
mente). El experimento demuestra un alivio y un efecto preventivo de administracién i. d. las rutas de administracién
intraperitoneal (i. p.) e intranasal (i. n.) también demuestran efecto de alivio y prevencién (ver Figuras 17A, 17B y
17C).

Note que el grupo intranasal se sesga por una rata que exhibe artritis severa, mientras que el otro grupo de ratas en
el grupo son protegidas.

Ejemplo 19
Artritis Inducida por Coldgeno en Ratones Ncfl Deficientes
Animales

Se compran ratones (B6. Cg-m +/+ Lepr (db), anteriormente conocidos como aC57BL/6J-m +/+ Lepr®) deficientes
para Ncfl debido a una mutacién de punto en el sitio de divisién de exén 8 (Huang et al., (2000) J. Leukoc. Biol. 67:
210-215.) Del laboratorio Jackson (Maine, USA). Los ratones se retrocruzan con B 10. Q (originalmente del Profesor
Jan Klein, Tiibingen, Alemania) durante dos generaciones para producir el alotipo Q en MHC y perder el defecto del
receptor leptino (lepr). B10. Q Ncfl +/- se entrecruza para experimentos de artritis inducida por coldgeno (CIA) con
el fin de obtener camadas de animales de control. Todos los experimentos de artritis se aprueban por el comité ética
local (Malmo/Lund, Suecia) licencia M7-01.

Induccion y Evaluacion de Artritis

Se induce artritis en todos los ratones en la edad de 9-15 semanas mediante inyeccion intradérmica en la base de
la cola de de ratas CII 150 ug (colageno II) emulsificadas en adyuvante completo de Freund (CFA; Difco, Detroit,
MI) en el dia O en el dia 35, a las ratones se le da una inyeccién de refuerzo en la misma ubicacion de 50 ug a ratas
CII en adyuvante incompleto de Freund y (IFA). El desarrollo de la artritis se monitorea en todos los cuatro miembros
utilizando un sistema de clasificacién microscépico. En resumen, se da un punto para cada dedo rojo o hinchado. Un
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punto para cada parte media del pie hinchado, dedo, o novillo y 5 puntos para un tobillo hinchado, produciendo una
clasificacién médxima por miembro de 15 y 60 en total. Se examinan los ratones de 1 a 4 veces por semanas durante 2
meses después de la inmunizacion. En el dia 40, se obtiene suero a través de sangrado de la cola y se mantiene a -20°C
hasta que se ensaya.

Determinacion de Niveles de Suero de COMP

La concentracién de proteina matriz oligomérica de cartilago en suero (COMP) se determina utilizando un ensa-
yo inmunosorbente de inhibicién ligado a enzimas (ELISA). El COMP de ratas se utiliza para cubrir las placas de
microtitulo y para preparar la cuerva estdndar para placa. El COMP de plasma de detecta al utilizar un antisuero po-
liclonal que surge contra el COMP (suministrado generosamente por el profesor Dick Heinegard) como se captura el
anticuerpo.

Respuesta de Anticuerpo

Anticuerpos contra cartilago de rata en plasma se analizan con ELISA en placas de 96 pozo (Costar, Cambridge,
MA), se cubren durante la noche a 4°C con 50, ug/pozo de PBS que contiene 10, ug/mL de coldgeno II de rata. Todos
los lavados se desarrollan utilizando solucién salina tris-amortiguada (NaCl 1.3M, Tris 0. 1M, pH 7,4) que contiene
0.1% Tween20 (Tris/Tween). El plasma se diluye en PBS/0.1% Tween y se analiza por duplicado. Las cantidades de
anticuerpos IgG unidos se estima después de incubacién con un IgG antiratén de burro acoplado con peroxidasa (Jack-
son Immunoresearch, Westgrove, PA) y ABTS como sustrato, seguido por deteccién por un SpectraMax (Molecular
Devices) la cantidad relativa de anticuerpos en el plasma se determina por comparacién con un control positivo de un
anticolageno II estandar.

Resultados

Con el fin de determinar el papel de los defectos o deficiencias del Ncfl funcional y/o el complejo oxidasa NADPH
en la artritis, se investiga el desarrollo de CIA (artritis inducida por coldgeno) en la deficiencia de Ncfl de rato-
nes B10.Q. Los ratones B10.Q tipo silvestre desarrollan normalmente una artritis leve/media-severa, después del
inicio de la inmunizacién al aumentar la presion (Svensson et al. (1998) Clin. Exp. Immunol. 111: 521-526). Los
resultados indican un inicio temprano (Figure 19) y se incrementa la severidad de la artritis (P< 0.001) (Figuras
18A, 18B, 18C) en los ratones con deficiencia de Ncfl como se compara para ratones B10.Q. Los ratones hete-
rozigotos por el defecto Ncfl muestran una artritis leve con inicio tardio que los ratones deficientes homozigotos
(P< 0.005).

La cuantificacién de los niveles de suero de COMP (Proteina de Matriz Oligomérica de Cartilago) se observa
como una medicién de la erosién del cartilago de las articulaciones periféricas. EL suero COMP se eleva altamente
(P<0.0001) en el Ncfl -/- ratones como se compara para Ncfl +/- y controles tipo silvestre (Figura 20). Adicionalmente,
en ratones con deficiencia de Ncfl hay una respuesta de anticuerpo fuerte contra el coldgeno II en el dia 40 después de
la primera inmunizacién (Figura 21).

Ejemplo 20
Distribucion en los nodos linfdticos de 14C-hexadecano después de la inyeccion de Hexadeceno en el dia -5

Se desarrolla un experimento para determinar los aceites que compiten por el espacio disponible en los nodos lin-
faticos y si tal una competicion es la razén para los efectos preventivos de pretratamiento con hexadeceno y undecano.
En el dia -5, las ratas DA se inyectan con una de las siguientes cantidades de hexadeceno: 0 uL, 50 uL, 100 uL, o 200
uL. En el dia 0, todas las ratas se inyectan intradérmicamente con 14C-hexadecano en la base del tallo. En el dia 10,
las ratas se sacrifican y los nodos linfaticos se recolectan y se colocan en PBS, se homogenizan, y se enfrian. Luego
se transfiere 1 mL del homogenato para Ready Safe (Beckman) y se analiza en un contador 8 (Beckman).

La cantidad de hexadecano que induce artritis en nodos linfaticos de drenaje no se afecta por grandes cantidades
de hexadeceno protector. Estos resultados indican que no hay competicién por el espacio en los nodos linfaticos de
drenaje que es de importancia para el efecto protector del aceite.

Ejemplo 21
CIA en ratas tratadas con fitol
Las ratas DA se tratan de acuerdo con una de las siguientes alternativas:

200 pL fitol intradérmicamente en la base del tallo en el dfa -10

200 L fitol intradérmicamente en la base del tallo en el dfa -5
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200 pL fitol intraperitoneal en el dia -5 y el dia +5

control no tratado

El CIA se induce en todos los animales en el dia O al inyectar 150 PL del coldgeno II disuelto en 75 PL 0.1 M
de 4cido acético y se emulsifica en 75 PL de IFA. Las ratas se clasifican a partir del dia 10 utilizando el sistema de
clasificacién extendido (ver anterior).

El tratamiento intraperitoneal e intradérmico con fitol previene el desarrollo de la artritis en el modelo de ratas CIA
(Figura 22).
Ejemplo 22
Tratamiento de PIA activo con fitol o undecano

Los grupos de Ratas DA se inyectan con pristano en el dia 0. El pristano (150 PL) se inyecta intradérmicamente en
la base del tallo. Las ratas se clasifican a partir del dia 9 utilizando el sistema de clasificacién extendido (ver anterior).
Luego, las ratas se tratan en el dia 21 y en el dia 26 con una de las siguientes alternativas:

200 pL fitol intraperitoneal

200 uL fitol intradérmicamente en la base del tallo

200 pL undecano intraperitoneal

200 uL undecano intradérmicamente en la base del tallo

control no tratado

Todos los tratamientos con fitol y undecano son efectivos contra la artritis activa en el modelo de rata PIA (Figuras
23A, 23B).

Otras modalidades
Se debe entender que mientras la invencién se ha descrito en conjunto con la descripcién detallada de esta, la
anterior descripcién pretende ilustrar y no limitar el alcance de la invencidn, que se define mediante el alcance de

las reivindicaciones adjuntas. Otros aspectos, ventajas, y modificaciones estan dentro del alcance de las siguientes
reivindicaciones.
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REIVINDICACIONES

1. Un método in vitro para determinar una susceptibilidad de un mamifero a desarrollar una afeccién autoinmune
o para diagnosticar una afeccién autoinmune, dicha afeccién autoinmune se ha seleccionado de artritis y esclerosis
miuiltiple, dicho método comprende determinar si 0 no dicho mamifero comprende una variante genética del gen que
codifica la oxidasa NADPH, en donde la presencia de dicha variante genética indica que dicho mamifero tiene o es
susceptible a desarrollar dicha afeccién autoinmune.

2. El método de la reivindicacién 1 en donde dicho método es para determinar una susceptibilidad de un mamifero
a desarrollar una afeccién autoinmune.

3. El método de la reivindicacién 1 en donde dicho método es para diagnosticar una afeccidon autoinmune acompa-
flada por La deficiencia de oxidasa NADPH en un mamifero que tiene una afeccién autoinmune.

4. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en donde dicha variante genética codifica un polipéptido
mutante.

5. El método de la reivindicacién 4, en donde dicho polipéptido mutante es un polipéptido a GP91 PHOX, Poli-
péptido P22PHOX, Polipéptido PAOPHOX, Polipéptido P47PHOX, o Polipéptido P67TPHOX.

6. El método de la reivindicacién 5, en donde dicho polipéptido mutante es un Polipéptido P47PHOX.

7. El método de la reivindicacion 6, en donde dicho mamifero es un humano, y en donde dicho polipéptido mutante
P47PHOX comprende la secuencia establecida en la SEQ ID NO: 6 con por lo menos dos sustituciones de aminoécido.

8. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en donde dicha variante genética comprende una
mutacién en una secuencia reguladora de dicho gen.

9. El uso de fitol, undecano, o hexadeceno en la fabricacién de un medicamento para tratar una afecciéon autoinmune
en un mamifero, dicha afeccién autoinmune se ha seleccionado de artritis y esclerosis muiltiple.

10. Un método para identificar un agente que mejora la actividad oxidasa NADPH en una célula, en donde dicha
célula es de un animal no humano susceptible a la induccién de artritis, dicho método comprende:

(a) poner en contacto dicha célula con un activador oxidasa NADPH y un agente de ensayo para formar un ensayo
celular,

(b) determinar el nivel de la actividad oxidasa NADPH en dicho ensayo celular,
(c) determinar si o no dicho nivel es mayor que un nivel de control de la actividad oxidasa NADPH, en donde dicho
nivel de control es la cantidad de la actividad oxidasa NADPH en un control celular tratado con dicho activador en la

ausencia de dicho agente de ensayo, e

(d) identificar dicho agente como mejorador de la actividad oxidasa NADPH cuando dicho nivel es mayor que
dicho nivel de control.

11. El método de la reivindicacién 10, en donde dicha célula es una célula de una rata DA.

12. El método de la reivindicacién 10, en donde dicha célula es un linfocito.

13. El método de la reivindicacion 10, en donde dicho animal no humano es susceptible a artritis inducida por
pristano, artritis inducida por coldgeno, artritis inducida por adyuvante, artritis inducida por aceite, artritis inducida
por hexadecano, o artritis inducida por avridina.

14. El método de la reivindicacion 10, en donde dicho activador oxidasa NADPH es norfloxacina, acido fosfatidico,
diacilglicerol, acido araquidénico, acetato miristato forbol, lisofosfatidilcolina, fM LP, pristano, fitol, octano, decano,

undecano, dodecano, tridecano, tetradecano, hexadecano, heptadecano, octadecano, galectina 1, o galectina 3.

15. El método de la reivindicacion 10, en donde dicho nivel de la actividad oxidasa NADPH se determina al medir
el superodxido.

16. El método de la reivindicacion 10, en donde dicho nivel de la actividad oxidasa NADPH se determina al medir
las especies de oxigeno reactivas.

17. El método de la reivindicacién 10, en donde dicho nivel de la actividad oxidasa NADPH se determina con un
ensayo de citocromo C o ensayo WST-1.
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18. Un método in vitro para identificar un agente que reduce la activacién de célula T, dicho método comprende:
(a) determinar si o no un agente de ensayo incrementa la actividad oxidasa NADPH; y

5 (b) clasificar dicho agente de ensayo como un agente que reduce la activacién de célula T cuando dicho agente de
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ensayo incrementa la actividad oxidasa NADPH.
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Figura 3

Secuencia de cADN p47phox
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Figura 4A
COMP en ratas DACE3c12

1200 -

1000 -

wo ] ]

. 600 / 1 PV S

. 7

200 4 e

7
DA DA E3che12 «7- DAFIchel2 7
Figura 4B
AGPenratas DA E3¢12

14
2] _
10- |
8]

8-‘ 3 1

. s i
I
ol

DA DAE3chr12 #/- DA E3chri2 /-

29



ES 2312780 T3

{Bos) ctume
- act - " e - .

w u.!oltr 3
m -.-

o »18
H g a0
ﬁ%ulg‘»-\ T2

(X

(Sos) oRues §

T 1 VNS VORI WY TGP e

.\. } O
:

‘.\\.\\ wq.oo

-/- T12¢a'vd
as e.nbi

-+ CIEd'vVd
NG einbi4

1509} odim

oy -t e [ 1) . [ 3 o

honbss: poe

{05} odhusin |

- el oy i e .
- K ,
\.vn\.vro\\l
.’Dl\‘n'a'-{l\p\'. .
;i ao
I
- —p e

190 |
q¢ enbi4

va
vG einbi4

30



ES 2312780 T3

Figura 6
Ratas inyectadas con Pristane con DPI inhibidor NADPH inyectado i p
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Artritis Clinica
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Figura 8

Transferencia de Células T activas pristane/ConA

Clasificacion clinica dia 15 después de transferencia de celulas
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Figura 9A

Activacion e ia absorcion rapida oxidada por aicanos in vitro iCéiuias de rata E3)

Figura 9B

Activacion de la absorcion ripida oxidada por aicancs in vitro {Cékilas HIG0)
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Figura 10C

Figura 10B
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Figura 11C
PIA en ratas con un decano

o Undecanol

Figura 11B

PIA en ratas con un decano

o Undecanol
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Artritis inducida por hexadecano después
de tratamiento con hexadeceno

Figura 12C

Artritis inducida por hexadecano después
de tratamiento con hexadeceno

Figura 12B
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Media de Clasiticacion

Clastficacion de
Artritis Acumulada
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Figura 18B

Clasificacion maxima de artritis
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Clasificacion media
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Figura 22

CIlA en ratas tratadas con fitol
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Figura 23A

Tratamiento de PIA activo con phytol
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<110> Arexis AB

ES 2312780 T3

LISTA DE SECUENCIAS

<120> Condiciones Autoinmunes y defectos de NADPH Oxidasa

<130> 11145-024WOl1

<150> US 60/380,904
<151> 2002-05-13

<150> US 60/429,609
<151> 2002-11-27

<160> 8

<170> FastSEQ de Windows Version 4.0

<210>1

<211> 1349
<212> DNA

<213> Rattus norvegicus

<400> 1

<210>2

gccactgecc
aacgettegt
cggagaaggt
agatgttccce
cagctcccag
agtacttcaa
acttcttcaa
cagagacata
tcatccttca
ccgtggcgac
gccagatgaa
ctgatgaggc
cgtacgctge
ttcataagct
catccatgta
gccgcggyggc
ctcggaageqg
gcagacgccc
cgcgegecaa
gctgcacaga
aaggcggtcc
accctgettt
tectecacggg

<211> 389
<212> PRT

<213> Rattus norvegicus

agccatgggyg
ccccagecaa
ggtctacaga
cattgaggcce
gtggtatgat
cagcctcatg
agtgcggcecc
¢ctgacggec
gacctatcgg
gggagatgtg
gacaaaacga
agaggacccc
tgttgaagag
¢ctagatgge
tetgeagaag
accacctege
cctcagccag
ggcgcgacct
accacagcct
gagcaccaag
tatccctace
aatgtttgga
tattgctagg

gacaccttea
cactatgtgt
aaattcaceg
ggtgagatce
gggcagegtg
ggactgccca
gatgacctga
aaagatggca
gccatcgetg
gtggatgtcg
ggttgggtce
gatcccaact
gatgaggtgt
tggtgggtgg
gctggggagg
aggtcgacca
gacacctatce
gggccgcaga
gcggtgecte
aggaaactga
cttgtatata
atggactcag

atgagagga

ttegccacat
acatgttcct
agatctacga
ACACAGARAR
cagcggagag
tgaagatcte
agctgceccaa
agaataatgt
actacgagaa
tagagaazag
ctgcatccta
acgcaggtga
ccctgtetga
tcaggaaagq
agataaccca
tccgecaatgc
gcegcaacag
gcectgacte
cgagacccag
cgtccgeegt
tttgtatata
actctgcage

cgccetectyg
ggttaagtgg
gttccataaa
cagagtcate
ccgccaggga
ccgetgeccea
tgacagccag
agctgacatc
gggttccaaa
cgagagtgge
tttggagcece
accgtatgta
gggtgaagcc
ggacatcacc
ggcccagega
acagagcatc
cgtcegatte
aaaggacaat
ctecggacctce
gtgagggycy
gcctcaggtce
aaaggacagg

ggcttcgaga
caggacctgt
atgttaaagg
cctcecacctee
acgctcaccecyg
cacctcttga
gtgaagaagc
atgggtccca
acagagatga
tggtggteet
cttgacagec
accatcaaag
atcgaggteca
ggctacttce
cagattagaa
caccagcgtt
ctgcagcage
ccatcgactc
atcctgcacc
gctgcactga
agaggctcect
actgggtttc

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
8500
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1349
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<400> 2

Met
Arg
Gln
Glu
Ile

65
TYr

Asn
Gly
145
Tyrx

val

Trp

Asn
225
Glu
His
Gly
Gln
Thr

305
Ser

Pro
sSer

Leu
385

<210>3
<211> 1331
<212> ADN

<213> Rattus norvegicus

Gly
Phe
Asp
Phe
50

His
ASp
Phe
Leu
ASp
130
Lys
Arg
Ala
Trp
Leu
210
Glu
Lys
TYr
Ala
290
Ile
Gln
Arg
Ser
Ser

370
Thr

Asp
val
Leu
35

His
Thr
Gly
Asn
Leu
115
Ser
Asn
Ala
Thr
Phe
195
Glu
Ala
Asp
Leu
Phe
275
Gln
Arg
Asp
Pro
Thr
3ss
Asp

Ser

Thr
Pro
20

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

Leu

Ala

Phe
Ser
Glu
Met
Asn
8s

Leu
Phe
val
val
Ala
165
Asp

Gln

Glu
val
245
Asp
Ser
Gln
Ala
3258
Arg
Arg
Ile

val

ES 2312780 T3

Ile
Gln
Lys
Leu
Arg
70

Ala
Met
Phe
Lys
Ala
150
Asp
val
Met
Asp
Pro
230

Ser

Gly

Ile
Gln
310
Axg

Pro

Ala

Arg
His
val
Lys
55

val
Ala
Gly
Lys
Lys
138
Asp
Tyx
val
Lys
Ser
218

Leu

Trp

Arg
295
Sexr
Arg
Gly
Lys

His
375

His

val
40

Glu
Ile

Glu

Val
120
Pro
Ile
Glu
Asp
Thr
200
Pro
val
Ser
Trp
Leu
280
Ser
Ile
Agn

Pro

Pro
360

Ile

Val
28

Tyr
Met
Pro
Ser
Pro
108
Glu
Met
Lys
vVal
185
Lys

Asp

Glu
val
265
Gln
Arg
His
Ser
Gln

34S
Gln

Ala
10
Tyx

Arg
Phe
His
Axg
90

Met
Pro
Thr
Gly
Gly
170
val
Arg
Glu
Ile
Gly
250
Val
Lys
Gly
Gln
val
330
Ser

Pro

Thx

Leu
Met
Lys
Pro
Leu

75
Gln

Lys
Asp
Tyr
Pro
188§
Ser
Glu
Gly
Ala
Lys

235
Glu

Ala

Ala

Arg
315
Arg
Pro

Ala

Glu

Leu
Phe
Phe
Ile
60

Pro
Gly
Ile
Asp
Leu
140
Ile
Lys
Lys
Trp
Glu
220
Ala
Ala
Lys
Gly
Pro
300
Ser
Phe
Asp

val

Ser
380

Gly
Leu
4S

Glu
Ala
Thr
Ser
Leu
128
Thr
Ile
Thr
Ser
val

205
Asp

Ile
Gly
Glu
285
Pro
Axg
Leu
Ser
Pro

365
Thr

Phe
val
30

Glu
Ala
Pro
Leu
Arg
110
Lys

Ala

Glu
Glu
190
Pro
Pro
Ala
Glu
Asp
270
Glu
Arg
Lys
Gln
Lys
350

Pro

Lys

Glu

18
Lys

Ile
Gly
Arg
Thx
95

Leu
Lys
Gln
Met
175
Ser
Ala
Asp
Ala
val
2585
Ile
Ile
Arg
Axg
Gln
33s
Asp

Arg

Arg

Lys

Glu

Trp
80
Glu

Pro

Thr
160
Thr
Gly
Ser
Pro
val
240
Ile
Thr
Thr
Ser
Leu
320
Arg
Asn

Pro

Lys
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<400> 3

cagccatqgq
teccccageca
tggtctacag
ccattgaggce
ggtggtatga
acagcctcat
aagtgcggece
acctgacggc
agacctatcg
cgggagatgt
agacaaaacg
cagaggacce
ctgttgaaga
tcctagatgg
atctgcagaa
caccaccteg
gectcecageca
cggegecgace

aaccacagcee

agagcaccaa
ctatccctac
taatgtttgg
gtattgctag

ggacaccttc
acactatgtg
aaaattcacc
cggtgagatc
tgggcagegt
gggactgecec
cgatgacctg
caaagatggc
ggecateget
ggtggatgtce
aggttgggtc
cgatccecaac
ggatgaggtg
ctggtggagtg
ggctggggag
caggtcgacc
ggacacctat
tgggccgcag
tgcggtgect
gcggaaactg
cettgtatat
aatggactca
g

ES 2312780 T3

attcgecaca
tacatgtecce
gagatctacg
cacacagasa
gcagcggaga
gtgaagatct
aagctgecca
aagaataatg
gactacgaga
gtagagaaaa
cetgeatecet
tacgcaggtg
tcectgtetg
gtcaggaaag
gagataacce
atccgcaatg
cgcegceaaca
agccctgact
CCYAgACCCa
acgtccgecg
atttgtatat
gactcectgeag

tegeccteet
tggttaagtg
agttccataa
acagagtcat
gccgecaggg
ceegetgecc
atgacagcca
tagctgacat
agggttccaa
gegagagtag
atttggagcc
aaccgtatgt
agggtgaagc
gggacatcac
aggcccageg
cacagagcat
gegtccgatt
caaaggacaa
gcteggacet
tgtgaggggce
agecectcaggt
caaaggacag

gggcttegag
gcaggacctg
aatgttaaag
cectcacete
aacggtrcace
acacctcttg
ggtgaagaag
cacgggtcec
aacagagatg
ctggtggtte
ccttgacage
asccatcaaa
catcgaggte
cggctaette
acagattaga
ccaccagcegt
cctgecagcag
tccatcgact
catcctgeac
ggetgcactg
cagaggctcc
gactgggett

aaacgettcqg
teggagaagy
gagatgttcc
ccagctcecca
gagtacttca
aacttcttca
ccagagacat
atcatcectte
accgtggega
tgccagatga
cctgatgagg
gcgtacgetg
attcataagc
cCatccatat
agecqgcg9e9
tcteggaage
cgcagacgee
cegegegeca
cgctgcacag
aaaggcggtce
taccectgett
ctectecacygg

<210> 4
<211> 389
<212> PRT

<213> Rattus norvegicus

<400> 4

Arg
Gln
Glu

Ile
65

Tyr

His
AsSn
Gly
145
TYYX
Val

Trp

Gly
Phe
Asp
Phe
1

His
Asp

Phe

Asp
130
Lys
Arg
Ala

Trp

Asp
val
Leu
35

His
Thr
Gly
Asn
Leu
115
Ser
Asn
Ala
Thr

Phe

Thr
Pro
20

Ser
Lys
Glu
Gln
Ser

100
Asn

Gln

Asn
Ile
Gly

180
Cys

Phe
Ser
Glu
Met

Asn

Arg
8%

Leu
Phe
val
val
Ala
165
Asp

Gln

Ile
Gln

Lys

Arg
70

Ala
Met
Phe
Lys
Ala
150
Asp
vVal

Met

Arg
His
Val
Lys
SS

val
Ala
Gly
Lys
Lys
135
Asp
Tyr
Val

Lys

His
Tyr
val
40

Glu
Ile
Glu
Leu
val
120
Pro
Ile
Glu

Asp

Thr

Ile

val
25
Tyr

Met
Pro
Ser
Pro
10S
Arg
Glu
Thr
Lys
val

185
Lys

Ala
10

Tyr
Arg
Phe
His
Arg
90

val
Pro
Thr
Gly
Gly
170
val

Arg

Leu
Met
Lys
Pro
Leu
75

Gln
Lys
Asp
Tyx
Pro
158
ser

Glu

Gly

Leu
Phe
Phe
Ile
60

Pro
Gly
Ile
Asp
Leu
140
Ile
Lys

Lys

Trp

Gly
Leu
Thr
45

Glu
Ala
Thr
Ser
Leu
125
Thr
Ile
Thr

Ser

val

Phe
Val
30

Glu
Ala
Pro
Leu
Axrg
110
Lys
Ala
Leu
Glu
Glu

180
Pro

Glu
1S

Lys
Ile
Gly
Arg

Thr
95
Cys

Leu
Lys
Gln
Met
175

Ser

Ala

Lys

Tyr
Glu
80

Glu
Pro
Pro
Asp
Thr
160
Thr
Gly

Ser

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1331
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<210> 5

Leu
210

TYr

Glu

™YY
Gln Ala
2990
Thr Ile
305
Ser Gln

Arg Arg

Pro Ser

Ser Ser
370
Thr
385

<211> 1349
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 5

<210> 6
<211> 390

gagcactgga
ctttgagaag
ggacctgtcg
cttaaaagaa
ccacetecca
acttaccgag
cctectecgac
aaaaaagcca
cggccccatce
cgagatggct
gtggttctgt
ggacagtcct
catcaaggcce
tgaggtcatt
ctactttececg
gatcaagcgg
gcggtcgcgg
geagcgacge
gcggcagacy
catccegaac
gagcgcecagtc
tatagagect
ccaccctcaa

<212> PRT

<213> Homo sapiens

185
Glu Pro

Ala Gly

Asp Glu

Leu

Glu

Val

ES 2312780 T3

Ser
215
Tyr

Asp

Pro
230

Sex Leu

248

Leu
260
Phe Pro
275
Gln Arg

Arg Asn

Asp Thr

h=p
Ser
Gln

Ala

Tyr

dly Trp

Met
Ile Arg
295
Gln Ser
Ji0

Arg Axrg

325

Ala
340

Pro

Thr
355
Asp

Ser

ggccacccag
cgcttegtac
qagaagytgy
atgttcccta
getcccaagt
tactgcagca
ttcttcaagg
gagacatact
atcctgcaga
ctgtccacgg
cagatgaaag
gacgagacqg
tacactgcetg
cacaagctcc
tccatgtace
ggggcgccgce
aagcgcectea
cgccaggege
cagegecteta
cgctgcagcg
cccagctage
ggcgtetgga
taaatgttgce

Arg
Pro Arg

Leu Ile

Pro Gly

Ala Lys

His
375

Leu

Ala val

tcatggggga
ccagccagea
tctaccggeyg
ttgaggcagg
ggtttgacgg
cgectcatgag
tgcgeccctga
tgatgcccaa
cgtaccgege
gggacgtggt
caaagcgaqg
aagaccctga
tggaggggga
tggacggctg
tgcaaaagtc
ccegeaggte
gccaggacgce
ggcegggace
aaccgcagcc
agagcaccaa
gtcteggcecee
cgccgaggge
ttggagtgg

200
Pro

Val Thr

Ser Glu
val
265
Gln

Tep

Leu
280
Ser

Ile His

Asn Ser
Gln
345
Gln

Pro

Pro
360

Arg Cys

caccttcate
ctatgtgtac
cttcacecgag
ggcgatcaat
gcagegggec
ceegeccace
tgacctcaag
agatggcaag
cattgcecgac
ggaggtcogtg
ctggatccca
gcccaactat
cgaggtgtce
gtgggtcatc
ggggcaagac
gtccatecege
ctatcgcege
gcagagccce
ggcggtgcce
gcggaagcetg
ttgecegeecec
ageceegace

Asp Glu Ala
Ile
Gly
250
val
Lys
Gly
Gln
val
339
Ser

Pro ala

Thr Glu

205

Glu
220
Lys Ala
235
Glu Ala
Arg

Ala Gly

Asp
Tyr
Ile
Gly

Glu

Pro Asp

aAla Ala
Val
2585
Ile

Glu

270

Glu Ile

285

Ala Pro
300
Arg Ser
318
Arg Phe

Pro Asp

val

Pro
Arg
Leu
Ser

Pro

Arg Arg

Lys Arg

Gln Gln
a3s
Lys Asp
350

Pro Arg

36s

Ser
380

cgtcacatcg
atgttcctgg
atctacgagt
ccagagaaca
gccgagaace
aagatctecc
ctcceccacgg
agtaccgcega
tacgagaaga
gagaagagcg
gcatccttce
gcaggtgage
ctgctegagy
aggaaagacg
gtgtcccagg
aacgcgcaca
aacagcgtcc
gggagcccge
ccgeggecega
gegtctgeeyg
gtgectgtac
ectgtecage

Thr

Lys Arg

ccctgetgqyg
tgaaatggca
tccataaaac
ggatcatcce
gccagggcac
gctgteccca
acaaccagac
cagacatcac
cctcgggcete
agagcggttg
tcgagcccct
catacgtcge
gtgaagctgt
acgtcacagg
cccaacgeca
gcatccatca
gttttctgcea
tcgaggagga
gecgeegacct
tetgaggctg
atacgtgtte

geggctceey

PYo
val
240
Ile
Thr
Thr
Ser
Leu
320
Arg
Asn

Pro

Lys

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

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1349
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<400> 6

Met
Arg
Gln
Glu
Ile

65
Phe

His

Gly
145
Tyr

Leu

Phe
Asn
225
Glu
His
Gly
Gln
Ile

305
Gln

Glu
Pro
Lys
385

<210>17
<211> 390
<212> PRT

Gly

Phe

Phe
50

Asn
Asp
Cys
Leu
Asp
130
Lys
Arg
Ser
Trp
Leu
210
Gly

Lys

Ala
290
Asp
Gln
Arg
Ser

370
Leu

<213> Homo sapiens

Asp
val
Leu
35

His
Pro
Gly
Ser
Leu
115
AsSn

Ser

Ala

Phe
195
Glu
Ala
Asp
Leu
Phe
275
Gln

Asn

Ala
Gln
355
Ala

Ala

Thr
Pro
20

Ser
Lys
Glu
Gln
Thr
100
Asp
Gln
Thr
Ile
Gly
180
Cys
Pro
Gly
Glu
Leu
260
Pro

Arg

Ala

Arg
340
Thr

Ser

Phe
Ser
Glu
Thr
Asn
Arg
85

Leu

Phe

Ala
Ala
165
Asp

Gln

Glu
val
245
ASp
Ser
Gln
His
Arg
328

Pro

Gln

Ala

Ile
Gln

Lys

Arg
70

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

Val
3%0

ES 2312780 T3

Arg
His
val
Lys
ss

1le
Ala
Ser
Lys
Lys
135
aAsp
Tyr
val

Lys

Ser
215

Tyr

Leu

Tyr
Lys

295
Ile

Pro
Ser

Leu
375

His

TYY
val
40

Glu
Ile

Glu

Val
120
Pro
Ile
Glu
Glu
Ala
200
Pro
val
Leu
Trp
Leu
280
Arg
His
Ser
Gln
Lys

360
Agn

Ile
val
25

Met
Pro
Asn
Pro
108
Arxrg
Glu
Thr
Lys
val
185
Lys
Asp
Ala
Glu
val
265
Gln
Gly
Glin
val
Ser
345

Pro

Arg

Ala
10

Arg
Phe
His
Arg
90

Thr
Pro
Thr
Gly
Thr
170
val
Arg
Glu
Ile
Gly
250
Ile
Lys
Ala
Arg
Arg
330
Pro

Gln

cys

Leu

Met

Pro
Leu
78

Gln
Lys
Asp
Tyr
Pro
15S
Ser
Glu
Gly
Thr
Lys
238
Glu
Arg
Ser
Pro
Ser
315
Phe
Gly

Pro

Ser

Phe
Phe
Ile
60

Pro
Gly
Ile
Asp
Leu
140
Ile
Gly
Lys
Trp
Glu
220
Ala
Ala
Lys
Gly
Pro
300

Leu

Ser

Glu
380

Gly
Leu
Thr
45

Glu
Ala
Thr
Ser
Leu
125
Met
Ile
Ser
Ser
Ile

205
Asp

Val
Asp
Gln
285
Lys
Gln
Pro
val

365
Ser

Phe
val
30

Glu
Ala
Pro
Leu
Arg
110
Lys
Pro
Leu
Glu
Glu
190
Pro
Pro
Thx
Glu
Asp
270
Asp
Axrg
Axrg
Gln
Leu
350

Pro

Thr

Glu
18

Lys

Ile
Gly
Lys

Thr
9S

Cys
Leu
Lys
Gln
Met
175
Ser
Ala
Glu
Ala
val
255
val
val
Ser
Leu
Axg
33s
Glu

Pro

Lys

Lys

Trp

Ala
Trp
80

Glu
Pro
Pro
Asp
Thr
160
Ala
Gly
Ser
Pro
val
240
Ile
Thr
Ser
Ser
Ser
320
Arg
Glu
Arg

Arg
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<400> 7

Met Gly
Arg Phe
Gln Asp

Glu Phe
50
Ile Asn
6s |
Phe Asp

Tyr Cys
His Leu

Thr Asp
130

Gly Lys

145

Tyr Arg

Leu Ser
Trp Trp

Phe Leu
210

Asn Tyr

225

Glu Gly

His Lys

Gly Tyrx

Gln Ala
290

Ile Axg

305

Gln Asp

Arg Gln
Glu Arg
Pro Ser

370
Lys Leu

385

<210> 8
<211> 17302
<212> ADN

<213> Homo sapiens

Asp
Val
Leu
3s

His
Pro
Gly
Serxr
Leu
1is
Asn
Ser
Ala
Thr
Phe
19%
Glu
Ala
Asp
Leu
Phe
27%
Gln
Asn
Ala
Ala
Gln
388
Ala

Ala

Thx
Pro
20

Ser
Lys
Glu
Gln
Thr
100
Asp

Gln

Ile
Cly
180
Pro
Gly
Glu
Leu
26¢C
Pro
Arg
Val
Tyr
Arg
340
Thr
Asp

Ser

Phe
Ser

Glu

Asn
Arg
85

Leu
Phe
Thr
Ala
Ala
168
Asp
Gln
Leu
Glu
val
245
Asp
Ser
Gln
His
Arg
325
Pro
Gln

Leu

Ala

ES 2312780 T3

Ile Arg Hisa

Gln
Lys
Leu
Arg
70

Ala
Met
Phe
Lys
Thr
150
Asn
val
Met
Asp
Pro
230
ser
Gly
Met
Ile
Ser
310
Arg
Gly
Arg

Ile

val

390

His
Val
Lys
55

Ile
Ala
Ser
Lys
Lys
133
Asp
TYyY
Val
Lys
Ser
21S
Tyr
Leu
Trp
Tyr
Lys
295
Ile
Asn
Pro

Ser

Leu
378

Tyr
val
40

Glu
Ile

Glu

val
120
Pro
Ile
Glu
Glu
Ala
200
Pro
val
Leu
Trp
280
Arg
His
Ser
Gln
Lys

360
Asn

1le

Val
25

Tyr
Met

Pro

Pro
105
Arg
Glu
Thry
Lys
vVal
188
Lys
Asp
Ala
Glu
Val
265
Gln
Gly
Gln
val
Ser
345

Pro

Arg

Ala
10
Tyr

Arg
Phe
His
Arg

90
Thr

Thr
Gly
Thr
170
val
Arg
Glu
Ile
aly
250
Ile
Lys
Ala
Arg
Arg
330

Pro

Gln

Cys

Leu
Met
Arg
Pro

75
Gln

Lys

Asp

Pro
155
Ser
Glu
Gly
Thr
Lys
235
Glu
Axg
Ser
Pro
Serxr
31s
Phe
Gly

Pro

Ser

Leu
Phe
Phe
Ile
60

Pro
Gly
Ile
Asp
Leu
140
Ile
Gly

Lys

Glu
220
Ala
Ala
Lys
Gly

300
Arg

Ser
Ala

Glu
380

Gly
Leu
Thr
45

Glu
Ala
Thr
Ser
Leu
125
Met

Ile

Ile
205
Asp

Val
Asp
Gln
285
Arg
Lys
Gln
Pro
val

365
Ser

Phe
val
30

Glu
Ala

Pro

Leu

Glu
Glu
190
Pro
Pro
Thr
Glu
Asp
270
Asp

Azg

Gln
Leu
350
Pro

Thr

Glu
15

Lys
Ile
Gly

Lys

Met
178
Sex
Ala
Glu
Ala
val
255
val
val

Ser

Arg
333
Glu
Pro

Lys

Lys

Trp

Ala

Trp
8¢

Glu
Pro
Pro
Asp
Sex
160
Ala
Gly

Ser

val
240
Ile
Thr
Ser
Ser
Ser
320
Arg

Glu

Arg
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<400> 8

gagaatcgcet
ccagcteggg
cttggeeetc
gctgacectg
gctgcagcag
ctccaaaagc
teceocctgggea
gacagtctta
catttgctta
cagetgtcac
cactcccatg
ttcattcatt
ttatggecte
cggtcatgec
gtcaggccag
gaattacctg
aattaaaaaa
ggagactaac
cgegecattg
tgggaggcag
tagcaggacc
acccgtagtc
gaggctgcag
ctgtctcaaa
cagtgataag
gctatgcaat
aatggaggag
tatggtcaag
gagcagettq
gtaaaccctt
cctgcaagcee
ccctgeccce
cagcctggaa
tcacatcgee
ctggtggagg
cccagggcca
ggtctttgag
ctgggcecca
aggagtccetc
ggcecactec
agagggagyc
gtcttatcct
ccecaaggag
cataggaagg
cctatgtgce
atctgtrgce
caggttcaac
accacgectg

tgaacctgga
caacaagagc
atctgecaga
gactcaggca
gctgecctggg
tctgggcctce
tgctgeecce
atatcactct
cttgaggatt
tggcectceat
ceegegttca
cactcactca
tgtgtgccag
ctagctttee
gcacggtggce
aggtcaggag
aaasaaatta
gcaagagaat
cactccagec
aggcaggagg
ctgtctgtac
ccagctactc
tgaactgtga
taacaatagc
tgctctgcag
gtgaagttat
agttatggag
g9gggaaaga
attcaccece
ttcettgtce
tgaagagtcc
tgtceccgacce
gtgccaggga
ctgetggget
gcatcceegt
accagctcca
cctggatcta
ggccetttact
tttctgetee
tccaggaage
ctggaaacta
ctccagtagg
gctggacaaa
ccagggagga
aagaccttte
caggccagag
tggttctect
gctaatttet

ES 2312780 T3

aggcagaggt
gaaacttcge
cctcaaccct
agggtgagtt
gctgaggcce
ccaggcetcta
tcetcaccte
ggagaaaact
ggaactcaag
ccacacacac

‘ttcactcatt

ttcattcact
gcactagatg
tgggacacac
tcatgcectga
ttcaagacca
cccaggtgtyg
tgcttgaacc
tgggaaacaa
atcactagag
aaaaaaatta
cagaggctga
tcccaccact
aataataata
aaaaaggagg
caaggaaggc
ggaagatggt
tggtcaaggg
aaaacccgtg
ctgcaggtgt
ccagaaactyg
gcgacaaaag
gcactggagg
ttgagaagcg
gg9ggggaata
gtgaggacta
ceceetetgat
gtccecegeet
cctgccatgg
ctteectgac
aagctctete
gtgacaccat
tgcctgctca
actacactta
totteetegt
tgcagtggca
gcctcagect
gtatttttag

tgcagtgagc
ttcaaacaaa
cacccccagg
ggtgcagcecc
gccactcatg
g99g9g99agtgg
tttgtcccaa
gagtcagcecc
tctcactcaa
ccaaggatga
cattcattca
cagtgaatgt
gaggggctas
attgtggtaa
atceccagcecac
geetggecaa
gtggcacaty
caggaggcag
gagcgagact
gccagtagtt
daaaaaattt
ggcaggagga
gegcecttaage
aagaaaaatt
caggaagagg
ttctcggaay
gaatgggggy
gacgcagcaa
gggcccgtge
gtgtgaacat
aaagaagaag
cgactteccte
ccacccagtc
cttcgtacce
cgggagggac
acggggcagg
crTetgoggaag
gtgtccceag
ccaggcagec
tagcccagcect
tetceccage
gacaggggcce
gacacacaag
ggaaattgaa
tatttteetg
cgatctcage
ccagagtagt
tagagacagqg

cgagattgtg
taaattaacq
agaccaggte
tggcectgetg
aactcatgac
gagagagagg
atccecttec
taaggaacaa
agtctgtgcee
gcatctaacyg
ttcactcatt
tgcagtcacg
ggctagagcee
ggggagacta
tttgggaggce
catggagaaa
cctgtaatec
aggttgcggt
ccatctcaaa
tgagaccatc
aaccgggcat
tegetggage
¢ctggataaca
aaatgcaatt
ctgagaaagg
aggtgacatt
aacatggtca
atgcaaaggc
aggcgacggg
gagtctgccece
caaagccctt
tttecagtge
atgggggaca
agccagcact
agcacggceca
gtcttgggca
acagttcect
ccaggcccete
cagcgctete
atcagagagt
tgcetgtagt
aatagagtcc
teccactgggt
gcttgtatgg
tgecettgaga
tcactgaaac
tgggattaca
gtttcaccat

ccactgcact
cccagcatgte
cggaccatga
ggaggcacayg
cttgaatgag
cctcageetg
tggcaaagct
ttcaatgaac
attttegtece
cttgcatgca
cattgacteca
atccaaatat
cctgataace
aaaaaattaa
cgaggcgagt
ccecagtetet
caggtactca
gagccgagat
daaaaaaaag
ctgggcaaca
ggtggcacac
ccaggagttg
aggcaagacc
tgcgatgcat
tatgaggttt
tgagcagaga
agaccaggaa
cctgaggcag
aaggacaagt
atgtttacac
tctgtacect
atttaaggcg
ccttcateeg
atgtgagtag
cecttgcagt
cctggtecect
tggaccegee
agccttageco
tcaggtccga
ggceetecea
gtcagttaga
tceccatetgt
cccectaatee
aacatttagt
cagagtcttg
ctcegectte
ggtgcccacce
gttggccaga

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
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ctggtctcaa
ttacaggcat
gtgcgatcat
¢cccttgagt
ttgtggagat
acgccteotggt
cacttttctc
ctgggcgtca
ctectttetgg
tctaaatact
acacgtgtea
actgaggttt
gatccagtca
tettttreet
tggtgcaatc
agcctcctga
gtagagacag
gattcttact
ecgcctceeca
catgcgcecac
tagccaggcet
tgcetgggatt
tttgtettet
cttagtttgg
tgcaattctg
gagtgcagtg
cctgtccecag
tttgtgtttt
aecteaggtyg
catgcccage
ctcececetcte
ggtgcaatca
cctggggccea
ggggtctcgce
ctcggtacta
cttetatcee
ctcaaggctg
caaccgcaaa
ctgggrgcac
cccecaggegt
cgcttcaccg
accgttccag
cccagaatee
gacagggtct
cccceeacget
caatcatage
cctgagtagce
taaagatgag
cctectgect
gaaacattta
aaagtaaaac
tgaaaaacaa
tgtggttcte
atgagttatc
caggerggay
cgattetece

actcecetgace
gagceacegt
agttcactgce
agctggggct
gaggtttcac
ctcagcctcece
ctteeceeeg
aaacggtacc
ggatattttc
acttgttggg
aastcaggaa
ccccgattat
aggatcaatg
tttcttttte
tcggetcact
gttagetgag
ggttttgceca
ctgtcaccca
ggttcaagca
catgccecggce
gatctcgaac
acaggcgtga
gcaactttga
gtttatcttc
tecttetttet
gcacaacctc
cecteccaagt
tagtagagac
atccacetge
cttecectgece
ctcectgteee
tagetcacta
caggtgtgcg
tatgttgcce
aaaagtgctg
caatttacag
gggcgtggea
gatggtecte
acagcaaage
acatgttcct
agatctacga
ctecacectt
ccttcecagac
tgctctgtca
cggecctttta
tcactgcage
tgggactata
gatctcacta
tggcctceca
agtagtceta
agacaggatc
agccaagttce
gtccctatgt
agttttttta
tgcagtggtg
atctcagect

ES 2312780 T3

tcaagtgatce
gecctggectg
agectcaage
acaggcgceac
tatgttgtcec
cacagtgcta
taactttcag
agtcactcca
tgaattattt
catttcttaa
attaacatgg
cctgcettgtc
tcatagcctt
tggacacgga
gcaacctctg
aatacaggtyg
tattgattct
ggctggattg
attctegtge
tactttttgt
tcctgacgtce
gccacegtge
tgttttgcag
attagattca
aatttetttg
agctcactge
agctgggate
agggtttcac
cteggectece
cteceegteec
cteccteeee
aagecttgac
gcaccacacc
aggctggtct
ggattccagg
atgagtccat
gcacttgagt
accccaatcece
ctetttggag
ggtgaaatgg
gttccatgtg
tgggaaggic
cacagttaaa
ccactctgaa
ggtggttttg
ctegacctct
ggtgcgceate
tgttgcccag
aagctagggg
ctgaaaacaa
tccecagaace
tagatcccaa
tagttatttt
tatttgetet
caatcacggc
cccatgttga

cacccacctg
tttttttgaa
tececcaggeec
accaccatgce
aggctaatct
ggattacaag
ttttgaaatt
atagetceette
gagagtgagt
aatcaaggca
acaaaacacce
ctetgeagty
taaccttctt
atctcactct
cctectgggt
cgegecacea
ggatcagtct
caatggcaca
ctcageetee
atttttagta
aggtgactctg
cagcggattc
agagcagacc
gtttgtgtat
agagggagtc
agcctecgec
acaggtgece
catattggtce
caaagtgctg
ctecectete
ctcecectece
ctccaagtet
cggacaattt
caaactcttg
tgtgagccac
ttgagagaag
ccacgtttgt
tctgggcette
gctaaatggg
caggacctgt
agtgtgagga
cttagcccag
ggggatttat
cacctcatgt
agaggtattt
9gdgcteaag
accatgtgtg
getggtettyg
ggcattaaaa
taaaacacag
ttcctagaat
ataaatgcac
cctaaatttt
tettttgaga
tcactgecagce
gatcacaggt

ggcctcccaa
atgaggtctg
aagtgatceg
ctggctagtt
tgaactcctc
<¢gtgagctac
tcaaatttac
actcacctec
tgaagacgtg
ttctcttaca
attacccacce
aaaacttttt
taatctggat
gtcgccagac
tcaagagatt
tgeeccagete
tteeceeeeet
atctccactc
cgagtagcty
gagacagggt
cccgectcega
tggatcggtc
agttaccttg
ccagggcagt
tcgetctgte
tceecgggtte
atcaccacta
aggctggtcet
ggattacaga
ctecetgteee
cacccaagcet
caagcaattc
tegegteette
gactcaagceg
cgtgeccage
ctgaccctct
gccctttetg
ctccagtggy
gtceccecegac
cggagaaggt
cggaggaggy
gtgatgggga
ttatttacat
tctetgatea
aggtttgcag
cgatcctcet
gctaatteet
aactccagac
gaaaaaacat
aaacaccaga
ggaaccattce
ctgctggtga
acatttgtac
tggggtetty
ctcaacctce
gtgcaccace

agtgctggga
gagtgcagtg
cctgecteaa
tctaaaattt
ggcttaagea
cgtgectagt
agaaaggcta
atccacacct
tttctttace
taatcacaac
cacagacttt
tcaggtctag
cagtctttte
tggagtgcag
cteectgecte
gecattttttg
ttatgaaatg
actgcatccet
ggattacagg
ttcaccatgt
cctcccaaag
ttaatcagtc
tagaatgtcc
ggatcttaga
acccaggctyg
aagcaattct
ccgggtaatt
tgaacgeetg
cgggagccaa
ctcecetteee
ggagtgcagt
tcctgeetca
agtagatatg
atcttcecac
ctaggtccta
tgcectgggt
caatccagga
tagtgggatc
tetggetttc
ggtctacegg
acagggaccc
aactgcagaa
aaattttegt
caggcatgag
tgcaggggeg
gcctecagect
gtatttttta
ctcaagtgat
ttttceceeet
ttctcatttt
ttgtcgeoett
acattctect
ctttttaaga
ctctgtcace
agggctgaag
acacctggcet

2940
3oo0
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3200
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
49690
5049
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6160
6240
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cctttteectg
taactectgyg
ttgagcccct
ggacagacaa
tggctagggce
attggaagca
tgctaatcaa
tctcactetg
cctecccaggt
gtgccaccac
ccaggetggt
tgggattaca
gtcactteca
cttgtctttt
tcaatccaga
tcagggggtc
gttctctggt
gcacacttac
ceccaccrect
agtgagtgaa
tttegcagac
ccagaaagag
atctttcaca
ccrtecatecety
tgaatgcagg
ttgcggagcec
gggtctcctg
caggcetgggg
atgaggacag
cattgctccg
ttatcatcag
gecectgetcte
atcccagcac
gcectggecaa
gtggtgtgcg
cgggaggcag
agcgagacte
caagagcatt
cctcatgtcce
ccettectca
tceceecttet
gaagtccaga
acttgatgcc
g99999999ac
ggctgggagg
ctcatgcectg
agetttgagac
ccaggcgtgag
gcttgaacce
gggcagcaga
ttggaaggte
agacccttgce
agggcagtgt
agtcactgcet
gccageceact
tagagtgaag

atttgtteet
actcaaqgtga
gcacctggte
gagtggacgg
caggagggotg
aaaggatttg
ggaatccaga
tcacccagga
ttaagcgate
tcceggectaa
cttgaactee
ggcgtgagee
atctcgtgct
taatgtttag
gaacaggatc
attggegggg
gccagectcceco
cgagtactge
cgacttctke
cttttcacce
gaggaaacca
gaggcaaatt
cctagggcac
acattatggc
ttctecattt
ccccagaagg
tacccaggac
aagteccctt
gacgttacce
gccagcactt
cccgggagge
tcagggetce
tttggaaggt
catggtgaaa
cttgtaatce
aggtttcagt
tgtctaagga
ttccaggett
ctcecttggg
gccagtccag
tcttgggagt
gggtctcacce
caaagatggc
accctgagga
gctcacaget
taatcccage
cagcectggce
tgacaggtgc
ggaagacgga
gccagactcece
cctggagact
tactggcagce
ggccttcaga
aataacaata
attttgteet
tggtgtgatc
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tgtagagatg
tecteccegee
aacctgagtt
gggacacaag
gggttggtag
ctggtgactt
ttgccaccga
tggagtgcag
cteecaccte
tecteegtatt
tgacctcaag
accatgctceg
tttcecaagtg
aaaaccttaa
atcecccacce
gctcacctge
aagtggtttg
agcacgcetca
aaggtgcgcc
tgccaggtgy
aggctcagag
ccacctecgg
tgggggaage
cacctggcta
ctataatggg
atgtggggtt
cctgtgtgga
ctccactcct
cttgtcaagg
attgacgett
g9gggaagga
agaaggagga
cgaggtggge
ccccatctct
cagctacttg
gagctgagac
aaagaaaaga
agggcatcect
ctgcccgagc
tcgetgtett
tettetgeag
cagactggtt
aagagtaccg
gacccagagt
accetgctga
agtttgggag
aacatggaga
ctgtagtcec
gtttgcagtg
atctcaaaaa
gaaaggagcc
cgggggagtg
ggegatgeag
ataataataa
tgttgtettc
atagctcact

ggattteget
tcagcttcce
ttaagaggat
gaggccactt
gaagcagtca
gcacatggga
aatttctagg
tggcgccatce
agcctcctga
tttagtagag
tgatccaccce
gcecttttagg
ttgtaaacta
aagaaatgtt
tcccaggtga
cctecceccagec
acgggcagceg
tgagcetgee
ctgatgacct
gagagggaag
agggasagce
ccectgtgac
acteggggcet
tgggacctygg
cagtgaggat
gatgectctg
aggcacctga
ctctggtcac
cacccaggcet
gaaggtgtcce
tggactctgce
agaggccgagg
agatcacctg
accaaaaata
ggaggccgaq
tgcgccactg
aaagaagaaa
ttgggtetge
agatccgeee
ctctccgcag
gtctacccag
ctctectcag
cgacaggtga
gttcagggaa
agaattgggt
gccgaggceag
aaccetgtct
agccacrtgg
agccgagatc
aaaaaaaaaa
ctttgcaggt
tttgeggctyg
gcecetgtggca
tacctaacat
agtgacaggg
acagectcga

atgttgccca
aaattgctag
ccetttggeg
tcgttateca
gatcccaaag
gggagagagg
cccgagatat
tcggctcact
gtagctggga
acggggtttc
acgacagcet
tggttttgag
caaatattcc
ccectattgag
gcacggggct
cctctegggce
ggcecgeegayg
caccaagate
caagctccce
gaggggtagg
accttccecag
cccgecaage
ggaggttcaa
agcecagtcac
cagatgaagc
ctaagtgetyg
gaggctgagg
tgaagctcga
gccaagacag
cctggcececaa
agtggggtce
cacagtggcet
aagttgggag
taaaaattta
gcaggagaat
cactccagcc
gaagatggce
agaaggctat
gcccccatca
tgeceecttcee
tgcctettet
gacaaaaaag
gaggacgggyg
tggagcagag
ctttgggcco
gtggatcact
ctactaaaaa
gaggctgagg
gtgccactge
aaaaaagaag
ggcagtgcag
aatgaatgaa
gtttctaata
taatggagtg
tctcgetetyg
cctectgage

ggcrggtcte
gattacaggt
actggattga
ggecectggtag
agatttgggg
tcagtgcecte
ttaggtagtg
gtaacctceeg
ttacaggcat
accacgttgg
cccaaagtgc
aggtatttag
ttcacgtett
gcaggggcga
gagccgectg
ttgacctcat
aaccgcecagy
tcecegetgte
acggacaacc
acttrtctgtg
agccacacag
ctccacctta
agtcectgggt
cactgetetc
attgagtgtc
agcatgtctg
gagctecagg
agtggggagc
agacaagcag
ggaagggcag
gctccteatt

cacacctata

tttgagacca
gtcaggcatg
cgcttgaacce
tgggtgacag
tgggagcceyg
gcagtgtcct
cttcctgaag
ctttcceggyg
tectecatgg
ccagagacat
ggcagceggce
gctgggagea
ggtgeggttg
tgaggtcagg
tccaaattag
caggagaatt
actccagcect
aattgggtct
agaccagcgce
caggttttgg
cttattgcac
cttactetgt
tetgececagge
tgaagcgate

6300
6360
6420
6480
6540
§600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7000
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
8000
5060
9120
21680
9240
9300
9360
9420
9480
9540
9600
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ctcccaccte
tttttaatet
tggccteaag
actgtgcccg
tctactgacce
taatacaccc
ggcggatgte
cagaaatgca
atcccaggta
tgtaatccca
accagcctga
gtggtggcgg
acctgggagg
gagactccat
acgcctgtaa
tcgagaccag
gtggcatacg
taggagtcca
agcaagactc
atgagaacaa
gaaatgcaqg
ctgcaatgec
tgcagagcta
ccacggggga
cggggcetect
gcagcctggce
tgtgggtcegce
aggeegggygce
tatgaagtgg
attgtccagt
tgtcectgetg
tcacattccec
tggatcccag
cccaactatg
gcagggctca
aaaagtcagg
cttggtctgg
gtgtctgtgyg
caggaaggag
agtgccagag
ccatttcatt
tgctaaggtg
aagtgattct
cctggataat
tcgaacttct
atgtgagcca
ttatgtggat
ggctggagty
atetctectge
taatttteeg
ctcctgacct
aaccaccteg
ccgacagtta
tactcatggce
tctetggtec
g9gcagaggy

agcctceccaa
tctggtagag
caacectect
gctttttctt
tcattttaat
acactgtaag
agccattact
cactcaggtc
ttggggtgca
gcactttggg
Ccaatatcgt
gtgcttgtag
tggaggttgc
ctcaaaaaaa
tcccaacact
cctgggcatt
tctatggtee
gggctgtagt
tgtctcccaa
ggacatgtet
gcagcagaga
cactcaccet
ccgegecatt
cgtggtggag
tecectggtg
ccectgggagg
cttctetett
ggggcatgtc
gctcagaget
gtggtgaagg
tcctcaccat
gcacctctgg
catccttect
caggtgccec
gggatattga
gctaagatct
acagggaaca
atatgtggece
ggctgectgg
ctggatgggg
ttattatctta
gagtgcggtg
ccagcectcag
tctegtacet
gacctcaggt
ctgtccectag
ttacagettg
cagtaatgca
ctecagccacc
tatttttagt
caggtgatce
ccrageectgt
gctgcagctg
tgatctcttg
ccagagtggg
ccgaagtcca
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gtagctggga
atggggtctc
gcctcageet
cttcttataa
ttaattacct
gtactgggtg
aaacagcatce
ccacagtgga
ccttaaagte
aggccgaggce
gaaactccat
tcccagetac
aatgagccaa
aaaaaaaaaa
ttaagaggct
gtcccaagac
cagctattcg
gagctgtgat
aaagaaaata
gaagtgtgag
ctcaagatge
gcecteecte
gccaactacg
gtcgtagaga
ctcaggaace
actceggete
agtgtgcacc
tgecgtgttct
gtgattcetgt
tgacatttcc
ccetgatgge
cacaggttgag
cgagcccctg
ctgececteceyg
gtgactgctt
catcgactct
ggaggaggag
aggttcagtg
aagtgggggc
cctgcattga
tttatttatt
gtgctatcte
cctececagg
ttagttgaga
gatctgcctg
cetggttace
(4333434414
atctcagcetce
tgagtagctg
agagatgggg
gccecgecttg
ggctaccgtt
agcagttccce
tcatagtgaa
tggcaatgaa
gagtgtaccc

ttacaggtgt
actacattgc
cccaaagtgce
ggacacgagyg
cttgaaacgt
gttaggactt
agcacctcca
cctactgaac
aggaaaaggt
ggttgaatca
ctctactaaa
ttgggagget
gattgcacca
agttgggaaa
gaggtgggag
cttgtcttta
ggaggctgag
cacgtcactg
aagttgggaa
gccgaagcecet
cagcgectgt
ttgccccaga
agaagaccte
agagcgagag
cacagccaca
tgttagggge
ctgtggtgge
gtctggatgg
gagcatgtgt
aaatctgage
tgcagggagc
tggttctgtce
gacagtcctg
aggetgtagg
tggagtctgyg
ggcttggggg
cagacgactg
ggaagctgaa
atcatcactg
gcttgaaaaa
ttactttete
agctcactgce
tagctgggat
cgqggtttca
ccteggecte
cacattttaa
ttttgagaca
actgcaacct
ggattacagg
tttcgeeatg
gccteccaaa
taaacactgg
agtgccaggt
gtgtctggac
tgggagtgga
ccagagtggg

10

gtgccaccat
ccaagctggt
tgagattata
cetgttgggt
acttaagagt
caacatatga
cggttggatg
aggataggca
caggcactgt
cctgaggtca
aatacaaaaa
gaggcaggeg
ctgcactcca
aggccaggatyg
aatcctttga
ccagaaatta
gcagggagat
tactctagee
aggctcacta
ggagaacgct
tctggaggec
catcaccggce
gggctecgag
cggtcagacc
aagccccctg
cctaaatgtce
tgtgggcate
gtatgggacc
gcatgcatgce
attggacatc
cgectgggeec
agatgaaagc
acgagacgga
ggtgtgggag
gctggtiget
ccctggecagg
gggagageyyg
ggatgagcag
accagaaagg
aactataata
gagatagagt
aacctctgece
tacaagcatg
ccaggttggce
ccaaagtgct
aatggagtga
aagtcectggtt
tagcctectyg
catgcaccac
ttggccagge
gtgctaggat
gaaggeetge
agacggatgc
agaccttcat
caagctcacc
tgccagcagg

gtccagctaa
cttaagctcet
gacatgagcce
tagggcccac
acctttctcet
attttgagaa
aagggctggt
ttttagcaaa
ggctcatgec
ggagttcgag
ttagccaggt
aattacttga
gtgacagagce
cagtggcetec
gcecaggagt
gcegggtgtg
tgcttgagcc
tgggcaacag
acttcatcag
atgecgeccag
cagatgggcc
cccatcatee
atggctetgt
tcccacctea
ccaagctcag
ctecccacac
tgtgcatgge
gtctgttcat
atgtgacctce
agtgtgtctg
tgccceccteag
aaagcgaggce
agaccctgag
aaaggggcag
gacttggcag
ttgtgatgcec
gaggccagtg
accttaggct
gaaaactggce
gaattggtta
ctcactecct
tcccaggatc
caccaccatg
cagactagtc
ggaattacag
tttcaccett
ctgtcaccca
ggttcaagca
cacgccaggc
tggtctcgaa
tacaggtggg
agcccccagg
tccacccace
cgttatggga
tgggtgtagg
agcttgccga

9660

9720

9780

9840

9900

93860
10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620
10680
10740
10800
10860
10920
10980
11040
11100
11160
11220
112890
11340
12400
11460
11520
11580
11640
11700
11760
11820
11880
11940
12000
12060
12120
12180
12240
12300
12360
12420
12480
12540
12600
12650
12720
12780
12840
12900
12960
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gggatctggg
cectgggegg
ggtggcgage
ggtgagccat
ctcgagggty
taggagggce
tttagggatc
cttagtttce
ccaatgtccet
atctattatt
agctaggcege
tcacgtgagg
aaaaacacaa
tctcgagaca
gccattgcac
aaaaagatta
cagtgtctca
gctacaagte
taaaaaatag
tgaaaggatc
acccgagect
ccattgcaat
tetggttetg
ggccteccag
ggat¢ttget
cctcaggete
ttaattteee
¢ctcaagagt
atgctgggcc
cegcaagcett
agagggctet
tgtgtctctg
ccttgtatta
atagaaagaa
aaaaaaaaaa
cttcagatgg
tggacagygga
ttgatgtcag
aaaatacaaa
tgagacagga
attgcactce
gcatttggaa
agaaggcagt
tctttaacte
aactectggce
tgagcgaccg
gtgacctgga
ctcagttgca
ctcteagect
geececaggt
aggctacttt
ccagatcaag
tcgagcgggg
gggggctct.c
ctggecgegg
ggggatgggc

atggagcagg
gtctggageg
cccaggetgg
acgtcgcecat
aagctgttga
cetcetecate
tggggtgact
atctcagtag
tgtccaagtg
attectecte
aatggctcag
tcaggagttc
acatgagccg
agagaatcac
tccagcecetgg
ctttettett
tgccectgtaat
caagaccaac
ctggatgtgg
acttgaccce
gggtgatgga
tecccatetgt
gggaacacag
gtcetttect
ctgactccca
ccacgtagct
tgtagggatg
tcctectgee
tetgctageg
atcttaaagc
gaggcagcat
ataatcttet.
tgcaaagttt
agtcttttca
gagcaaaaaa
atcacaggtt
gctcacgect
gagtttgaga
attaaccaag
gaattgcecttg
agcctaggcea
gaaagcatag
taacataaaa
tttcgggagy
ctcaagcgat
tgcectgeee
tctgetaace
cagaccagga
gtgctaaccce
gactgecceca
cegteocatgt
cg9gggggcgce
gcgcaccacg
agcctggeag
tgtggggetg
agtccagggy
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agagtggagy
cctggaggaa
gccgacctca
caaggectac
ggtcaticac
cagagcaccce
tgtcecetggg
cagggaggaa
ggtgcattte
tggcaacatg
gcctgtaatce
gagaccacce
ggtgttgtgg
ttcaacccgg
gcaacgagag
ateattectt
cccaacactt
ctggccaatg
tagcacacac
aggagttgga
gcaagaccct
ttatcectceca
aattctageg
gtgtcttcat
agctggagca
gggactacag
gggtctcact
rtggectcee
tcttcagage
tgggaccaca
ttctcagect
tgtgatcctc
tetttgtte
acaaatggtg
caaacctaga
tatcccagag
gtaatctcag
ccagccatga
tgtggtggtg
aacttgggaa
acaagagcaa
aatttggtgg
gaaaaattgy
tagagatagg
ccteccaccet
atcettacca
tccacccett
aactgaggcc
caattgttca
gcctcaaggg
acctgcaaaa
cgeeccgeag
ggttcgetet
gagaggcagg
gcacggadge
ggctececgg

gaggagacce
gcecaggege
cactgtgcete
actgctgtgg
aagctcctgg
atctgagtca
actctgggta
tgagcccacce
tcctttgtga
gtgaactgtt
ccagcacttt
tggccaacat
tgggagccetg
gaggcggagg
cgaaactccg
tatettttaa
tgggaagctyg
tagggagacc
ctgtageece
ggctgcagtg
gtctcaaaaa
aatgaatgca
gcttgtggag
tttttacgaa
caatcatcgc
gtgagcacca
atggtgcecaa
aaagcactgg
cctaqggtcac
acatgcatac
tttagacaca
ccaccagcca
treteeecac
ctggaacaga
ccectteete
taaaacctga
cactttggga
ccaacatogt
catgcergta
gcagaggttg
aactctgtct
cttggaggta
caaatataat
ggtettgeta
agatccctca
atgtcatata
ccttgactgt
cacagaggca
gagagagccce
ctgcctcetgt
gtcagggcaa
gtaagcgggg
gtctaggecca
acectcacgg
ggaaggaaag
agagggggac
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agaagaggygg
agagaggaga
tgtgceccetg
agggggacga
acggctggtg
gccecageca
agccactgee
cttgcectgte
tttagggtet
gtataaataa
gggagcccag
ggcaaaacec
taatcccage
ttgcagtgag
tctcaaaaaa
agetttettyg
aggtgggagqy
tctgtctcta
agctactcag
agctatgact
aaaaaaaaaa
gaaatactaa
ccattteect
ttttttcatt
tcactcaagc
ccacatctgg
gactagtett
gattacagga
agggeecagece
ctgcagccgg
cactctgtta
aAgaattgggt
tcccaaatat
tggatttcca
acactgtaca
aactaaaaac
ggctgaggea
gaaatcetgt
atcccaqcta
caatgagtcg
tggggttggg
ggcaaaggtt
cctgccagtg
tgttacccag
aagtactggy
gctgataace
ggaaggattg
ggtgtceggg
tgaaaccctce
tgcaggaaag
gacgtgtccee
gtccecgggg
tagcttggca
gg9aaagggyg
cggcgatgee
gacagaccga

gaactgtggg
agatgggatg
ccgtggacca
ggtgtcectg
ggtcatcagg
ggacggegtg
cctetetggg
ttgtggggat
cttcecaace
ttacattcct
ggcaggacga
tatctctact
tactegggag
ccaagatcge
LLLEEEEEEE]
cagtcaggtyg
atcactcaag
caaaaaaaat
gaggctgagg
gcaccactgc
aaaaaagcett
ttatctttte
ggagccatgg
ttttgagaca
gatcctececa
ctaatgettte
aaactectgy
atgagccetee
tggcgecctg
gcceggggcec
acecceeatce
tttatgtgaa
aatattgaga
tactggaaaa
catatgttta
catttggggce
ggtggatcac
ctctactaaa
cttgggaagce
acatcatgce
cgggggaaaa
cgtaggagac
tecttetttet
gctgatctcc
attacaggcyg
gtcececctgeg
ctggaagggt
tgtttgcaac
tcetctgage
acgacgtcac
aggcccaacg
ctgggcgggy
gtgccgagge
ctggacgege
cgggggette
aggctggtga

13020
13080
13140
13200
13260
13320
13380
13440
13s00
13560
13620
13680
13740
11800
13860
13920
13980
14040
14100
14160
14220
14280
14340
14400
14460
14520
14580
14640
14700
14760
14820
14880
14940
15000
15060
15120
15180
15240
15300
15360
15420
15480
15540
15600
15660
15720
15780
156840
15900
15960
16020
16080
16140
16200
16260
16320



15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

g9ggcgtgga
agcegectcet
ctcggaccag
egeeeceetec
gcggaagege
acgccgecag
agagggacagg
gggccagagt
gcggggteag
gagggagagg
<€ggggcgagg
ggceeegete
cggtgeceee
ggaagctgge
gecgececttg
cgagggcagc
gagtggaaaa

aaaccgccca
tgteceegeeqg
gggtgceccat
cgctgggcca
ctcagecagg
gcgeggecgag
aagggcaage
2g9cggggcayg
aggaggagcc
cacaageggqg
ccagagagcyg
tectgeecegea
gcggcececgage
gtctgececgte
ccgeccegtg
cccgaccect
23aaaaaaaa

ES 2312780 T3

ggctctgetyg
gggtcgtgea
ctgagtcect
ggtegtccat
acgectatcg
gaccgcagag
cgtagaggcg
gaccagagag
agegcettagg
aggcgaggcce
ctgtgggegy
gaggaggage
gccgacctea
tgaggctgga
cctgtacata
gtccagcgeg
aa

cagggcaagyg
gactaccggce
g9g9999caggg
ccgcaacgtg
ccgcaacage
cccegggage
gagtcagegg
cggaatcaga
gggcggageg
agagcgcgga
ggccagtgtg
ggcagacgca
tccetgaaccyg
gegcagtecc
cgtgttctat
gctcecegceca
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gtcettgteg
ccecetactge
gcgcectegy
cacagcatcc
gtcegttrtece
ccgetoggtyg
gagaggcggyg
gggagaggcyg
atccctaaga
gcaggagttg
€gg9g9cgg99
gcgctctaaa
ctgcagegag
cagctagegt
agagcetggce
ccctcaataa

tgacgagggc
ceeccactte
gctttgacga
accagcggtc
tgcagcagcg
agtgcagcgg
gccagaggta
gggactggag
ggcggagtca
gagaccgcegg
cgtcetgacte
ccgeagecgg
agcaccaagce
ctcggeectt
gtctggacgce
atgttgcttg

16380
16440
16500
16560
16620
16660
16740
16800
16860
16920
16980
17040
17100
17160
17220
17280
17302
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