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DESCRIPCION
Receptor humano H4-1BB.

La presente solicitud es una continuacion en parte de la solicitud, en tramitacién con la presente, con N° de serie
08/012.269, presentada el 1 de febrero de 1993, que es continuacién en parte de la solicitud, en tramitacién con la
presente, con N° de serie 07/922.996, presentada el 30 de julio de 1992, que es continuacién en parte de la solicitud,
en tramitacion con la presente, con N° de serie 07/267.577, presentada el 7 de noviembre de 1988.

El objeto descrito en el presente documento fue en parte una invencién objeto de las ayudas gubernamentales de
los NIH N IR23AI123058-03, RO1 AI28175 y P60 KD20542, de las cuales el presente inventor fue el Investigador
Principal y el Beneficiario fue o la Donald Guthrie Foundation for Medical Research Inc., de Guthrie Square, Sayre,
Pensilvania 18849-1669 o la Facultad de Medicina de la Universidad de Indiana, de Indiandpolis, Indiana 46202.

Campo de la presente invencion

La presente invencion vera acerca de una proteina receptora humana previamente desconocida, H4-1BB, que fue
aislada e identificada con base en el trabajo con una proteina receptora homéloga murina (de ratén), 4-1BB, que fue
aislada e identificada mediante expresion especifica de los genes de las células T por el presente inventor.

Antecedentes de la presente invencion

El sistema inmunitario de los seres humanos y de otras especies requiere que los glébulos blancos se fabriquen en
la médula ésea, glébulos blancos que incluyen fagocitos, linfocitos y células B. Segtin se entiende en la actualidad,
los fagocitos incluyen células macréfagas que eliminan del sistema materiales no deseados, como proteinas viricas.
Los linfocitos incluyen células T colaboradoras y células T y células B asesinas, al igual que otras células, incluyendo
las catalogadas como células T supresoras. Las células B producen los anticuerpos. Las células T asesinas atraviesan
fisicamente la célula y las células T colaboradoras facilitan todo el proceso. En cualquier circunstancia, el proceso
inmunitario es facilitado por las linfocinas.

Las linfocinas son las proteinas mediante la cual las células inmunitarias se comunican entre si. Los cientificos las
producen en cantidades suficientes para su uso terapéutico contra enfermedades inmunoldgicas. Hay muchas proteinas
de linfocinas conocidas, e incluyen los interferones, la interleucina-1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, factores estimulantes de colonias,
la linfotoxina, el factor de necrosis tumoral y eritropoyetina, al igual que otras.

La interleucina 1, segregada por los macréfagos, activa las células T colaboradoras y eleva la temperatura corporal,
causando fiebre, lo que potencia la actividad de las células inmunitarias. Las células T colaboradoras activadas produ-
cen interleucina 2, y la interleucina 2 estimula las células T colaboradoras y asesinas para que crezcan y se dividan.
Las células T colaboradoras también producen otra linfocina, el factor de crecimiento de las células B (FCCB), que
hace que las células B se multipliquen. Segin aumenta el nimero de células B, las células T colaboradoras producen
otra linfocina, conocida como factor de diferenciacién de las células B (FDCB), que da instrucciones a algunas de
las células B para que dejen de replicarse y empiecen a producir anticuerpos. Las células T también producen una
linfocina, el interferén (IF) gamma, que tiene miiltiples efectos, como la interleucina 2. El interferén contribuye a
activar las células T asesinas, capacitdndolas para atacar a los organismos invasores. Como el FCCB, el interferén
aumenta la capacidad de las células B para producir anticuerpos. El interferén también afecta a los macréfagos para
mantenerlos en el lugar de la infeccién y ayuda a los macréfagos a digerir las células que han rodeado. Cobrando auge
con cada tipo de sefial de las linfocinas entre los macréfagos y las células T, las linfocinas amplifican la respuesta del
sistema inmunitario y la protefna virica u otra materia extrafia en las células infectadas se ven arrolladas. Hay muchas
otras linfocinas, quiza cien o mds, que participan en el proceso inmunolégico. Muchas linfocinas son conocidas; otras
muchas no lo son.

Las linfocinas son denominadas a veces sefiales peptidicas intercelulares. Entre los cientificos existe un uso gene-
ralizado de lineas celulares clonadas como productoras de linfocinas, y el aislamiento de ARNm de linfocina se ha
convertido en una técnica comun. La proteina receptora 4-1BB de raton fue aislada e identificada con base en la expre-
sion especifica de los genes de células T usando una técnica identificada por el presente inventor en una publicacién
(Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 84, 2896-2900, mayo de 1987, Immunology and Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 86, 1963-
1967, marzo de 1989, Immunology). El protocolo documentado en esa publicacién puede ser usado por los cientificos
para detectar casi todas las linfocinas. El procedimiento estd disefiado para detectar casi todo el ARNm expresado de
modo diferencial, y las secuencias de ARNm de las células inmunitarias estdn expresadas diferencialmente (en cuanto
a su relacion con las células T y las células T asesinas) aunque el nivel de expresion sea bajo y la cantidad de la
proteina de linfocina segregada sea reducida. El presente inventor cree que el andlisis descrito en la publicacién iden-
tificada previamente puede revelar moléculas importantes biolégicamente, como las linfocinas, porque hay muchas
indicaciones de que las moléculas importantes biol6gicamente o activas son codificadas mediante los mensajes mas
escasos. Un ejemplo de es un factor de transformacién del crecimiento (FTC) que estd presente como tinicamente uno
de un millén de clones.
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Clasicamente, la mayoria de los factores de las células T han sido identificados reconociendo las actividades
biolégicas en los ensayos, purificando la informacién protefnica. Un enfoque alternativo es aislar los genes putativos
de las células T con base en la expresion especifica y, a continuacién, demostrar la funcién de la molécula desconocida.
Usando el procedimiento de rastreo diferencial modificado mencionado anteriormente, el presente inventor cloné una
serie de ADNCc especificos a un subconjunto de células T a partir de células T colaboradoras clonadas (HTL) L2 y de
linfocitos T citoliticos clonados (LTC) L3.

Se aisl6 una serie de ADNc especificos a un subconjunto de células T a partir de células T murinas empleando un
procedimiento de rastreo diferencial modificado. Se han documentado la secuencia de nucleétidos y las propiedades
de expresion de algunas de las especies de ADNc. Se estudié adicionalmente uno de los genes no caracterizados
previamente, que codifica la proteina receptora 4-1BB del ratén (Pollok et al., J. Immunol. 150, 771-781, febrero
de 1993, y Kim et al., J. Immunol. 151, 1255-1262, agosto de 1993). Estos estudios han llevado al aislamiento del
homoélogo humano del 4-1BB, H4-1BB.

Resumen de la presente invencion

La presente invencion incluye la proteina receptora humana H4-1BB que tiene la secuencia de aminodcidos mos-
trada en la ID SEC N° 1 y un ADNc que codifica dicha proteina receptora humana H4-1BB que tiene la secuencia de
aminodcidos mostrada en la ID SEC N° 1. La secuencia de nucledtidos de tal ADNc aislado es dada a conocer en el
presente documento (ID SEC N° 1), junto con la secuencia deducida de amino4cidos. El gen de ADNCc, identificado
como pH4-1BB, fue depositado en la Coleccion de Cultivos del Servicio de Investigacion Agricola y se le asigné el
nimero de entrada NRRL B21131.

La presente invencién también se relaciona con lo siguiente:

un ADN aislado obtenible mediante amplificacién por RCP del ADNCc de la invencién usando el oligonucleétido
5" AAT AAG CTT TGC TAG TAT CAT ACC T 3’ como cebador directo y el oligonucledtido 5° TTA AGA
TCT CTG CGG AGA GTG TCC TGG CTC 3’ como cebador inverso;
una proteina receptora H4-1BB obtenible

a) insertando el ADNc de la invencién en un vector de expresion apropiado,

b) transfectando dicho vector de expresidn en un anfitrién de transfeccion apropiado,

¢) cultivando dichos anfitriones transfectados en un medio de cultivo apropiado y

d) purificando la proteina receptora de dicho medio de cultivo;

un anticuerpo monoclonal contra H4-1BB que reconoce especificamente la proteina receptora H4-1BB, en el
que el H4-1BB tiene la secuencia de aminodcidos mostrada en la ID SEC N° 1;

un hibridoma capaz de producir un anticuerpo monoclonal contra H4-1BB que reconoce especificamente la
proteina receptora H4-1BB, en el que el H4-1BB tiene la secuencia de aminodcidos mostrada en la ID SEC
Ne 1;

un procedimiento ex vivo para potenciar la proliferacién de células T que comprende la etapa de tratamiento de
células T que tienen expresada la proteina receptora H4-1BB con el anticuerpo monoclonal de la invencidn;

una proteina de fusién que comprende:
a) la porcién extracelular de la proteina receptora H4-1BB; y
b) una proteina de deteccion,
en la que el H4-1BB tiene la secuencia de aminodcidos mostrada en la ID SEC N° 1;

un procedimiento de deteccién de los ligandos de la membrana celular a la proteina receptora H4-1BB que
comprende:

a) proporcionar una proteina de fusién que incluye:
1) la porcidn extracelular de dicha proteina receptora H4-1BB, y
2) una proteina de deteccion ligada a dicha porcién de dicha proteina receptora H4-1BB, de modo que

el enlace de ligandos pueda detectarse mediante ensayos de actividad relativa para dicha proteina de
deteccion;
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b) situar dicha proteina de fusion en presencia de una célula de la que se sospecha que expresa dichos ligandos
de la membrana celular;

¢) lavar dicha célula de cualquier proteina de fusién no ligada a dichos ligandos de la membrana celular;

d) situar dicha célula lavada en presencia de un sustrato para dicha proteina de deteccion y medir la actividad
relativa de dicha proteina de deteccion,

en el que el H4-1BB tiene la secuencia de aminodcidos mostrada en la ID SEC N° 1; y

un procedimiento ex vivo de induccién de la proliferacion de células B que comprende la etapa de tratar las
células B que tienen expresado un ligando a la proteina receptora H4-1BB con células que tienen expresada la
proteina receptora H4-1BB, en el que la H4-1BB tiene la secuencia de aminodcidos mostrada en la ID SEC N°
1.

El ADNCc puede usarse como sonda para aislar secuencia de ADN que codifican proteinas similares a la proteina
receptora codificada por el ADNc. El ADNCc del receptor humano H4-1BB es andlogo en aproximadamente el 65% al
ADNCc del 4-1BB de ratén, y fue aislado usando sondas derivadas del ADNc del 4-1BB. El gen del ADNc identificado
como p4-1BB fue depositado en la Coleccién de Tipos de Cultivo Estadounidenses, sita en 12301 Parklawn Drive,
Rockville, Maryland 20852, con el N° ATCC 67825.

La proteina receptora humana H4-1BB puede producirse: a) insertando el ADNc del H4-1BB en un vector de ex-
presion apropiado, b) transfectando dicho vector de expresion en un anfitrién de transfeccién apropiado, ¢) cultivando
los anfitriones transfectados en un medio de cultivo apropiado y d) purificando la proteina receptora de dicho medio
de cultivo. La proteina puede ser usada: 1) como una sonda para aislar ligandos a la proteina receptora humana H4-
1BB, 2) para estimular la proliferacién de células B que expresan ligandos H4-1BB, o 3) para bloquear el enlace de
ligandos H4-1BB.

La proliferacién de células B puede ser inducida tratando células B que tienen expresado un ligando a la proteina
receptora H4-1BB con células que tienen expresada la proteina receptora H4-1BB. El uso de H4-1BB para bloquear
el enlace de ligandos H4-1BB tiene aplicacion préctica en la supresion del sistema inmunitario durante el trasplante
de 6rganos. Se estd analizando para este tipo de aplicacién una red coestimuladora similar del sistema inmunitario.
Véanse “Mounting a Targeted Strike on Unwanted Immune Responses”, Jon Cohen, Science, Vol. 257, 8-7-92; “Long
Term Survival of Xenogeneic Pancreatic Islet Grafts Induced by CTLA4Ig”, Lenschow et al, Science Vol. 257, 7-8-92;
e “Immunosuppresion in Vivo by a Soluble Form of the CTLA-4 T Cell Activation Molecule”, Linsley et al, Science
Vol. 257 7-8-92.

Puede usarse un anticuerpo monoclonal contra H4-1BB para potenciar la proliferacién de células T tratando células
T que tienen expresada la proteina receptora H4-1BB con el anticuerpo monoclonal anti H4-1BB. Algunos tumores
son potencialmente inmunogénicos, pero no estimulan una respuesta antiinmunitaria in vivo. Los tumores pueden ser
capaces de entregar sefiales especificas de antigenos a las células T, pero es posible que no entreguen las sefiales coesti-
muladoras necesarias para la plena activacién de las células T. Se encontré que la expresion del ligando coestimulador
B7 en células de melanoma inducia el rechazo in vivo de un melanoma murino (“Tumor Rejection After Direct Co-
Stimulation of CD8+ T Cells by B7-Transfected Melanoma Cells”, Sarah E. Townsend y James P. Allison, Science
Vol. 259, 1-5-93). Segtin se sabe ahora, un anticuerpo monoclonal contra H4-1BB puede ser capaz del mismo efecto
para inducir la proliferacién y la activacién de las células T.

Se desarroll6 una proteina de fusién para detectar ligandos de membrana celular a la proteina receptora humana
H4-1BB. Comprende la porcidn extracelular de la proteina receptora H4-1BB y una proteina de deteccidn (fosfatasa
alcalina) enlazada a la porcion de la proteina receptora H4-1BB. La porcién de la proteina receptora H4-1BB se enlaza
a los ligandos de la membrana celular, y el enlace puede ser detectado mediante ensayos de actividad relativa para la
proteina de deteccion. La proteina de fusion es puesta en presencia de una célula de la que se sospecha que expresa
la proteina receptora H4-1BB. A continuacidn, le célula se lava de cualquier proteina de fusién no enlazada a los
ligandos de la membrana celular. Una vez que han sido lavadas, las células se sitdan en presencia de un sustrato para
la proteina de deteccién y puede medirse la actividad relativa de la proteina de deteccidn.

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 muestra la secuencia del ADNc de la proteina receptora 4-1BB de ratén y las regiones usadas como
cebadores de PCR para obtener la homéloga humana, H4-1BB.

Las Figuras 2a y 2b muestran, respectivamente, la secuencia de nucleétidos y la secuencia deducida de aminodcidos
del receptor humano H4-1BB.

Las Figuras 3a y 3b ilustran las moléculas involucradas en la activacién de las células T.

Las Figuras 4a, 4b y 4c ilustran una red normal de activacién de células T.
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Las Figuras 5a, 5b y 5c ilustran, respectivamente, el uso de CTLA4-1g solo, 4-1BB/FA y CTLA4-1g juntos, y 4-
1BB/FA solo para bloquear etapas en la red de activacién de células T.

Descripcion detallada

En la siguiente descripcion detallada se hacen referencias a procedimientos y a estudios conocidos, asi como al
trabajo publicado del solicitante. Estas publicaciones son incorporadas en el presente documento por referencia en ras
de la claridad y se enumeran en un apéndice incluido al final de esta descripcién detallada.

Aislamiento y caracterizacion del receptor 4-1BB de raton

La Figura 1 muestra la secuencia de nucledtidos y la secuencia deducida de aminoécidos del receptor 4-1BB de
raton. Los nucledtidos de la cadena del mensaje estd numerados en la direccién de 5° a 3°, y se muestran los nimeros
en ambos lados de la secuencia. El residuo nucleétido 1 es la A del codén de iniciacién ATG, y los nucleétidos en el
lado 5’ del residuo 1 estdn indicados mediante nimeros negativos. La secuencia predicha de aminodcidos se muestra
debajo de la secuencia de nucledtidos. Se subraya el péptido putativo de la sefial. El codén de terminacién se indica
por (---). Se resaltan con puntos los residuos de cisteina. Una caracteristica inusual de la secuencia de 4-1BB es que
existe sefial potencial de poliadenilaciéon de AATAAA en los nucledtidos 1158-1163 (enmarcados en la Fig. 1). Se
creia que esta sefial era funcional, porque este gen produce al menos dos tamafos diferentes de ARNm.

El transcrito de 4-1BB era inducible por concanavalina A en esplenocitos, clones de células T e hibridomas de
ratén. La expresion de los transcritos de 4-1BB era inhibida por ciclosporina A. El ARNm de 4-1BB era inducible por
estimulacién del receptor de antigenos, pero no era inducible por estimulacién con I1-2 en las células T clonadas (1).
El ADNCc de 4-1BB codifica un péptido de 256 aminodcidos que contiene una secuencia lider putativa, un segmento
potencial de anclaje de membrana y otras caracteristicas de proteinas receptoras conocidas. Por lo tanto, el patrén de
expresion de 4-1BB se parece a los de los ARNm de linfocinas, aunque la secuencia parecia coherente con las de las
proteinas receptoras.

La especie fundamental de 4-1BB en la superficie celular parece ser un dimero de 55 kDa. Parece que el 4-1 BB
existe también como un monémero de 30 kDa y posiblemente como un tetrdmero de 110 kDa. Dado que estas especies
de 4-1BB fueron inmunoprecipitadas a partir de una poblacién homogénea de células (clon F1 de la célula T), todas las
formas coexisten potencialmente en cada célula. Serd necesaria una comparacién de digestos peptidicos del monémero
y del dimero de 4-1BB para determinar si existe 4-1BB como homodimero en la superficie celular. Una variedad de
receptores de la superficie celular, tales como el receptor de la insulina (2), el receptor de la inmunoglobulina de la
superficie de las células B (3), el receptor de Ag de las células T (4), el receptor coestimulador CD28 (5) y el antigeno
CD27 de las células T (6), estda compuesta de subunidades enlazadas con bisulfuro. Puede requerirse la dimerizacién
de los receptores para el enlace de los ligandos y la sefializacién quimica subsiguiente.

El 4-1BB no estd expresado en células T en reposo, pero es inducible mediante activadores, que entregan un
estimulo al crecimiento completo de la célula T. La combinacién de APM y ionomicina es capaz de imitar las sefiales
requeridas para la proliferacion de células T. Aunque el APM o la ionomicina por si solas inducian el ARNm del 4-
1BB, la combinacién de APM y ionomicina result6 en una expresién 6ptima de 4-1BB. Ademads, la expresion de 4-
1BB no fue transitoria. Cuando se estimularon con anti-CD3 inmovilizado células T esplénicas purificadas, se expresé
el ARNm de 4-1BB y esta expresion se mantuvo hasta 96 horas después de la estimulacién. Se requerird el andlisis
del ciclo celular para confirmar que se expresa 4-1BB en todo el transcurso del ciclo celular.

El 4-1BB estd relacionado estructuralmente con miembros de la superfamilia de receptores del factor de crecimien-
to nervioso. Aunque estos receptores poseen estructuralmente propiedades similares de enlace de los ligandos (regio-
nes ricas en cisteina), no son conservados los dominios citoplasméticos de estas proteinas que podrian permitir la diver-
sidad en la sefializacion transmembranica. Algunos miembros de esta familia estd implicados en el proceso de activa-
cion de las células T o B. Existen datos funcionales in vitro sobre los antigenos OX-40, CD40 y CD27. Los anticuerpos
contra el OX-40 aumentan la respuesta de las células T en una reaccién de linfocitos mixtos (7), y los anticuerpos con-
tra el CD40 potencian la proliferacion de células B en presencia de un coactivador, como anticuerpos APM o CD20, y
se sinergizan in vitro con IL-4 para inducir la diferenciacién de las células B y generar lineas celulares de células B nor-
males de larga duracién (8). Un anticuerpo monoclonal, el anti-1A4, que reconoce un epitope en la molécula de CD27,
inhibi6 la movilizacién del calcio, la secrecion de IL-2, la funcién de las células T colaboradoras y la proliferacién de
células T. Por otra parte, el CLB-CD27/1, otro AcM anti-CD27, potenci6 la proliferacién de células T humanas con
PHA o AcM anti-CD27 (6). Estos resultados indican que la molécula de CD27 desempefia un papel importante en la
activacion de las células T. Salvo para los RENT, el NCFR y la CD40, los ligandos o moléculas de la superficie celular
a las que se enlazan los miembros de la superfamilia no estdn atn identificados. La identificacién y la caracterizacioén
de los ligandos a los cuales se enlazan los receptores serdn utiles para definir mejor el papel fisiolgico del 4-1BB.

Para tener la certeza de si el 4-1BB de la superficie celular pudiera contribuir a la activacién de las células T, se us6
el 53A2 anti-4-1BB como antagonista del 4-1BB. Estos datos sugirieron que, de hecho, el 4-1BB si tiene el potencial
de funcionar como molécula sefializadora accesoria durante la activacién y la proliferacién de las células T. La adicién
de 53A2 soluble a células T esplénicas purificadas estimuladas con anti-CD3 inmovilizado dio como resultado una
amplificacion de la incorporacién de timidina *H en comparacién con células T estimuladas Gnicamente con anti-CD3.
Este patrén de potenciacidn oscilé de 2 a 10 veces en tres experimentos independientes.
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En el modelo original de dos sefiales de Bretcher y Cohn, proponian que la sefial 1, la ocupacién del receptor de
antigenos de la célula T (RCT), daba como resultado la inactivacién de la célula T en ausencia de la sefial 2, que es
proporcionada por células accesorias. Esto ha sido confirmado por una variedad de estudios (9). La identificaciéon de
la célula accesoria CD28 como potente receptor coestimulador en las células T fue una aportacién significativa en el
comienzo de la caracterizacion de la(s) sefial(es) accesoria(s) requerida(s) para la proliferacion optima de las células
T (10). Es posible que otras moléculas de la superficie celular puedan contribuir a estos requisitos de activacién
coestimuladora (11).

Las sefiales bioquimicas entregadas mediante el 4-1BB no son completamente conocidas. Una posibilidad consi-
derada fue la observacion de que el 4-1BB contiene un dominio de enlace putativo de tirosina quinasa p56** en su cola
citoplasmdtica. Mds tarde se determind que la tirosina quinasa p56* se enlaza con el 4-1BB. También merecera la
pena determinar si la sefializacién mediada por el 4-1BB puede regular genes como la IL-2 el receptor de IL-2, cuya
expresion se requiere para la activacion de las células T y su subsiguiente proliferacion.

Aunque las funciones precisas de los miembros de la familia de Receptores del Factor de Crecimiento Nervioso
(RFCN) parecen ser diversas, un tema emergente es aquel en el que estas moléculas pueden contribuir de diversas
maneras a un mantenimiento de la capacidad de respuesta o la viabilidad de las neuronas in vitro e in vivo (12). La
reticulacién de la CD40 mediante anticuerpo monoclonal anti-CD40 impide que los centrocitos del centro germinal
sufran apoptosis in vitro (13). Las sefiales entregadas por el CD40 pueden también contribuir al mantenimiento de
la capacidad de respuesta a factores diferenciadores. La ligacién del CD40 con fragmentos F(ab’), anti-CD40 en
presencia de IL-4 indujo grandes incrementos en la sintesis de IgE (14). Ademds, las células B no tratadas previamente
activadas con anti-CD40 tratadas con IL-10 y el factor de transformacién del crecimiento S se dedicaron a la secrecion
de IgA (15).

Ademads de compartir las caracteristicas moleculares con la superfamilia RFCN, se observé que el 4-1BB contenia
una estructura putativa de dedo de cinc de la proteina elF-23 de las levaduras (16). El 4-1BB también comparte una
regién conservada con el siete in absentia (sina) de Drosophila, que se requiere para el correcto desarrollo de las células
fotorreceptoras (17). Esa region particular es también similar al producto proteinico del gen DG17 de Dictyostelium,
cuya expresion es inducida especificamente durante la agregacién mediante AMFc (18).

Esta region forma el patrén de C-X,-C-X,-C-X;-H-X;-C-X-C; y las cisteinas y la histidina se conservan en un
espacio similar en las proteinas 4-1BB, sina, y DG17. Diez de los 24 aminod4cidos entre las proteinas 4-1BB y sina son
idénticos, y 3 de los 24 son sustitutos conservadores. El patrén conservado sugiere que estos aminodcidos son funcio-
nalmente importantes. La proteina sina estd localizada en el nicleo, lo que sugiere que tiene una funcién reguladora
en las células. El hecho de que la secuencia de aminoacidos del 4-1BB contenga caracteristicas como el motivo del
dedo de cinc, una proteina nuclear y un dominio receptor sugiere que el 4-1BB puede desempeiiar papeles diversos
durante la proliferacién y la diferenciacién celulares.

El 4-1BB puede representar otra molécula de la superficie celular implicada en las interacciones entre las células
T y las CPA. La proteina de fusién 4-1BB-FA se enlaza especificamente con lineas de células B maduras, células B
primarias activadas con anti-P, y lineas celulares de macr6fagos maduros. La 4-1BB-FA se enlaza a niveles reducidos
o insignificantes con lineas celulares inmaduras B y de macréfagos, clones de células T, células T primarias de cultivo
y diversas lineas celulares no linfoides. Dado que la 4-1BB-FA se enlaza con células B y macréfagos maduros, es
posible que las sefiales entregadas con el enlace de 4-1BB puedan modular de alguna manera las funciones de las
CPA. Esta posibilidad sigue pendiente de estudio.

Chalupny y sus colegas (19) han propuesto que la 4-1BB Rg, una proteina de fusién que consiste en el dominio
extracelular de 4-1BB y la region Fc de la IgG humana, se enlaza con matriz extracelular (MEC). El nivel mds elevado
de enlace de 4-1BB Rg fue con la vitronectina humana. En datos no mostrados, se realizé un ensayo ELISA usando
4-1BB-FA vy vitronectina humana (Yelios Pharmaceuticals/GIBCO-BRL, Grand Island, Nueva York) inmovilizada a
0,007 ug-10 ug por pocillo en placas de microtitracion. No se observé ningtn enlace de la 4-1BB-FA basado en
la actividad de la FA. Para descartar la posibilidad de que la 4-1BB-FA se estuviera enlazando con proteinas unidas
extrinsecamente a la superficie celular (posibles componentes de la matriz extracelular), se lavaron linfomas de células
B en condiciones 4cidas antes del ensayo en enlace. La 4-1BB-FA sigui6 enlazdndose especificamente a linfomas
de células B maduras. Queda por determinar si existe un ligando 4-1BB expresado especificamente en células B y
macrdfagos, y si la 4-1BB-FA puede enlazarse con la MEC bajo condiciones de enlace particulares. Es posible que la
MEC pudiera facilitar el enlace de 4-1BB con un ligando especifico de la superficie celular.

Las células B y las células T colaboradoras interactian entre si mediante receptores en las células B que se enlazan
con sus contrarreceptores especificos en las células T. Se cree que esta interaccion da como resultado una cascada de
relevos de sefializacién bioquimica entre estos dos tipos de células (20). Segtin prosigue esta interaccion, estas células
se dedican a entrar en la fase S del ciclo celular. Las interacciones iniciales entre RCT y CD4 en las células T, y de los
antigenos de CPH II procesados en las células B, no dan como resultado células B capaces de entrar en el ciclo celular
(21). Sin embargo, los estudios de sistemas in vitro sugieren que, una vez que las células T son estimuladas, expresan
nuevas moléculas de la superficie celular sintetizadas o modificadas capaces de inducir a las células B a entrar en
el ciclo celular (22, 23). Esta funcion de las células T no es especifica para un antigeno ni restringida al CPH (24).
Ademds, no se requieren factores solubles para la induccion activada con Th de la activacion de las células B (25).
Una vez que las células B entran en el ciclo celular, la IL-4 induce a las células B a progresar de la fase G, a la S.
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La capacidad de las células T activadas o de las membranas de las células T para promover la entrada de las células
B en el ciclo celular puede ser bloqueada mediante tratamiento o bien de cicloheximida o bien de ciclosporina A (26,
27). Estas proteinas de la membrana nuevas expresadas parecen ser semejantes a las linfocinas en sus caracteristicas
de induccidn.

El 4-1BB tiene propiedades de expresion que satisfacen los requisitos de un coestimulador de células B. El 4-1BB
es inducible por estimulacién de células T inducida por anti-CD3 o RCT, y su expresion es sensible a la ciclosporina
A, al igual que al tratamiento con cicloheximida (28). Resulta interesante que las células SF21-4-1BB fijadas con
paraformaldehido, se sinergizaran con anti-P al inducir la proliferacién de células B. La coestimulacién de células B
esplénicas mediante SF21-4-1BB ocurrié con dosis 6ptimas (10 pg/ml) y subdptimas (1,0-0,1 pg/ml) de anti-P. La
adicién de células SF21-4-1BB a células B en reposo no resultd en una proliferacion significativa de células B. Las
células SF21-4-1BB no se sinergizaron con TPA ni ionomicina, ni con concentraciones sub6ptimas de LPS al inducir
la proliferacién de células B.

Aunque se ha usado el sistema de baculovirus para expresar grandes cantidades de proteinas solubles recombinan-
tes, este sistema puede utilizarse para la expresién de proteinas recombinantes de la superficie celular. La infeccién
con baculovirus proporciona un medio conveniente para expresar niveles con uniformidad elevada de proteina recom-
binante célula a célula. Es digno de mencién que la adicién de células SF21 solas no diese como resultado niveles
significativos de coestimulacion. Este puede ser un problema potencial cuando se usan lineas celulares cos- o L- que
pueden exhibir una fuerte actividad coestimuladora por si solas.

La CD40, otro miembro de la superfamilia RFCN, se expresa en las células B e interacttia con gp39, una molécula
expresada en las células T activadas. Se han clonado los ADNc que codifican las proteinas gp39 murina (29) y humana
(30); esta molécula de la superficie celular es una proteina de membrana de tipo II con homologia con el factor de
la necrosis. Noelle et al. (31) hallaron que una proteina de fusion CD40-inmunoglobulina es capaz de bloquear la
proliferacion y la diferenciacion de células B inducidas por células T de una forma que depende de la dosis. Armitage
et al. han aislado un ADNc de la gp39 murina y mostraron que la gp39 podia inducir la proliferacién de células B
en ausencia de coestimulos, y dar como resultado la produccién de IgE en presencia de IL-4-. Hollenbaugh et al.
(32) han demostrado que las células con gp39 humana pueden sinergizarse o bien con TPA o anti-CD20 al inducir
la proliferacién de células B humanas y ser capaces de estimular las células B sin un coestimulador inicamente a
niveles reducidos. Estos datos indican que la CD40 puede ser una de las moléculas de la superficie de las células B
que transmiten sefiales durante el contacto fisico con las células T.

Los receptores de la superficie celular se comunican con su medio externo interactuando ya sea con factores solu-
bles o con otras moléculas de la superficie celular expresadas en células vecinas. El papel de las sefiales bioquimicas
entregadas en el contacto célula a célula en contraposicion con las entregadas mediante factores solubles que inter-
actiian con los receptores de la superficie celular no estd claro. La superfamilia RFCN es inusual, porque el RENT
Iy el II, al igual que la RFCN, se enlazan con mds de un ligando. Los RFNT I y II se enlazan ambos con el FNT-
a 'y el FNT-R (33). El RFCN se enlaza con el FCN, el factor neurotréfico derivado del cerebro y la neurotrofina-3
(34).

Ademads, un ligando puede funcionar a la vez como superficie celular y como ligando soluble. La evidencia reciente
sobre el ligando CD4-0, gp39, sugiere que este ligando puede existir como ligando enlazado a la membrana, al igual
que como ligando soluble (35). Puede que sea posible que el 4-1BB se segregue e interactie con las células B de una
forma soluble, al igual que en forma ligada a la membrana. La CD27, un miembro de la familia de receptores RFCN,
que es expresada en las células T, es segregada, ademds de estar expresada en la superficie celular (36). También es
posible que mds de 1 ligando (soluble y de la superficie celular) pueda enlazarse con el 4-1BB.

Aislamiento del homdlogo humano, H4-1BB

Para aislar el homdlogo humano (H4-1BB) del 4-1BB de ratén, se disefiaron dos juegos de cebadores de la reaccion
en cadena de la polimerasa (RCP). Para disefiar cebadores RCP, se comparé la secuencia de aminoécidos entre los
miembros de la superfamilia de Receptores del Factor de Crecimiento Nervioso (RFCN) porque el 4-1BB es miembro
de la superfamilia (37). Las secuencias de aminoéacidos empleadas fueron el 4-1BB de ratén (38), el RFCN humano
(39), los receptores del factor de necrosis tumoral humana (33), la CD40 humana (40) y la CD27 humana (6). Se
escogieron las dreas de conservacién de la secuencia entre la superfamilia RFCN.

El cebador directo I (H4-1BBFI) abarca desde el aminoacido 36 al 41 y el cebador directo II (HR-1BBFII) abarca
desde el aminodcido 52 al 58 del 4-1BB de ratén. El cebador inverso I (H4-1BBRI) abarca desde el aminoécido 116
al 121 y el cebador inverso II (H4-1BBRII) abarca desde el aminoacido 122 al 128 del 4-1BB de ratén. Las regiones
usadas como cebadores de la RCP en el 4-1BB de raton estdn indicadas en la Fig. 1.
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La secuencia oligonucleétida redundante de cada cebador es como sigue:

H4-1BBFI: 57 TTC TGT CGI AAA TAT AAT cc 3!
T c A G C C
H4-1BBFII: 5 TTC TCI TCI ATT GGI GGI CA 3!
T G G C
A
H4-1BBRI: 57 cc IAA IGA ACA IGT TTT ACA 3!
G CT G C G

H4-1BBRII: 5' TT TTG ATC ATT AAA IGT ICC 3!

Se aislaron y activaron con APM (10 ng/ml) y los ionomicina (1 uM) linfocitos de la sangre periférica de individuos
normales sanos. Se aisl6 ARNm de los linfocitos. Usando transcriptasa inversa, se convirtié el ARNm de los linfocitos
humanos en ADNc monocatenario. A continuacién, el ADNc fue amplificado con polimerasa Taq con combinacién
de los cebadores. La combinacién de los cebadores fue como sigue: H4-1BBFI frente a H4-1BBRI; H4-1BBFI frente
a H4-1BBRII; H4-1BBFII frente a H4-1BBRI; y H4-1BBFII frente a H4-1BBRII.

El conjunto de cebadores de H4-1BBFII y H4-1BBRII produjo una banda especifica de ~240 bp. Los 240 bp
es el tamafio esperado del 4-1BB humano si la proteina homdloga humana es similar en tamafio al 4-1BB de ratén.
El producto de la RCP (240 bp) fue clonado en un vector PGEM3 y secuenciado. Un marco de lectura abierta del
producto de la RCP fue idéntico en ~65% al 4-1BB de ratén. El producto de la RCP de 240 bp se us6 para cribar una
genoteca de ADNc del Agtl1 de linfocitos T humanos activados. Se aisl6 un ADNc de ~0,85 kb. La secuencia del
ADNCc se muestra en la Figura 2, y la secuencia de aminodcidos predicha se muestra en la Figura 2b. La informacién
igual mostrada es el listado de secuencia adjunto a esta memoria en la id. de secuencia 1.

Se construyé un pldsmido de expresion para producir la proteina de fusiéon H4-1BB-FA. Se amplificé mediante
RCP la porcién 5° del ADNc de H4-1BB, incluyendo las secuencias que codifican la secuencia de sefiales y todo
el dominio extracelular. Para la clonacion correctamente orientada, se crearon un sitio Hind III en el extremo 5° del
cebador director y un sitio Bgl II en el extremo 5° del cebador inverso.

El fragmento Hind III - Bgl II H4-1BB fue insertado en el vector de expresién mamifera APtaq-1, aguas arri-
ba de la secuencia de codificacion de la fosfatasa alcalina (FA) placentaria humana. Los cebadores de la RCP de
oligonucle6tidos usados para la amplificacién de la porcién 5’ del H4-1BB son como sigue:

Cebador directo: 5> AAT AAG CTT TGC TAG TAT CAT ACCT 3’
Cebador inverso: 5 TTA AGA TCT CTG CGG AGA GTG TCC TGG CTC 3’

Se usarda H4-1BB-FA para identificar células y tejidos que expresan el ligando para el 4-1BB humano (es decir, el
H4-1BBL). Los estudios con 4-1BB de ratén indicaron que el ligando para el 4-1BB estd en la superficie celular. Las
células B y los macrdfagos eran células importantes que expresan el 4-1BBL. Cabe esperar que el H4-1BBL también
se exprese en células B y macréfagos humanos.

Se generard una genoteca de ADNc de expresién mamifera a partir de lineas celulares humanas que expresan H4-
IBBL. La genoteca serd cribada por H4-1BB-FA marcada con ['*] I. A continuacion, se aislard y caracterizard el
ADNCc del H4-1BBL. Acto seguido, se producird H4-1BBL recombinante soluble. Se usara tanto H4-1BB-FA como
H4-1BBL para suprimir o potenciar las respuestas inmunitarias, tal como se describe mds abajo. Se producird el
anticuerpo monoclonal al H4-1BB y al H4-1BBL.

Conforme a los estudios con 4-1BB de ratén, el 4-1BB actia como sefial coestimuladora. Cabe esperar que el H4-
IBB actie como sefal coestimuladora para la activacién de las células T. El 4-1BB de ratén ayudé a las células B
con la proliferacion y la diferenciacion. Cabe esperar que el H4-1BB haga lo mismo. Pueden usarse H4-1BB-FA, H4-
1BBL y el anticuerpo monoclonal para suprimir o potenciar las respuestas inmunitarias humanas.

Las Figuras 3a y 3b ilustran las moléculas implicadas en la activacién de células T. Durante la activacién inicial de
las células T (fase cognitiva), las células T en reposo expresan el complejo RCT/CD3 y otras moléculas “accesorias”.
Entre estas moléculas expresadas constitutivamente, CD4 (o CD8), LFA-1 y CD28 son probablemente las que reciben
seflales coestimuladoras. La interaccién inicial con el complejo RCT/CD3 en combinacién con estas sefiales coestimu-
ladoras “accesorias” conduce a la expresion subsiguiente de moléculas receptoras adicionales, como CD28, CTLA4
y 4-1BB. Es probable que estas moléculas nuevas expresadas vayan a recibir importantes sefiales coestimuladoras
adicionales en etapas posteriores de la activacién de las células T (expansion clonal).

La entrada HUMILAX de la base de datos, Numero de acceso L12964, versién de GI: 292237; 6.12.1993 describe
un ADNc y su secuencia predicha de aminodcidos que difiere de la ID SEC N° 1 en un intercambio de aminodcidos.
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Supresion de las respuestas inmunitarias

Las Figuras 4a-c ilustran una red normal de activacién de células T. Las Figuras 5a-c ilustran el bloqueo de las
respuestas inmunitarias con quimera soluble de 4-1BB. Si el 4-1BB desempefia un papel en la activacién de las
células T, el bloqueo de la interaccién a su ligando en células presentadoras de antigeno deberia dar como resultado
la supresion de las respuestas inmunitarias dependientes de las células T. Estd bien documentado que el bloqueo de
la interaccién de la CD28 con su contrarreceptor B7 suprime en distintos grados tanto la produccién de anticuerpos
in vivo como las respuestas inmunitarias mediadas por células. El bloqueo de ambas interacciones deberia dar como
resultado una inmunosupresion més efectiva, dado que el 4-1BB es inducido durante la activacién de las células T.
El bloqueo de la interaccién de 4-1BB con su ligando puede ser de importancia en fases posteriores del proceso de
activacion en las que la interaccién CD28/B7 pueda no ser ya de relevancia.

Tal como se ilustra anteriormente con el receptor 4-1BB de ratén y con el ligando 4-1BBL de ratén, la adicién de
H4-1BB-FA recubrird las células que expresan el H4-1BBL y bloqueara la interaccién normal entre H4-1BB y H4-
1BBL. Esto conducird a la inmunosupresion. Este tipo de inmunosupresion es especifica al antigeno. Por lo tanto, evita
la inmunosupresion generalizada producida por los tratamientos con anti-CD3 o ciclosporina A. El tratamiento con
H4-1BB-FA puede usarse para tratar ciertas enfermedades autoinmunitarias y para facilitar el trasplante de 6rganos.

Potenciacion inmunitaria

El H4-1BB puede actuar en la fase tardia de activacién de las células T y puede ser una molécula vital para
completar la activacién de las células T. La mayoria de los tumores presentan antigenos especificos al tumor. Sin
embargo, una razén por la que los tumores inmunogénicos pueden escapar del sistema inmunolégico del anfitrién es
que las células T reactivas contra el tumor reciben una coestimulacién inadecuada. Por lo tanto, la introduccién en el
tumor de las moléculas coestimuladoras, como el H4-1BB, podria potenciar la inmunidad antitumoral de las células
T citotoxicas (LTC). El H4-1BBL puede expresarse de forma especifica a la célula. Por ejemplo, el H4-1BBL puede
ser expresado en melanoma usando un promotor especifico a los melanocitos, como los promotores de tirosinasa. El
melanoma que expresa H4-1BBL estimulara células T citotéxicas mediante el H4-1BB y activara los LTC especificos
al melanoma. Los LTC activados especificos al melanoma pueden destruir el melanoma.
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REIVINDICACIONES

1. Un ADNCc que codifica la proteina receptora H4-1BB que tiene una secuencia de aminodcidos mostrada en la ID
SEC N° 1.

2. El ADNCc de la reivindicacidén 1 que tiene la secuencia de nucleétidos mostrados en la ID SEC N° 1.

3. El ADNc de la reivindicacién 1, identificado como pH4-1BB, depositado en la Coleccion de Cultivos del Servi-
cio de Investigacion Agricola con el nimero de entrada NRRL B21131.

4. Un ADN aislado obtenible mediante amplificacién por RCP del ADNc de la reivindicacién 2 usando el oligonu-
cleétido 5 AAT AAG CTT TGC TAG TAT CAT ACC T 3’ como cebador directo y el oligonucledtido 5° TTA AGA
TCT CTG CGG AGA GTG TCC TGG CTC 3’ como cebador inverso.

5. La proteina receptora H4-1BB, obtenible

a) insertando el ADNc de las reivindicaciones 1, 2 0 3 en un vector de expresién apropiado,
b) transfectando dicho vector de expresién en un anfitrién de transfeccién apropiado,

¢) cultivando dichos anfitriones transfectados en un medio de cultivo apropiado y

d) purificando la proteina receptora de dicho medio de cultivo.

6. La proteina receptora H4-1BB que tiene la secuencia de aminodcidos mostrada en la ID SEC N° 1.

7. Un anticuerpo monoclonal contra H4-1BB que reconoce especificamente la proteina receptora H4-1BB, en el
que la H4-1BB tiene la secuencia de aminodcidos mostrada en la ID SEC N° 1.

8. Un hibridoma capaz de producir un anticuerpo monoclonal contra H4-1BB que reconoce especificamente la
proteina receptora H4-1BB, en el que la H4-1BB tiene la secuencia de aminodcidos mostrada en la ID SEC N° 1.

9. El anticuerpo monoclonal de la reivindicacién 7 para su uso como inmunosupresor o inmunoestimulante en
seres humanos.

10. Un procedimiento ex vivo para potenciar la proliferacion de células T que comprende la etapa de tratamiento
de células T que tienen expresada la proteina receptora H4-1BB con el anticuerpo monoclonal de la reivindicacion 7.

11. El procedimiento de la reivindicacion 10 que comprende ademads la etapa de llevar a cabo dicho tratamiento en
presencia de la proteina tirosinasa quinasa.

12. Una proteina de fusién que comprende:
a) la porcién extracelular de la proteina receptora H4-1BB; y
b) una proteina de deteccion,

en la que la H4-1BB tiene la secuencia de aminodcidos mostrada en la ID SEC N° 1.

13. La proteina de fusién de la reivindicacién 12 en la que dicha proteina de deteccion es fosfatasa alcalina.

14. Un procedimiento de deteccion de los ligandos de la membrana celular a la proteina receptora H4-1BB que
comprende:

a) proporcionar una proteina de fusién que incluye:
1) la porcién extracelular de dicha proteina receptora H4-1BB, y
2) una proteina de deteccidn ligada a dicha porcién de dicha proteina receptora H4-1BB, de modo que
el enlace de ligandos pueda detectarse mediante ensayos de actividad relativa para dicha proteina de

deteccidn;

b) situar dicha proteina de fusién en presencia de una célula de la que se sospecha que expresa dichos ligandos
de la membrana celular;

12
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¢) lavar dicha célula de cualquier proteina de fusién no ligada a dichos ligandos de la membrana celular;

d) situar dicha célula lavada en presencia de un sustrato para dicha proteina de deteccién y medir la actividad
relativa de dicha proteina de deteccidn,

en el que la H4-1BB tiene la secuencia de aminodcidos mostrada en la ID SEC N° 1.

15. El procedimiento de la reivindicacion 14, en el que dicha proteina de deteccion es fosfatasa alcalina.
16. Un procedimiento ex vivo de induccién de la proliferacion de células B que comprende la etapa de tratar las

células B que tienen expresado un ligando a la proteina receptora H4-1BB con células que tienen expresada la proteina
receptora H4-1BB, en el que la H4-1BB tiene la secuencia de aminoacidos mostrada en la ID SEC N° 1.

13
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LISTA DE SECUENCIAS

(1) INFORMACION GENERAL:

(1)
(i)
(iii)
@iv)

)

(vi)

(vii)

(vii)

(vii)

(viii)

(ix)

®

SOLICITANTE: Byoung Se Kwon
TITULO DE LA INVENCION: New Human Receptor and Related Products and Methods
NUMERO DE SECUENCIAS: 1

DIRECCION PARA LA CORRESPONDENCIA:
(A) DESTINATARIO: Barnard & Brown
(B) CALLE: 306 E. State St., Suite 220
(C) CIUDAD: Ithaca
(D) ESTADO: Nueva York
(E) PAIS: Estados Unidos
(F) CODIGO POSTAL: 14850

FORMA LEGIBLE POR ORDENADOR:
(A) TIPO DE MEDIO: Disquete de 3,50 pulgadas, almacenamiento de 1,4 Mb
(B) ORDENADOR: Compatible con IBM AT
(C) SISTEMA OPERATIVO: MS DOS, version 5.0
(D) PROGRAMAS: Programa especial en QBasic

DATOS DE LA SOLICITUD ACTUAL:
(A) NUMERO DE SOLICITUD:
(B) FECHA DE PRESENTACION:
(C) CLASIFICACION:

DATOS DE SOLICITUD ANTERIOR:
(A) NUMERO DE SOLICITUD: 08/012.269
(B) FECHA DE PRESENTACION: 1/2/93

DATOS DE SOLICITUD ANTERIOR:
(A) NUMERO DE SOLICITUD: 07/922.996
(B) FECHA DE PRESENTACION: 30/7/92

DATOS DE SOLICITUD ANTERIOR:
(A) NUMERO DE SOLICITUD: 07/267.577
(B) FECHA DE PRESENTACION: 7/11/88

INFORMACION DEL ABOGADO/AGENTE:
(A) NOMBRE: Michaels, Christopher A.
(B) NUMERO DE INSCRIPCION: 34.390
(C) NUMERO DE REFERENCIA/SUMARIO: kwnh41bb

INFORMACION DE TELECOMUNICACIONES:
(A) TELEFONO: 607-273-1711
(B) TELEFAX: 607-273-2609
(C) TELEX:

(2) INFORMACION PARA LA ID SEC N° I:

CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 838
(B) TIPO: acido nucleico
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(ii)
(iii)
(iv)

v)
(vi)

(vii)

(viii)

(ix)

)

(xi)

ES 2341 631 T3

(C) TIPO DE CADENA: doble cadena
(D) TOPOLOGIA: lineal

TIPO DE MOLECULA: ADNc a ARNm
HIPOTETICA: No

ANTISENTIDO: No

TIPO DE FRAGMENTO: n/d

FUENTE ORIGINAL:
(A) ORGANISMO: Humano
(B) CEPA:
(C) AISLADO INDIVIDUAL: H4-1BB N° 1
(D) ETAPA DE DESARROLLO: Célula T diferenciada
(E) HAPLOTIPO:
(F) TIPO DE TEJIDO:
(G) TIPO DE CELULA: Linfocitos
(H) LINEA CELULAR:
() ORGANULO:

FUENTE INMEDIATA:
(A) GENOTECA: Genoteca de ADNc
(B) CLON:

POSICION EN EL GENOMA:
(A) CROMOSOMA/SEGMENTO:
(B) POSICION EN EL MAPA:
(C) UNIDADES:
CARACTERISTICA:

(A) NOMBRE/CLAVE: H4-1BB
(B) UBICACION:

(C) PROCEDIMIENTO DE IDENTIFICACION: Similitud con 4-1BB de ratén y otros miembros

de la superfamilia RFCN
(D) OTRA INFORMACION:

INFORMACION DE PUBLICACIONES:
(A) AUTORES: Kwon, B.S., y Weissman, S.M.

(B) TITULO: cDNA sequences of two inducible T-cell genes

(C) REVISTA: Proc. Natl. Acad. Sci. USA
(D) TOMO: 86

(E) NUMERO:

(F) PAGINAS: 1963-1967

(G) RESIDUOS RELEVANTES: todos

DESCRIPCION DE SECUENCIAS: ID SEC N° 1:
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AATCAGCTTT GCTAGTATCA
ATG GGA AAC AGC TGT
Met Gly Asn Ser Cys
1 5
CTC AAC TTT GAG AGG
Leu Asn Phe Glu Arg
20
TGC CCA GCT GGT ACA
Cys Pro Ala Gly Thr
35
AGT CCC TGT CCT CcCA
Ser Pro Cys Pro Pro
50
ACC TGT GAC ATA TGC
Thr Cys Asp Ile Cys
65
AAG GAG TGT TCC TCC
Lys Glu Cys Ser Ser
80
GGG TTT CAC TGC CTG
Gly Phe His Cys Leu
95
TGT AARA CAA GGT CAA
Cys Lys Gln Gly Gln
110
TGC TTT GGG ACA TITIT
Cys Phe Gly Thr Phe
125
TGG ACA AAC TGT TICT
Trp Thr Asn Cys Ser
140
ACG AAG GAG AGG GAC
Thr Lys Glu Arg Asp
155
TCT CCG GGA GCA TCC
Ser Pro Gly Ala Ser
170
CCA GGA CAC TCT CCG
Pro Gly His Ser Pro
185
TCG ACT GCG TTG CTIC
Ser Thr Ala Leu Leu
200
TCT GTT GTT AAA CGG
Ser Val Vval Lys Arg
215
CAA CCA TTT ATG AGA
Gln Pro Phe Met Arg
230
TGT AGC TGC CGA TIT
Cys Ser Cys Arg Phe
245
TGAAATGGAA GTCAATAGGG

ES 2341 631 T3

TACCTGTGCC

TAC AAC ATA
Tyr Asn Ile
ACA AGA TCA
Thr Arg Ser
TTC TGT GAT
Phe Cys Asp
AAT AGT TTC
Asn Ser Phe
AGG CAG TGT
Arg Gln Cys
ACC AGC AAT
Thr Ser Asn
GGG GCA GGA
Gly Ala Gly
GAA CTG ACA
Glu Leu Thr
AAC GAT CAG
Asn Asp Gln
TTG GAT GGA
Leu Asp Gly
GTG GTC TGT
val Val Cys
TCT GTG ACC
Ser Val Thr
CAG ATC ATC
Gln TIle Ile
TTC CTG CTG
Phe Leu Leu
GGC AGA AAG
Gly Arg Lys
CCA GTA CAA
Pro Val Gln
CCA GAA GAA
Pro Glu Glu
CTGTTGGGAC

AGATTTCATC
GTA GCC
Val Ala

10
TTG CAG
Leu Gln
25
AAT AAC
Asn Asn
40
TCC AGC
Ser Ser
55
AAA  GGT
Lys Gly
70
GCA GAG
Ala Glu
85
TGC AGC
Cys Ser
100
AAA AAA
Lys Lys
115
AAA CGT
Lys Arg
130
AAG TCT
Lys Ser
145
GGA CcCaA
Gly Pro
160
CCG CCT
Pro Pro
175
TCC TTC
Ser Phe
190
TTC TTC
Phe Phe
205
AAA CTC
Lys Leu
220
ACT ACT
Thr Thr
235
GAA GAA
Glu Glu
250
TTT

ACT
Thr

GAT
Asp

AGG
Arg

GCA
Ala

GTT
Val

TGT
Cys

ATG
Met

GGT
Gly

GGC
Gly

GTG
Val

TCT
Ser

GCC
Ala

TTT
Phe

CTC
Leu

CTG
Leu

CAA
Gln

GGA
Gly

CTG
Leu

CCT
Pro

AAT
Asn

GGT
Gly

TTC
Phe

GAC
Asp

TGT
Cys

TGT
Cys

ATC
Ile

CTT
Leu

CCA
Pro

CCT
Pro

CTT
Leu

ACG
Thr

TAT
Tyr

GAG
Glu

GGA
Gly

TTG
Leu

TGT
Cys

CAG
Gln

GGA
Gly

AGG
Arg

TGC
Cys

GAA
Glu

Lys

TGT
Cys

GTG
Val

GCT
Ala

GCG
Ala

GCG
Ala

CTC
Leu

ATA
Ile

GAA
Glu

TGT
Cys

CTG
Leu

AGT
Ser

ATT
Ile

CAA
Gln

ACC
Thr

ACT
Thr

CAG
Gln

GAC
Asp

CGA
Arg

AAT
Asn

GAC
Asp

AGA
Arg

CTG
Leu

CGT
Arg

TTC
Phe

GAT
Asp

GAA
Glu

GTC
Val
15

AAC
Asn
30

TGC
Cys
45
AGG
Arg
60
AGG
Arg
75

(610):
Pro
90

GAT
Asp
105
TGT
Cys
120
CCcC
Pro
135
GGG
Gly
150
CTC
Leu
165
GAG
Glu
180
ACG
Thr
195
TTC
Phe
210

Lys
225
GGC
Gly
240
CTG
Leu
255

40
85

130

175

220

265

310

355

400

445

490

535

580

625

670

715

760

805

838
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