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DESCRIPCION

Cabeza globular de OBG3 y usos de la misma para reducir la masa corporal.
Campo de la invencion

La presente invencioén se refiere al campo de la investigacion metabdlica, en particular al descubrimiento de com-
puestos eficaces para reducir la masa corporal y ttiles para tratar enfermedades y trastornos relacionados con la obe-
sidad. Las enfermedades o trastornos relacionados con la obesidad previstos para ser tratados por los métodos de la
invencién incluyen, pero sin limitarse a ellos, hiperlipidemia, ateroesclerosis, diabetes, e hipertension.

Antecedentes de la invencion

La siguiente exposicion pretende facilitar el entendimiento de la invencién, pero ni se pretende ni se admite que
sea la técnica anterior a la invencion.

La obesidad es un problema de salud publica que es grave, que estd muy extendido, y que va en aumento. En los
Estados Unidos, el 20 por ciento de la poblacién es obesa; en Europa, un porcentaje ligeramente mds bajo es obeso
(Friedman (2000) Nature 404: 632-634). La obesidad se asocia con un aumento del riesgo de hipertension, enfermedad
cardiovascular, diabetes, y cancer asi como complicaciones respiratorias y osteoartritis (Kopelman (2000) Nature 404:
635-643). Incluso una pérdida de peso moderada mejora estas condiciones asociadas.

Aunque todavia se reconoce que los factores del estilo de vida que incluyen el entorno, la dieta, la edad y el ejercicio
desempefian un papel en la obesidad, los estudios de gemelos, los andlisis de agregacion familiar, y los estudios de
adopcién indican todos que la obesidad es en gran medida el resultado de factores genéticos (Barsh ez al (2000) Nature
404:644-651). De acuerdo con estos estudios, estd el hecho de que estd siendo identificado un nimero creciente de
genes relacionados con la obesidad. Algunos de los genes mas ampliamente estudiados incluyen los que codifican la
leptina (ob) y su receptor (db), pro-opiomelanocortina (Pomc), receptor 4 de melanocortina (Mc4r), proteina agouti
(AY), carboxipeptidasa E (fat), receptor 2C de 5-hidroxitriptamina (Htr2c), nescient helix-loop-helix 2 (Nhlh2) bésico,
prohormona-convertasa 1 (IPCSK1), y proteina tubby (tubby) (revisado en Barsh ez al (2000) Nature 404:644-651).

Sumario de la invencion

La presente invencién se basa en el descubrimiento de que porciones del polipéptido OBG3 de longitud completa,
denominadas fragmentos de polipéptido OBG3 o fragmentos de polipéptido gOBG3, tienen efectos inesperados in
vitro e in vivo, incluyendo su uso para la reduccién de peso y prevencion de la ganancia de peso en los seres humanos
y otros mamiferos. Estos efectos inesperados de la administracién del fragmento de polipéptido OBG3 o gOBG3 a los
mamiferos incluyen también la reduccién de los niveles elevados de acidos grasos libres causados por la administracién
de epinefrina, inyeccion i.v. de “intralipid”, o administraciéon de un alimento de ensayo rico en grasas, asi como el
aumento de la oxidacién de los 4cidos grasos en las células del musculo, y la reduccién de peso en los mamiferos
que consumen una dieta rica en grasas/rica en sacarosa. Estos efectos son inesperados y sorprendentes dado que la
administracién del polipéptido OBG3 de longitud completa generalmente no tiene ningtn efecto ni in vivo ni in vitro.
Dado que no se observa ningtin efecto después de la administracion del polipéptido OBG3 de longitud completa,
los niveles de polipéptido OBG3 de longitud completa requeridos para obtener un efecto lo hacen inviable como un
tratamiento potencial para los seres humanos en este momento. Por contraste, los fragmentos de polipéptido gOBG3
descritos en esta memoria, son radicalmente més eficaces y por tanto se pueden proporcionar a niveles que son factibles
para tratamientos a los seres humanos.

Por tanto, un primer aspecto de la invencién es el uso de un fragmento globular de OBG3, en el que el fragmento
globular de OBG3 se selecciona del grupo que consiste en:

(i) aminodcidos 104 a 247 de la SEQ ID NO: 2 o de la SEQ ID NO: 4, aminoacidos 111 a 247 de la SEQ
ID NO: 2 o de 1a SEQ ID NO: 4, aminoacidos 135 a 247 de la SEQ ID NO: 2 o de la SEQ ID NO: 4,
aminodcidos 101 a 244 de la SEQ ID NO: 6, aminodcidos 108 a 244 de la SEQ ID NO: 6, y aminoacidos
132 a 244 de 1la SEQ ID NO: 6, o

(i) una variante de cualquiera de los fragmentos globulares de OBG3 que tienen una o mds sustituciones
permisivas de aminoécidos, en la que cada una de dichas sustituciones permisivas de aminodcidos es una
sustitucién conservadora de aminodcidos, en la que la variante tiene al menos una pero no mas de 10
sustituciones conservadoras de aminoacidos; o

(iii) aminoacidos 104 a 247 de la SEQ ID NO: 2 o de la SEQ ID NO: 4, aminodcidos 111 a 247 de la SEQ
ID NO: 2 o de la SEQ ID NO: 4, aminoacidos 135 a 247 de la SEQ ID NO: 2 o de la SEQ ID NO: 4,
aminodcidos 101 a 244 de la SEQ ID NO: 6, aminodcidos 108 a 244 de la SEQ ID NO: 6, y aminodcidos
132 a 244 de 1a SEQ ID NO: 6; ligados a polietilenglicol o en forma de un péptido de fusién IgG Fc;

causando el fragmento globular de OBG3 de (ii) o (iii) un cambio en al menos uno de los pardmetros seleccionados
entre lipemia post-prandial, nivel de dcidos grasos libres, nivel de triglicéridos, nivel de glucosa, oxidacién de los
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dcidos grasos libres, o peso, siendo el cambio causado por el fragmento globular de OBG3 de (ii) o (iii) comparable
a un cambio causado por el fragmento globular de OBG3 de (i), para la preparacién de un medicamento para la
prevencion o tratamiento de un trastorno relacionado con la obesidad, o para la preparacién de un medicamento para
la reduccién de la masa corporal o prevencion de ganancia de peso.

En una realizacién preferida, un fragmento de polipéptido gOBG3 descrito en esta memoria, es capaz de reducir
los niveles (concentracion) circulantes (en sangre, suero o plasma) de: (i) 4cidos grasos libres, (ii) glucosa, y/o (iii)
triglicéridos. Los fragmentos de polipéptido mas preferidos que demuestran actividad para reducir el nivel de los
acidos grasos libres, actividad para reducir el nivel de glucosa, y/o actividad para reducir el nivel de triglicéridos,
tienen una actividad que es significativamente mayor que la de OBG3 de longitud completa a la misma concentracién
molar, tienen una actividad mayor que la actividad transitoria y/o tienen una actividad sostenida.

Los fragmentos de polipéptido gOBG3 mds preferidos son aquellos que estimulan de forma significativa la oxida-
cién de los lipidos o de los dcidos grasos libres en el muisculo en comparacién con los polipéptidos OBG3 de longitud
completa a la misma concentracién molar. Los fragmentos gOBG3 mads preferidos son aquellos que hacen que las
células C2C12 diferenciadas en presencia de dichos fragmentos sufran al menos un 10%, 20%, 30%, 35%, o 40%
mds de oxidacién de oleato en comparacion con las células no tratadas o las células tratadas con OBG3 de longitud
completa.

Los fragmentos de polipéptido gOBG3 mas preferidos son aquellos que son al menos un 30% mas eficaces que
el OBG3 de longitud completa para aumentar la absorcién de leptina en una linea celular hepatica (preferiblemente
células hepaticas de ratén BPRCL (ATCC CRL-2217)).

Los fragmentos de polipéptido gOBG3 mads preferidos son aquellos que reducen de forma significativa el aumento
postprandial de los dcidos grasos libres en el plasma debido a una comida rica en grasas.

Los fragmentos de polipéptido gOBG3 mads preferidos son aquellos que reducen de forma significativa o eliminan
la produccién de cuerpos ceténicos como resultado de una comida rica en grasas.

Los fragmentos de polipéptido gOBG3 mas preferidos son aquellos que forman multimeros (por ejemplo, hetero-
multimeros u homomultimeros) in vitro y/o in vivo. Los multimeros preferidos son los homodimeros u homotrimeros.
Otros multimeros preferidos son los homomultimeros que comprenden al menos 4, 6, 8, 9, 10 o 12 subunidades de
fragmento de polipéptido OBG3 o gOBG3. Otros multimeros preferidos son los heteromultimeros que comprenden
un fragmento de polipéptido gOBG3 descrito aqui.

Un vector recombinante puede comprender un promotor ligado operativamente a una regién codificadora capaz de
expresar:

(a) un fragmento globular de OBG3 o una variante como se describe aqui; o

(b) una fusién de dicho fragmento globular de OBG3 en la que el fragmento estd en la forma de un péptido de
fusién IgG Fe.

Una célula recombinante puede comprender dicho vector recombinante. Una célula hospedante puede ser recom-
binante para un polinucleétido descrito en esta memoria.

Una composicién farmacéuticamente o fisiolégicamente aceptable puede comprender, consiste esencialmente en,
o consiste en, un fragmento de polipéptido gOBG3 descrito en esta memoria, y, alternativamente, un diluyente farma-
céuticamente o fisioldgicamente aceptable.

Un método para reducir la masa corporal puede comprender proporcionar o administrar a los individuos que
necesiten reducir la masa corporal dicha composicién farmacéuticamente o fisiolégicamente aceptable.

La identificacién de dichos individuos que necesiten reducir la masa corporal a ser tratados con dicha composicién
farmacéuticamente o fisiolégicamente aceptable puede comprender la caracterizacién del genotipo de los polimorfis-
mos de los nucledtidos individuales (SNPs) de OBG3 o la medida de los niveles de los polipéptidos OBG3 o gOBG3
o de mRNA en muestras clinicas de dichos individuos. Preferiblemente, dichas muestras clinicas se seleccionan del
grupo que consiste en plasma, orina, y saliva. Preferiblemente, un fragmento de polipéptido gOBG3 se administra
a un individuo con al menos una reduccion del 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, o 100% en los
niveles en sangre, suero o plasma de OBG3 de longitud completa o del fragmento de OBG3 dividido de forma natural
proteoliticamente en comparacién con los pacientes sanos no obesos.

Un método de prevenir o tratar una enfermedad o trastorno relacionado con la obesidad puede comprender pro-
porcionar o administrar a un individuo que necesita dicho tratamiento una composicién farmacéuticamente o fisiold-
gicamente aceptable como se describe en esta memoria. En las realizaciones preferidas, la identificacién de dichos
individuos que necesitan tal tratamiento para ser tratados con dicha composicién farmacéuticamente o fisiolégicamen-
te aceptable comprende la caracterizacion del genotipo de los polimorfismos de los nucleétidos individuales (SNPs)
de OBG3 o la medida de los niveles de los polipéptidos OBG3 o gOBG3 o de mRNA en muestras clinicas de dichos
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individuos. Preferiblemente, dichas muestras clinicas se seleccionan del grupo que consiste en sangre, suero, plasma,
orina, y saliva. Preferiblemente, dicha enfermedad o trastorno relacionado con la obesidad se selecciona del grupo
que consiste en obesidad, resistencia a la insulina, ateroesclerosis, enfermedad ateromatosa, cardiopatia, hipertension,
ictus, sindrome X, diabetes no dependiente de la insulina y diabetes tipo II. Las complicaciones relacionadas con la
diabetes tipo II a ser tratadas por los métodos de la invencion incluyen lesiones microangiopaticas, lesiones oculares,
y lesiones renales. La cardiopatia incluye, pero sin limitarse a ellas, insuficiencia cardiaca, insuficiencia coronaria, y
tension arterial alta. Otros trastornos relacionados con la obesidad a ser tratados con los compuestos de la invencién
incluyen hiperlipidemia e hiperuricemia. Otras enfermedades o trastornos adicionales de la invencidn relacionados
con la obesidad, incluyen caquexia, consuncidn, pérdida de peso relacionada con el SIDA, anorexia, y bulimia. En las
realizaciones preferidas, dicho individuo es un mamifero, preferiblemente un ser humano.

Un método para causar o inducir una respuesta biolégica deseada en un individuo puede comprender las etapas de:
proporcionar o administrar a un individuo una composicién que comprende un fragmento de polipéptido gOBG3, en
el que dicha respuesta bioldgica se selecciona del grupo que consiste en:

(a) reducir los niveles (concentracién) circulantes (en sangre, suero, o plasma) de 4cidos grasos libres;
(b) reducir los niveles (concentracién) circulantes (en sangre, suero o plasma) de glucosa;

(c) reducir los niveles (concentracion) circulantes (en sangre, suero o plasma) de triglicéridos;

(d) estimular la oxidacién de lipidos o dcidos grasos libres en el misculo;

(c) aumentar la absorcién de leptina en el higado o células hepdticas;

(e) reducir el aumento postprandial de los dcidos grasos libres en el plasma debido a una comida rica en grasas;
ys

(f) reducir o eliminar la produccién de cuerpos ceténicos como resultado de una comida rica en grasas; y

ademds en el que dicha respuesta biol6gica es significativamente mayor que, o al menos 10%, 20%, 30%, 35%, o
40% m4s grande que, la respuesta bioldgica causada o inducida por un polipéptido OBG3 de longitud completa con
la misma concentracién molar; o alternativamente en el que dicha respuesta bioldgica es mayor que una respuesta
transitoria; o alternativamente en el que dicha respuesta bioldgica es sostenida.

Un método para preparar el fragmento globular del polipéptido OBG3 para uso en el primer aspecto puede com-
prender las etapas de (a) cultivar una célula hospedante en condiciones adecuadas para expresar el fragmento, y (b)
aislar el fragmento.

Un método para preparar un fragmento recombinante del polipéptido gOBG3 o un polipéptido OBG3 de longitud
completa puede comprender proporcionar un mamifero no humano transgénico, cuya leche contiene el fragmento
recombinante del polipéptido gOBG3 o la proteina de longitud completa, y purificar dicho fragmento recombinante
del polipéptido gOBG3 o dicho polipéptido OBG3 de longitud completa procedente de la leche de dicho mamifero no
humano. En una realizacién, dicho mamifero no humano es una vaca, cabra, oveja, conejo, o ratén. En otra realizacion,
el método puede comprender purificar un polipéptido OBG3 recombinante de longitud completa procedente de dicha
leche, y dividir dicha proteina in vitro para obtener el fragmento de polipéptido gOBG3 deseado.

Preferiblemente, las enfermedades y trastornos relacionados con la obesidad se seleccionan del grupo que consiste
en obesidad, resistencia a la insulina, ateroesclerosis, enfermedad ateromatosa, cardiopatia, hipertension, ictus, sin-
drome X, diabetes no dependiente de la insulina y diabetes tipo II. Las complicaciones relacionadas con la diabetes
tipo II a ser tratadas por los métodos de la invencién incluyen lesiones microangiopaticas, lesiones oculares, y lesiones
renales. La cardiopatia incluye, pero sin limitarse a ellas, insuficiencia cardiaca, insuficiencia coronaria, y tension ar-
terial alta. Otros trastornos relacionados con la obesidad incluyen hiperlipidemia e hiperuricemia. Otras enfermedades
o trastornos adicionales relacionados con la obesidad incluyen caquexia, consuncién, pérdida de peso relacionada con
el SIDA, anorexia, y bulimia.

Los métodos para reducir el peso corporal con fines estéticos pueden comprender proporcionar a un individuo una
composicion farmacéuticamente o fisioldgicamente aceptable descrita en esta memoria, o el fragmento de polipéptido
gOBG3 descrito en esta memoria. Preferiblemente, para reducir el peso corporal dicho individuo tiene un BMI de al
menos 20 y no mds de 25. Alternativamente, para aumentar el peso corporal dicho individuo tiene preferiblemente un
BMI de al menos 15 y no més de 20.

Una composicién farmacéuticamente o fisiolégicamente aceptable descrita en esta memoria, se puede usar para
reducir el peso corporal por razones estéticas.

Los métodos para tratar la resistencia a la insulina pueden comprender proporcionar a un individuo dicha composi-
cion farmacéuticamente o fisioldgicamente aceptable, o el fragmento de polipéptido gOBG3 descrito en esta memoria.
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En un aspecto preferido de los métodos anteriores y los descritos aqui, la cantidad de fragmento de polipéptido
gOBG3 administrada a un individuo es suficiente para llevar los niveles (concentracion) circulantes (en sangre, suero,
o plasma) de los polipéptidos OBG3 a sus niveles normales (niveles de individuos no obesos). Los “niveles normales”
pueden ser especificados como la concentracion total de todos los polipéptidos OBG3 (OBG3 de longitud completa
y sus fragmentos) circulantes o solamente la concentracién de todos los polipéptidos OBG3 circulantes divididos
proteoliticamente.

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 muestra un alineamiento de las secuencias de los polipéptidos OBG3 humanos (APM1), y de ratén
(AdipoQ y ACRP30).

La Figura 2 muestra la secuencia de 4cido nucleico de AdipoQ clonada en los sitios BamHI y Xhol de pTrcHisB.
AdipoQ empieza en 510 y termina en 1214 (insertado en negritas). Esta construccién (o estructura artificial) no con-
tiene la secuencia sefial con N-terminal (MLLLQALLFLLILP).

La Figura 3 muestra un dibujo esquemdtico de la estructura proteinica de APM1. Se muestran la supuesta secuencia
sefial en el N-terminal (AA 1-17), la regién tnica (AA 18-41), la region de coldgeno (AA 42-107), y la regién globular
(AA 108-244) en el carboxi terminal. Se muestran también dos sitios de escision por la proteasa después de AA 100y
AA 131.

La Figura 4 muestra la secuencia de 4cido nucleico de la regién globular de AdipoQ clonada en pTrcHisB. La
region globular de AdipoQ empieza en 510 y termina en 927 bp. El inserto estd en negritas.

La Figura 5 es un grafico que muestra una comparacién del efecto de AdipoQ (AQ) y la cabeza globular de AdipoQ
(AQ-GH) sobre la '*I-leptina asociada a las células en la linea celular hepdtica de ratén BPRCL. Los resultados se
muestran como porcentaje de los valores de control en presencia de cantidades crecientes de compuesto (AQ o AQ-
GH), y son la media de determinaciones triplicadas.

Las Figuras 6A, 6B, y 6C muestran gréficos de la unién, absorcién, y degradacion, respectivamente, de '*1-LDL
en la linea celular hepdtica de ratén BPRCL en presencia de cantidades crecientes de gOBG3.

La Figura 7 muestra un alineamiento de la secuencia proteinica del clon obg3 (clon obg3; el inserto de la Fig. 2) con
las secuencias publicadas de obg3 humano (apm1) y de ratén (AdipoQ y acrp30). En el alineamiento, los aminodcidos
(AAs) 45 a 110 contienen la regién tipo coldgeno; los AAs 111-247 contienen la regién globular. Los sitios de corte
de la lisina-tripsina bloqueada estan después de los AAs 58, 61, 95, 103, 115, 125, y 134. Como se determina por la
secuenciacién amino-terminal del producto gOBG3, el sitio de comienzo de gOBG3 estd en el AA 104 (101 para el
gOBG3 humano o APM1).

La Figura 8 muestra una representacién grafica del efecto de gOBG3 (3 x 25 ug i.p.) sobre los acidos grasos libres
(FFA) en el plasma, en ratones C57BL6/J después de una comida rica en grasas (* p < 0,02).

Las Figuras 9A y 9B muestran representaciones graficas del efecto de gOBG3 (3 x 25 ugi.p.) sobre los triglicéridos
(TG) en el plasma, en ratones C57BL6/J después de una comida rica en grasas (p < 0,05 alas 2, 3 y 4 horas). La Figura
9A muestra los TG en mg/dl; 1a Figura 9B muestra los TG como porcentaje del valor de partida.

La Figura 10 muestra una representacion grafica del efecto de gOBG3 (3 x 25 ug i.p.) sobre la glucosa del plasma
en ratones C57BL6/J después de una comida rica en grasas.

Las Figuras 11A y 11B muestran representaciones graficas del efecto de gOBG3 (3 x 25 ug i.p.) sobre los FFA del
plasma, en ratones C57BL6/J después de una comida rica en grasas. La Figura 11A muestra los FFA como mM; la
Figura 11B muestra los FFA como tanto por ciento del valor de partida.

Las Figuras 12A y 12B muestran representaciones graficas del efecto de gOBG3 (3 x 25 ug) sobre la leptina del
plasma, en ratones C57BL6/J después de una comida rica en grasas. La Figura 12A muestra la leptina como ng/ml; la
Figura 12B muestra la leptina como tanto por ciento del valor de partida.

Las Figuras 13A y 13B muestran representaciones graficas del efecto de gOBG3 (3 x 25 ug) sobre la insulina del
plasma, en ratones C57BL6/J después de una comida rica en grasas. La Figura 13A muestra los niveles de insulina en
ng/ml; la Figura 13B muestra la insulina como tanto por ciento del valor de partida.

Las Figuras 14A y 14B muestran representaciones graficas del efecto de OBG3 sobre los FFA del plasma, en
ratones C57BL6/J después de una comida rica en grasas. A t = 2 horas se vio una reduccién significativa en los FFA
para ambos grupos de tratamiento (p < 0,05). La Figura 14A muestra los niveles de FFA en mM; la Figura 14B muestra
los FFA como tanto por ciento del valor de partida.
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Las Figuras 15A y 15B muestran representaciones graficas del efecto de OBG3 sobre los TG del plasma, en ratones
C57BL6/] después de una comida rica en grasas. La Figura 15A muestra los niveles de TG en mg/dl; la Figura 15B
muestra los TG como tanto por ciento del valor de partida.

Las Figuras 16A y 16B muestran representaciones graficas del efecto de OBG3 sobre la glucosa del plasma, en
ratones C57BL6/J después de una comida rica en grasas. La Figura 16A muestra los niveles de glucosa como mg/dl;
la Figura 16B muestra los niveles de glucosa como tanto por ciento del valor de partida.

La Figura 17 muestra una tabla que identifica los SNP adicionales de APM1. Se muestra informacién sobre los
cambios de bases conocidos, localizacién, marcadores previos, Amplicon, y cebadores directos e inversos para la
microsecuenciacion.

Las Figuras 18A y 18B muestran representaciones graficas del efecto de la inyeccién de gACRP30 en ratones sobre
los aumentos de FFA (Fig. 18A) y glucosa (Fig. 18B) resultantes de la inyeccién de epinefrina.

La Figura 19 muestra una representacion grafica del efecto del tratamiento con gACRP30 sobre el metabolismo de
los acidos grasos en el musculo aislado de ratones.

Las Figuras 20A y 20B muestran una representacion grafica del efecto del tratamiento con gACRP30 sobre el
contenido en triglicéridos del miisculo e higado aislados de ratones.

Las Figuras 21A, 21B, 21C, y 21D muestran representaciones graficas del efecto del tratamiento con gACRP30
sobre la ganancia y pérdida de peso en ratones. Los tratamientos mostrados son solucién salina (rombo), ACRP30
(cuadrado), y gACRP30 (tridngulo). La Fig. 21 A muestra los resultados del tratamiento de ratones después de 19 dias
con una dieta rica en grasas. La Fig, 21B muestra los resultados del tratamiento de ratones después de 6 meses con
una dieta rica en grasas.

La Figura 22 muestra una tabla de los valores quimicos del andlisis de sangre con inyecciones de solucién salina,
inyecciones de ACRP30, o inyecciones de gACRP30.

Las Figuras 23A y 23B muestran una separacién por SDS-PAGE de la purificacién de ACRP30 y gACRP30 (23A)
y un producto de escisién de apm1 (23B). La Fig. 23A, pista II, muestra la forma completa de ACRP30 purificado
por FPLC. La pista I muestra el producto de la escisién proteolitica gACRP30. La Fig. 23B muestra un producto de
escision de apm-1 después de inmunoprecipitacion seguida por transferencia Western. El peso molecular aparente de
esta forma truncada es 27 kDa, que corresponde a aproximadamente 70% de la forma completa de apm-1 (pista IV).
Esta forma truncada no fue detectable cuando se usé para la inmunoprecipitacion (pista V) un segundo anti-suero,
especifico para la regién de la proteina no homoéloga con la humana (HDQETTTQGPGVLLPLPKGA) y el mismo
antisuero anti-cabeza globular para la deteccién. Un suero preinmune del mismo animal no detecté ninguna proteina;
se observé un dimero de apm-1 con ambos anticuerpos especificos (MW aparente 74 kDa).

La Figura 24 muestra un grafico que representa la separacién de los FFA del plasma después de la inyeccion de
Intralipid siguiendo el tratamiento con gACRP30 (rombos) o una solucidn salina control (cuadrados).

Descripcion detallada de la invencion

Antes de describir la invencién con mayor detalle, se indican las siguientes definiciones para ilustrar y definir el
significado y alcance de los términos usados para describir aqui la invencion.

Como se usan en esta memoria, de forma intercambiable, los términos “oligonucleétidos”, y “polinucleétidos”
y 4cido nucleico incluyen las secuencias de RNA, DNA, o hibridas RNA/DNA de mds de un nucleétido ya sea en
cadena sencilla o en forma diplex. Los términos engloban los “nucleétidos modificados” que comprenden al menos
una modificacién, incluyendo a modo de ejemplo y no de limitacion: (a) un grupo alternativo de enlace, (b) una forma
analoga de purina, (c) una forma anéloga de pirimidina, o (d) un andlogo de azicar. Para ejemplos de grupos andlogos
de enlace, purinas, pirimidinas, y aziicares, véase por ejemplo la publicacién PCT No. WO 95/04064. Las secuencias
de polinucledtidos descritas en esta memoria, pueden ser preparadas por cualquier método conocido, incluyendo la
generacion sintética, recombinante, ex vivo, o una combinacién de las mismas, asi como utilizando cualquier método
de purificacién conocido en la técnica.

Los términos estructura artificial de polinucleétido, polinucleétido recombinante y polipéptido recombinante se
usan aqui de forma consistente con su uso en la técnica. Los términos “hacia arriba” y “hacia abajo” se usan también
aqui de forma consistente con su uso en la técnica. Los términos “pares de bases” y “pares de bases Watson & Crick
” se usan aqui de forma intercambiable y de forma consistente con su uso en la técnica. Similarmente, los términos
“complementario”, “complemento del mismo”, “complemento”, “polinucledtido complementario”, “4cido nucleico
complementario” y “secuencia de nucleétidos complementaria” se usan aqui de forma intercambiable y de forma

consistente con su uso en la técnica.

El término “purificado” se usa aqui para describir un polinucleétido o vector polinucledtido descrito en esta me-
moria, que ha sido separado de otros compuestos incluyendo, pero sin limitarse a ellos, otros dcidos nucleicos, car-
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bohidratos, lipidos y proteinas (tales como las enzimas usadas en la sintesis del polinucleétido). Purificado se puede
referir también a la separacion de polinucledtidos cerrados covalentemente a partir de polinucleétidos lineales, o vice-
versa, por ejemplo. Un polinucleétido es sustancialmente puro cuando al menos aproximadamente 50%, 60%, 75%, o
90% de una muestra contiene una Unica secuencia polinucleotidica. En algunos casos esto implica una determinacién
entre conformaciones (lineal frente a cerrada covalentemente). Un polinucledtido sustancialmente puro comprende
tipicamente aproximadamente 50, 60, 70, 80, 90, 95, 99% peso/peso de una muestra de 4cido nucleico. La pureza u
homogeneidad de un polinucleétido se puede indicar por una serie de medios bien conocidos en la técnica, tales como
electroforesis de una muestra en gel de agarosa o de poliacrilamida, seguido por la visualizacién de una tnica banda
de un polinucleétido después de la tincidn del gel. Para ciertos propdsitos se puede proporcionar una mayor resolucién
usando HPLC u otros medios bien conocidos en la técnica.

Similarmente, el término “purificado” se usa aqui para describir un polipéptido que ha sido separado de otros com-
puestos incluyendo, pero sin limitarse a ellos, 4cidos nucleicos, lipidos, carbohidratos, y otras proteinas. En algunas
realizaciones preferidas, un polipéptido es sustancialmente puro cuando al menos aproximadamente 50%, 60%, 75%,
85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, o 99,5% de las moléculas polipeptidicas de una muestra tienen una dnica
secuencia de aminoécidos. En algunas realizaciones preferidas, un polipéptido sustancialmente puro comprende tipi-
camente aproximadamente 50%, 60%, 70%, 80%, 90% 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o0 99,5% peso/peso de una muestra
de proteina. La pureza u homogeneidad de un polipéptido se indica por una serie de métodos bien conocidos en la
técnica, tales como electroforesis de una muestra en gel de agarosa o de poliacrilamida, seguido por la visualizacién
de una unica banda de un polipéptido después de la tincion del gel. Para ciertos propdsitos se puede proporcionar una
mayor resolucién usando HPLC u otros métodos bien conocidos en la técnica.

Ademas, como se usa aqui, el término “purificado” no requiere la pureza absoluta; si no mas bien, se usa como
una definicién relativa. Se contempla expresamente la purificacién del material de partida o material natural hasta al
menos un orden de magnitud, preferiblemente dos o tres érdenes, y mas preferiblemente cuatro o cinco 6rdenes de
magnitud. Alternativamente, la purificacion se puede expresar como “al menos” un tanto por ciento de pureza relativa
para los polinucleétidos (DNA, RNA o ambos) o los polipéptidos heter6logos. Preferiblemente, los polinucleétidos o
polipéptidos descritos en esta memoria, tienen al menos; 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%,
96%, 96%, 98%, 99%, 99,5% o 100% de pureza en relacién con los polinucleétidos o polipéptidos heterélogos. Son
m4s preferidos los polinucleétidos o polipéptidos que tienen “al menos” una pureza que varia desde cualquier nimero,
hasta la posicién de las milésimas, entre 90% y 100% (por ejemplo, al menos 99,995% de pureza) en relacién con los
polinucleétidos o polipéptidos heter6logos. Adicionalmente, la pureza de los polinucleétidos o polipéptidos se puede
expresar como un porcentaje (como se ha descrito antes) en relacién con todos los materiales y compuestos aparte de
la solucién vehiculo. Cada niimero, hasta la posicién de las milésimas, puede ser reivindicado como especie individual
de pureza.

El término “aislado” requiere que el material sea separado de su entorno original (por ejemplo, el entorno natural
si se presenta en la naturaleza). Por ejemplo, un polinucleétido o polipéptido que aparece en la naturaleza presente
en un animal viviente no estd aislado, pero el mismo polinucleétido o DNA o polipéptido, separado de alguno o de
todos los materiales coexistentes en el sistema natural, estd aislado. Dicho polinucleétido podria ser parte de un vector
y/o dicho polinucleétido o polipéptido podria ser parte de una composicién, y atn asi estar aislado porque el vector o
composicién no es parte de su entorno natural.

Estan especificamente excluidos de la definicién de “aislado”: los cromosomas presentes en la naturaleza (por
ejemplo, cromosomas extendidos), las genotecas de cromosomas artificiales, las genotecas gendmicas, y las genotecas
de cDNA que existen o como una preparacién de dcido nucleico in vitro o como una preparacién de una célula hos-
pedante transfectada/transformada, en la que las células hospedantes estdn o en una preparacion heterogénea in vitro
o extendidas en placas como una poblacién heterogénea de colonias individuales. También estdn especificamente ex-
cluidas las genotecas anteriores en las que un 5’ EST representa hasta menos del 5% (o alternativamente 1%, 2%, 3%,
4%, 10%, 25%, 50%, 75%, 0 90%, 95%, 0 99%) del nimero de insertos de acido nucleico en las moléculas del vector.
También estan especificamente excluidos el DNA gendmico de la célula completa o las preparaciones de RNA de la
célula completa (incluyendo dichas preparaciones de la célula completa que estin mecdnicamente divididas o enzi-
maticamente digeridas). También estan especificamente excluidas las preparaciones anteriores de la célula completa o
como una preparacion in vitro o como una mezcla heterogénea separada por electroforesis (incluyendo transferencias
de las mismas a membranas de filtro) en la que los polinucledtidos descritos en esta memoria, no han sido después
separados de los polinucledtidos heter6logos en el medio de electroforesis (por ejemplo, separando después por corte
de una dnica banda de una poblacién heterogénea de bandas en un gel de agarosa o membrana de nilén).

El término “cebador” indica una secuencia especifica de oligonucleétidos que es complementaria a una secuencia
objetivo de nucledtidos y que se usa para hibridarse con la secuencia objetivo de nucleétidos. Un cebador sirve como
un punto de iniciacién para la polimerizacion de los nucleétidos catalizada por la DNA-polimerasa, RNA-polimerasa,
o transcriptasa inversa.

El término “sonda” indica un segmento definido de 4cido nucleico (o segmento andlogo de nucleétido, por ejemplo,
PNA como se define aqui mas adelante) que se puede usar para identificar una secuencia polinucleotidica especifica
presente en una muestra, comprendiendo dicho segmento de dcido nucleico una secuencia nucleotidica complementa-
ria a la secuencia polinucleotidica especifica a ser identificada.
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El término “polipéptido” se refiere a un polimero de aminodcidos sin tener en cuenta la longitud del polimero. Por
lo tanto, los péptidos, oligopéptidos, y proteinas estdn incluidos dentro de la definicién de polipéptido. Este término
tampoco especifica ni excluye las modificaciones post-expresion de los polipéptidos. Por ejemplo, los polipéptidos
que incluyen la unién covalente de grupos glucosilo, grupos acetilo, grupos fosfato, grupos lipidicos y similares, estdn
expresamente englobados en el término polipéptido. También estdn incluidos dentro de la definicién los polipéptidos
que contienen uno o mds andlogos de un aminodcido (incluyendo, por ejemplo, aminodcidos que no estdn presentes en
la naturaleza, aminodcidos que sélo se presentan en la naturaleza en un sistema biolégico no relacionado, aminoacidos
modificados procedentes de sistemas de mamiferos etc), polipéptidos con enlaces sustituidos, asi como otras modifi-
caciones conocidas en la técnica, tanto presentes en la naturaleza como no presentes en la naturaleza. Como se usa
aqui, el término “OBG3” se refiere genéricamente al OBG3 murino o humano, a menos que se especifique otra cosa.
Los términos “ACRP30” y “AdipoQ” se refieren especificamente a la forma murina de OBG3 y el término “APM-1"
se refiere especificamente a la forma humana del gen.

Sin estar limitados por la teoria, los compuestos/polipéptidos descritos en esta memoria, son capaces de modular
el reparto de los lipidos de la dieta entre el higado y los tejidos periféricos, y se consideran ttiles por tanto para tratar
“enfermedades que implican el reparto de los lipidos de la dieta entre el higado y los tejidos periféricos.” El térmi-
no “tejidos periféricos” incluye el tejido muscular y el tejido adiposo. En las realizaciones preferidas, los compues-
tos/polipéptidos descritos en esta memoria, reparten los lipidos de la dieta hacia el muisculo. En realizaciones preferidas
alternativas, los lipidos de la dieta se reparten hacia el tejido adiposo. En otras realizaciones preferidas, los lipidos de
la dieta se reparten hacia el higado. En otras realizaciones adicionales preferidas, los compuestos/polipéptidos descri-
tos en esta memoria, aumentan o reducen la oxidacién de los lipidos de la dieta, preferiblemente de los 4cidos grasos
libres (FFA) por el musculo. Los lipidos de la dieta incluyen, pero sin limitarse a ellos, triglicéridos y dcidos grasos
libres.

Las enfermedades preferidas que se cree que implican el reparto de los lipidos de la dieta incluyen la obesidad y
enfermedades y trastornos relacionados con la obesidad tales como obesidad, resistencia a la insulina, ateroesclerosis,
enfermedad ateromatosa, cardiopatia, hipertension, ictus, sindrome X, diabetes no dependiente de la insulina y dia-
betes tipo II. Las complicaciones relacionadas con la diabetes tipo II a ser tratadas por los métodos de la invencién
incluyen lesiones microangiopaticas, lesiones oculares, y lesiones renales. La cardiopatia incluye, pero sin limitarse a
ellas, insuficiencia cardiaca, insuficiencia coronaria, y tension arterial alta. Otros trastornos relacionados con la obe-
sidad a ser tratados con los compuestos descritos en esta memoria, incluyen hiperlipidemia e hiperuricemia. Otras
enfermedades o trastornos adicionales relacionados con la obesidad incluyen caquexia, consuncidn, pérdida de peso
relacionada con el SIDA, anorexia, y bulimia.

El término “heterélogo”, cuando se usa aqui, pretende designar cualquier polipéptido o polinucleétido distinto de
un polipéptido OBG3 o gOBG3 o de un polinucledtido que codifica un polipéptido OBG3 o gOBG3 de la presente
descripcion.

Los términos “que comprende”, “que consiste en” y “que consiste esencialmente en” se definen de acuerdo con
su significado estdndar. Pensando en esto, los términos pueden ser sustituidos uno por otro a lo largo de la presente
solicitud con el fin de unirse al significado especifico asociado con cada término.

El término “célula hospedante recombinante para” un polinucleétido particular descrito en esta memoria, significa
una célula hospedante que ha sido alterada por las manos del hombre para contener dicho polinucleétido de un modo
que no se encuentra naturalmente en dicha célula. Por ejemplo, dicha célula hospedante puede ser transfectada o
transducida con dicho polinucleétido de forma transitoria o estable.

El término “obesidad” como se usa aqui, estd definido en las clasificaciones de peso de la WHO (Kopelman
(2000) Nature 404: 635643). Bajo peso es cuando el BMI es menor de 18,5 (delgado); saludable es con BMI de 18,5-
24,9 (normal); sobrepeso grado 1 es con BMI de 25,0-29,9 (sobrepeso); sobrepeso grado 2 es con BMI de 30,0-39,0
(obesidad); sobrepeso grado 3 es con BMI mayor o igual a 40,0. El BMI es el indice de masa corporal (obesidad
morbida) y se expresa en kg/m?. También se puede usar la circunferencia de la cintura para indicar el riesgo de
complicaciones metabdlicas, donde en los hombres un circunferencia mayor o igual a 94 cm indica un riesgo elevado,
y mayor o igual a 102 cm indica un riesgo sustancialmente elevado. Similarmente para las mujeres, mayor o igual a 88
cm indica un riesgo elevado, y mayor o igual a 88 cm indica un riesgo sustancialmente elevado. La circunferencia de
la cintura se mide en cm en el punto medio entre el borde inferior de las costillas y el borde superior de la pelvis. Otras
medidas de la obesidad incluyen, pero sin limitarse a ellas, el espesor de los pliegues cutdneos que es una medida en
cm del espesor de los pliegues cutdneos usando calibres, y la bioimpedancia, que se basa en el principio de que la masa
sin grasa conduce mejor la corriente que la masa con grasa porque es principalmente una solucién de electrolitos; la
medida de la resistencia a una corriente débil (impedancia) aplicada entre las extremidades proporciona un estimado
de la grasa corporal usando una ecuacién derivada empiricamente.

El término “agente que actda sobre el reparto de los lipidos de la dieta entre el higado y los tejidos periféricos”
se refiere a un compuesto o polipéptido descrito en esta memoria, que modula el reparto de los lipidos de la dieta
entre el higado y los tejidos periféricos como se ha descrito previamente. Preferiblemente, el agente aumenta o reduce
la oxidacion de los lipidos de la dieta, preferiblemente de los dcidos grasos libres (FFA) por el miisculo. Preferible-
mente el agente reduce o aumenta el peso corporal de los individuos o se usa para tratar o prevenir una enfermedad
o trastorno relacionado con la obesidad tal como obesidad, resistencia a la insulina, ateroesclerosis, enfermedad ate-
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romatosa, cardiopatia, hipertension, ictus, sindrome X, diabetes no dependiente de la insulina y diabetes tipo II. Las
complicaciones relacionadas con la diabetes tipo II a ser tratadas por los métodos de la invencién incluyen lesiones
microangiopdticas, lesiones oculares, y lesiones renales. La cardiopatia incluye, pero sin limitarse a ellas, insuficiencia
cardiaca, insuficiencia coronaria, y tension arterial alta. Otros trastornos relacionados con la obesidad a ser tratados con
los compuestos descritos en esta memoria, incluyen hiperlipidemia e hiperuricemia. Otras enfermedades o trastornos
adicionales relacionados con la obesidad de la invencién incluyen caquexia, consuncion, pérdida de peso relacionada
con el SIDA, anorexia, y bulimia.

Los términos “respuesta a un agente que actda sobre el reparto de los lipidos de la dieta entre el higado y los tejidos
periféricos” se refieren a la eficacia del farmaco, incluyendo pero sin limitarse a ellas, la capacidad para metabolizar
un compuesto, la capacidad para convertir un pro-farmaco en un firmaco activo, y la farmacocinética (absorcion,
distribucién, eliminacién) y la farmacodinamia (relacionada con el receptor) de un fairmaco en un individuo.

Los términos “efectos secundarios a un agente que actiia sobre el reparto de los lipidos de la dieta entre el higado y
los tejidos periféricos” se refieren a los efectos adversos de la terapia que resultan de las extensiones de la principal ac-
cioén farmacolégica del farmaco o a las reacciones adversas idiosincrasicas que resultan de una interaccién del formaco
con factores unicos del hospedante. Los “efectos secundarios a un agente que actia sobre el reparto de los lipidos de
la dieta entre el higado y los tejidos periféricos” pueden incluir, pero sin limitarse a ellas, reacciones adversas tales
como toxicidades dermatoldgicas, hematolégicas o hepatoldgicas e incluyen ademds ulceras gédstricas e intestinales,
trastornos de la funcién plaquetaria, lesiones renales, nefritis, rinitis vasomotora con profusas secreciones acuosas,
edema angioneurdtico, urticaria generalizada, y asma bronquial a edema laringeo y broncoconstriccion, hipotension,
y shock.

El término “enfermedades y trastornos relacionados con OBG3” como se usa aqui, se refiere a cualquier enferme-
dad o trastorno que comprende un funcionamiento aberrante de OBG3, o que podria ser tratado o prevenido modulando
los niveles o la actividad de OBG3. El “funcionamiento aberrante de OBG3” incluye, pero sin limitarse a ellos, ni-
veles de expresion de OBG3 aberrantes (ya sea aumentados o reducidos, pero preferiblemente reducidos), actividad
aberrante de OBG3 (ya sea aumentada o reducida), e interacciones aberrantes con ligandos o compafieros de unién
(ya sean aumentadas o reducidas). Por “aberrante” se entiende un cambio del tipo, o nivel de actividad visto en las
células, tejidos, o pacientes normales, o visto previamente en la célula, tejido, o paciente antes de la aparicion de
la enfermedad. En las realizaciones preferidas, estas enfermedades y trastornos relacionados con OBG3 incluyen la
obesidad y las enfermedades y trastornos relacionados con la obesidad descritos previamente.

El término “tratamientos estéticos” se entiende que incluye tratamientos con los compuestos o polipéptidos des-
critos en esta memoria, que aumentan o reducen la masa corporal de un individuo cuando el individuo no esté clini-
camente obeso ni clinicamente delgado. Asi, estos individuos tienen un indice de masa corporal (BMI) por debajo del
umbral de la obesidad clinica (por ejemplo, por debajo de 25 kg/m?) y por encima del umbral de la delgadez clinica
(por ejemplo, por encima de 18,5 kg/m?*). En adicion, estos individuos estdn preferiblemente sanos (por ejemplo no
tienen una enfermedad o trastorno de la invencidn relacionados con la obesidad). Los “tratamientos estéticos” se en-
tiende también que engloban, en algunas circunstancias, aumentos mds localizados del tejido adiposo, por ejemplo,
ganancias o pérdidas especificamente alrededor de la cintura o de las caderas, o alrededor de las caderas y de los
muslos, por ejemplo. Estas ganancias o pérdidas localizadas de tejido adiposo se pueden identificar por aumentos o
reducciones en el tamafo de la cintura o de las caderas, por ejemplo.

El término “prevenir” como se usa aqui, se refiere a administrar un compuesto antes de la aparicion de los sintomas
clinicos de una enfermedad o condicién de modo que se previene una manifestacion fisica de aberraciones asociadas
con la obesidad o OBG3.

El término “tratar” como se usa aqui, se refiere a administrar un compuesto después de la aparicion de los sintomas
clinicos.

El término “con necesidad de tratamiento” como se usa aqui, se refiere a un juicio hecho por una persona que presta
cuidados de salud (por ejemplo un médico, enfermera, enfermeras practicantes, etc en el caso de los seres humanos; el
veterinario en el caso de los animales, incluyendo los mamiferos no humanos) de que un individuo o animal requiere
o tendrd beneficios del tratamiento. Este juicio se hace basdndose en una variedad de factores que estdn dentro del
campo de un experto en cuidados de salud, pero que incluyen el conocimiento de que el individuo o animal estd
enfermo, o estard enfermo, como resultado de una condicién que es tratable por los compuestos descritos en esta
memoria.

El término “percibe una necesidad de tratamiento” se refiere a una determinacién sub-clinica de que un individuo
desea reducir peso por razones estéticas como se ha expuesto bajo el “tratamiento estético” anterior. El término “perci-
be una necesidad de tratamiento” en otras realizaciones se puede referir a la decision que el duefio de un animal toma
sobre el tratamiento estético del animal.

El término “individuo” como se usa aqui, se refiere a cualquier animal, incluyendo los mamiferos, preferiblemente
ratones, ratas, otros roedores, conejos, perros, gatos, cerdos, ganado, ovejas, caballos, o primates, y 1o més preferible-
mente los seres humanos.
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El término “animal no humano” se refiere a cualquier vertebrado no humano, incluyendo las aves y mds usualmente
los mamiferos, preferiblemente primates, animales tales como cerdos, cabras, ovejas, burros, caballos, gatos, perros,
conejos o roedores, mas preferiblemente ratas o ratones. Tanto los términos “animal” como “mamifero” incluyen
expresamente los sujetos humanos a menos que vayan acompafados por el término “no humano”.

En esta invencion se ha encontrado que un fragmento de OBG3, llamado gOBG3, es capaz de reducir de forma
significativa la respuesta postprandial de los 4cidos grasos libres, glucosa, y triglicéridos del plasma, en ratones ali-
mentados con una comida rica en grasas/sacarosa. No hubo ningtin efecto significativo sobre los niveles de leptina,
insulina o glucagén. En adicién, se encontrd que el gOBG3 aumenta la oxidacion de los dcidos grasos libres del mus-
culo in vitro y ex vivo. Ademads, se demostr6 que el gOBG3 reduce y después que previene un aumento en la ganancia
de peso en ratones que hayan sido alimentados con una dieta rica en grasas/sacarosa durante 19 dias. En ratones que
habian sido mantenidos con la misma dieta rica en grasas/sacarosa durante 6 meses, el tratamiento con gOBG3 dio
como resultado una pérdida de peso sostenida a lo largo de 16 dias que fue significativa, a pesar de ser mantenidos con
la dieta rica en grasas/sacarosa.

La presente invencién engloba el uso de fragmentos de polipéptido gOBG3 en el reparto de los dcidos grasos
libres (FFA) y como una importante herramienta nueva para controlar la homeostasis de energia. De los tejidos que
pueden de forma significativa eliminar los lipidos de la circulacién y causar la oxidacién de los FFA, el miisculo es
cuantitativamente el mas importante. El OBG3 globular es una nueva y tinica herramienta farmacoldgica que controla
el peso corporal sin interferir con la ingesta de alimentos.

1. Fragmentos globulares del polipéptido OBG3 para uso en la invencion

Se han identificado fragmentos del polipéptido OBG3 que tienen actividad medible in vitro e in vivo. Estas acti-
vidades incluyen, pero sin limitarse a ellas, reduccién de la respuesta postprandial de dcidos grasos libres, glucosa, y
triglicéridos del plasma, en ratones alimentados con una comida rica en grasas/sacarosa (Ejemplo 8), aumento de la
oxidacion de los dcidos grasos libres en el musculo in vitro y ex vivo (Ejemplo 12), y pérdida de peso sostenida en
los ratones sometidos a una dieta rica en grasas/sacarosa (Ejemplo 14). Se proporcionan también otros ensayos de la
actividad del fragmento del polipéptido OBG3 in vitro e in vivo (Ejemplos 4, 7, 9, 11, 13, por ejemplo), y pueden ser
disefiados ensayos equivalentes por los expertos en la técnica.

Por contraste, el polipéptido OBG3 “intacto” o “de longitud completa” no tiene ni in vivo ni in vitro las actividades
que han sido identificadas para los fragmentos de polipéptido gOBG3 descritos en esta memoria. En la mayoria de los
casos, las actividades o no estdn presentes o como minimo son indetectables sobre los valores de control en los ensayos
usados. En otros casos, las actividades se pueden medir, pero estdn presentes o en niveles extremadamente reducidos
y/o requieren significativamente mds proteina en una base molar en comparacién con los fragmentos de polipéptido
gOBG3 (véase, p. ej. el Ejemplo 10). Por polipéptido OBG3 “intacto” o “de longitud completa” como se usa aqui,
se expresa la secuencia polipeptidica de longitud completa de cualquier polipéptido OBG3, desde la metionina en
N-terminal hasta el codén de terminacién en C-terminal. Ejemplos de polipéptidos OBG3 intactos o de longitud
completa se encuentran en la SEQ ID NO: 2 (ratén), en la SEQ ID NO: 4 (ratén), y en la SEQ ID NO: 6 (humanos). El
término “fragmentos de polipéptido OBG3” como se usa aqui, se refiere a fragmentos del polipéptido OBG3 “intacto”
o “de longitud completa” que tiene “actividad relacionada con la obesidad”. El término “fragmentos de polipéptido
gOBG3” se refiere a fragmentos de polipéptido de la regién globular solamente y es por tanto un término més limitado
que “fragmentos de polipéptido OBG3”. El término “fragmento” significa un polipéptido que tiene una secuencia que
es enteramente la misma como parte, pero no el todo, de un polipéptido OBG3 intacto o de longitud completa. Dichos
fragmentos pueden ser “libres” (esto es, no son parte ni estan fijados a otros polipéptidos), o uno o mds fragmentos
pueden estar presentes en un unico polipéptido. Los fragmentos de OBG3 o gOBG3 son fragmentos contiguos del
polipéptido OBG3 de longitud completa a menos que se especifique otra cosa.

El término “actividad relacionada con la obesidad” como se usa aqui, se refiere al menos a una, y preferiblemente
a todas, las actividades descritas en esta memoria, para los fragmentos del polipéptido OBG3. Se proporcionan aqui
ensayos para la determinacion de estas actividades (p. ej. los ejemplos 4, 7-9, 11-14), y pueden ser disefiados ensayos
equivalentes por los expertos en la técnica. Opcionalmente, la “actividad relacionada con la obesidad” se puede selec-
cionar del grupo que consiste en reparto de lipidos, metabolismo de lipidos, y actividad tipo insulina, o una actividad
dentro de una de estas categorias. Por actividad de “reparto de lipidos™ se entiende la capacidad para efectuar la locali-
zacion de los lipidos de la dieta entre los grupos principales de tejidos incluyendo, tejido adiposo, higado, y musculo.
Se ha demostrado en la invencién que los fragmentos de polipéptido gOBG3 desempefian un papel en el reparto de 1i-
pidos al misculo, higado o tejido adiposo. Por actividad de “metabolismo de los lipidos” se entiende la capacidad para
influir en el metabolismo de los lipidos. Se ha demostrado en la invencién que los fragmentos de polipéptido gOBG3
tienen la capacidad de afectar al nivel de los dcidos grasos libres en el plasma asi como de aumentar el metabolismo
de los lipidos en el musculo a través de experimentos de oxidacién de los dcidos grasos libres (Ejemplos 4, 8, 10, 11,
12) y afectar de modo transitorio a los niveles de triglicéridos en el plasma y en el miisculo (Ejemplos 8, 10 13). Por
actividad “tipo insulina” se entiende la capacidad de los fragmentos del polipéptido OBG3 para modular los niveles
de glucosa en el plasma. Se ha encontrado en la invencién que los fragmentos de polipéptido gOBG3 no tienen un
impacto significativo en los niveles de insulina pero si tienen impacto en los niveles de glucosa similarmente a los
efectos de la insulina (Ejemplos 9 y 10). Estos efectos no se ven en presencia del polipéptido OBG3 intacto (de longi-
tud completa) o son significativamente mayores en presencia de los fragmentos de polipéptido OBG3 en comparacién
con el polipéptido OBG3 de longitud completa.
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El término “significativamente mayor” como se usa aqui, se refiere a una comparacién de la actividad de un frag-
mento del polipéptido OBG3 en un ensayo relacionado con la obesidad comparada con la actividad de un polipéptido
OBG3 de longitud completa en el mismo ensayo. Por “significativamente” como se usa aqui, se entiende estadistica-
mente significativo como es tipicamente determinado por los expertos en la técnica. Por ejemplo, los datos se calculan
tipicamente como la media + SEM, y un valor de p < 0,05 es considerado estadisticamente significativo. El andlisis
estadistico se realiza tipicamente usando o la prueba t de Student no pareada o la prueba t de Student pareada, segiin
sea apropiado en cada estudio. Ejemplos de un cambio significativo en la actividad como resultado de la presencia de
un fragmento del polipéptido OBG3 en comparacién con la presencia de un polipéptido OBG3 de longitud completa
incluyen un aumento o una reduccién en un parametro dado de al menos 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%,
45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, o 75%. Uno o mds, pero no necesariamente todos, los parametros medibles cambia-
rdn de forma significativa en la presencia de los fragmentos de polipéptido gOBG3 en comparacién con la presencia
de un polipéptido OBG3 intacto.

Se proporcionan “ensayos relacionados con la obesidad” representativos en los ejemplos 4, 7-9, y 11-14. Estos
ensayos incluyen, pero sin limitarse a ellos, métodos para medir la respuesta postprandial, métodos para medir la
oxidacion de los acidos grasos libres, y métodos para medir la modulacién del peso. En las realizaciones preferidas,
se mide la respuesta post-prandial en animales no humanos, preferiblemente ratones. En las realizaciones preferidas
se miden los cambios en los lipidos de la dieta, preferiblemente los 4cidos grasos libres y/o los triglicéridos. En otras
realizaciones, se miden otros pardmetros fisioldgicos incluyendo, pero sin limitarse a ellos, los niveles de glucosa,
insulina, y leptina. En otras realizaciones preferidas, se mide la oxidacién de los dcidos grasos libres en células in
vitro o ex vivo, preferiblemente en las células del musculo o tejido de animales no humanos, preferiblemente rato-
nes. También en otras realizaciones preferidas se mide la modulacién del peso en seres humanos o en animales no
humanos, preferiblemente roedores (ratas o ratones), primates, caninos, felinos o porcinos, sometidos a una dieta rica
en grasas/sacarosa. Opcionalmente, la “actividad relacionada con la obesidad” incluye otras actividades no especi-
ficamente identificadas aqui. En general, los “pardmetros medibles” en relacién con la obesidad y el campo de la
investigacién metabdlica se pueden seleccionar del grupo que consiste en niveles de dcidos grasos libres, oxidacién
de los 4cidos grasos libres, niveles de triglicéridos, niveles de glucosa, niveles de insulina, niveles de leptina, ingesta
de alimentos, peso, unién de leptina y lipoproteina, absorcidn y degradacion y expresion de LSR (receptor de lipolisis
estimulado).

En estos ensayos relacionados con la obesidad, los fragmentos preferidos de polipéptido gOBG3 descritos en esta
memoria, pero no los polipéptidos OBG3 de longitud completa, podrian causar un cambio significativo en al menos
uno de los pardmetros medibles seleccionados del grupo que consiste en lipemia post-prandial, niveles de dcidos grasos
libres, niveles de triglicéridos, niveles de glucosa, oxidacion de los 4cidos grasos libres, y peso. Alternativamente, los
fragmentos de polipéptido gOBG3 preferidos, pero no los polipéptidos OBG3 de longitud completa, podrian tener
un cambio significativo en al menos uno de los pardmetros medibles seleccionados del grupo que consiste en un
aumento en la actividad LSR, un aumento en la actividad de la leptina y un aumento en la actividad de la lipoproteina.
Por actividad de “LSR” se entiende la expresién de LSR sobre la superficie de la célula, o en una conformacién
particular, asi como su capacidad para unir, absorber, y degradar la leptina y la lipoproteina. Por actividad de “leptina”
se entiende su unién, absorcién y degradacién por LSR, asi como su transporte a través de la barrera hematoencefalica,
y potencialmente estas incidencias cuando LSR no es necesariamente el factor mediador o el tnico factor mediador.
Similarmente, por actividad de “lipoproteina” se entiende su unién, absorcién y degradacién por LSR, asi como estas
incidencias cuando LSR no es necesariamente el factor mediador o el tinico factor mediador.

Se pueden usar en la invencién fragmentos de polipéptido gOBG3 aislados, purificados o recombinantes. Los
fragmentos de polipéptido gOBG3 descritos en esta memoria, son ttiles para reducir o aumentar (usando antagonistas
de los polipéptidos OBG3) el peso corporal o bien como un tratamiento de estética o para el tratamiento o prevencién
de enfermedades y trastornos relacionados con la obesidad. Los fragmentos de polipéptido OBG3 son ttiles también,
entre otros, en los ensayos de cribado de agonistas o antagonistas de la actividad del fragmento de OBG3, para inducir
anticuerpos especificos del fragmento de OBG3, y en ensayos de diagndstico.

El polipéptido OBG3 de longitud completa estd constituido por al menos cuatro regiones distintas que incluyen:

1. una supuesta secuencia sefial con N-terminal de los aminodcidos 1-17 de 1la SEQ ID NO: 6, de la SEQ ID
NO: 2, o de la SEQ ID NO: 4;

2. una regién unica de los aminodcidos 18-41 de la SEQ ID NO: 6 o 18-44 de la SEQ ID NO: 2, o de la SEQ
ID NO: 4;

3. una regién tipo coldgeno de los aminodcidos 42-107 de la SEQ ID NO: 6 0 45-110 de 1a SEQ ID NO: 2 o
de la SEQID NO: 4; y

4. una region globular de los aminodcidos 108-244 de la SEQ ID NO: 6 o0 111-247 de la SEQ ID NO: 2 o de
la SEQ ID NO: 4.

El término “restos de colageno” se usa de la manera estdndar en la técnica para indicar el triplete de aminoacidos
glicina, X, Y, donde X e Y pueden ser cualquier aminodcido.
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Los fragmentos de polipéptido gOBG3 descritos en esta memoria, se proporcionan preferiblemente en una forma
aislada, y pueden estar parcial o sustancialmente purificados. Una versién producida recombinantemente de un frag-
mento del polipéptido OBG3 se puede purificar sustancialmente mediante el método de una etapa descrito por Smith
et al. ((1988) Gene 67(1): 31-40) o por los métodos descritos en esta memoria, o conocidos en la técnica (véase, p. €j.
los Ejemplos 1-3). Los fragmentos se pueden purificar también a partir de fuentes naturales o recombinantes usando
anticuerpos dirigidos frente a los fragmentos de polipéptido descritos en esta memoria, por métodos conocidos en la
técnica de purificacion de proteinas.

Se contemplan también especificamente las preparaciones de fragmentos de polipéptido gOBG3 que incluyen una
purificacion parcial o una seleccién de los fragmentos de polipéptido gOBG3. Estas preparaciones crudas se prevé que
sean el resultado de la concentracién de células que expresan fragmentos de polipéptido OBG3 con quizds algunas
etapas de purificacién adicionales, pero antes de completar la purificacién del fragmento. Las células que expresan
fragmentos de polipéptido OBG3 estdn presentes en un sedimento, se lisan, o el polipéptido crudo se liofiliza, por
ejemplo.

Los fragmentos de polipéptido gOBG3 para uso en la invencion, se seleccionan de los aminoécidos 101 a 244, 108
a244, 0 132 a 244 de la SEQ ID NO: 6 y los aminoacidos 104 a 247, 111 a 247, 0 135 a 247 de 1a SEQ ID NO: 2 o de
la SEQ ID NO: 4. El fragmento gOBG3 es humano o de ratén, pero lo mds preferiblemente humano.

Los fragmentos gOBG3 descritos en esta memoria, incluyen variantes de los fragmentos gOBG3 descritos antes.
Variantes

Se podra reconocer por los expertos normales en la técnica que algunos aminodcidos de las secuencias del frag-
mento gOBG3 descrito en esta memoria, pueden ser variados sin efecto significativo sobre la estructura o funcién
de la proteina; pero habrd aminodcidos criticos en la secuencia del fragmento que determinan la actividad. Asf, se
pueden usar en la invencién las variantes de los fragmentos de polipéptido gOBG3 que tienen actividad relacionada
con la obesidad como se ha descrito antes. Tales variantes incluyen las secuencias del fragmento gOBG3 con una o
mas sustituciones de aminodcidos permisivas ya sea procedentes de mutaciones naturales o de manipulacién humana
seleccionadas segiin las reglas generales conocidas en la técnica de modo que tengan poco efecto sobre la actividad.
A continuacién se proporciona una guia acerca de cémo hacer sustituciones de aminoédcidos fenotipicamente silentes.

Hay dos métodos principales para estudiar la tolerancia de una secuencia de aminodcidos al cambio (véase, Bowie,
et al. (1990) Science, 247,1306-10). El primer método se basa en el proceso de evoluciodn, en el que las mutaciones son
aceptadas o rechazadas por seleccion natural. El segundo método usa la ingenieria genética para introducir cambios
de aminodacidos en posiciones especificas de un gen clonado y selecciones o cribados para identificar las secuencias
que mantienen la funcionalidad.

Estos estudios han revelado que las proteinas son sorprendentemente tolerantes a las sustituciones de aminodcidos e
indican qué cambios de aminodcidos son probablemente permisivos en una cierta posicion de la proteina. Por ejemplo,
los restos aminodcidos mas escondidos requieren cadenas laterales no polares, mientras que algunas caracteristicas de
las cadenas laterales de superficie son en general conservadas. Otras de dichas sustituciones fenotipicamente silentes
estdn descritas por Bowie et al. (citado antes) y las referencias citadas alli.

Se ven tipicamente como sustituciones conservadoras los reemplazamientos, uno por otro, entre los aminoécidos
alifaticos Ala, Val, Leu y Phe; el intercambio de los restos hidroxilo Ser y Thr; el cambio de los restos dcidos Asp y Glu;
la sustitucidn entre los restos amida Asn y Gln; el cambio de los restos bdsicos Lys y Arg; y los reemplazamientos entre
los restos aromadticos Phe, Tyr. En adicién, los siguientes grupos de aminodcidos generalmente representan cambios
equivalentes: (1) Ala, Pro, Gly, Glu, Asp, Gln, Asn, Ser, Thr; (2) Cys, Ser, Tyr, Thr; (3) Val, Ile, Leu, Met, Ala, Phe;
(4) Lys, Arg, His; (5) Phe, Tyr, Trp, His.

Similarmente, los aminodcidos de las secuencias del fragmento de polipéptido gOBG3 descrito en esta memoria,
que son esenciales para la funcién pueden ser identificados también por métodos conocidos en la técnica, tales como
mutagénesis dirigida al sitio o mutagénesis mediante alanina (véase, por ejemplo, Cunningham, et al. (1989) Science
244 (4908): 1081-5). El ultimo procedimiento introduce mutaciones simples de alanina en cada resto de la molécula.
Las moléculas mutantes resultantes se ensayan entonces en cuanto actividad relacionada con la obesidad usando
los ensayos que se han descrito antes. Son de especial interés las sustituciones de aminoécidos cargados con otros
aminodcidos cargados o neutros que pueden producir proteinas con mejores caracteristicas altamente deseables, tales
como menos agregacion. La agregacion no sélo puede reducir la actividad sino que también puede ser problematica
cuando se preparan formulaciones farmacéuticamente o fisiologicamente aceptables, porque los agregados pueden ser
inmunogénicos (véase, por ejemplo, Pinckard, et al., (1967) Clin. Exp. Immunol 2: 331-340; Robbins, et al., (1987)
Diabetes Jul; 36 (7): 838-41; y Cleland, et al., (1993) Crit Rev Ther Drug Carrier Syst. 10 (4): 307-77).

La variante del fragmento gOBG3 descrito en esta memoria, puede ser, por ejemplo: una en la que uno o mds de
los restos aminodcidos se sustituyen con un resto aminoacido conservado o no conservado (preferiblemente un resto
aminodcido conservado) y dicho resto aminoacido sustituido puede ser o no uno codificado por el cédigo genético
(esto es, puede ser un aminodcido no presente en la naturaleza). Un fragmento gOBG3 descrito en esta memoria,
puede también estar fusionado con otro compuesto para aumentar la semivida del fragmento (polietilenglicol); o uno
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en el que los aminodcidos adicionales de un péptido con la regién de fusién IgG Fc estan fusionados con el fragmento
gOBG3. Dichas variantes y fusiones se consideran dentro del alcance de los expertos en la técnica a partir de las
enseflanzas de esta memoria.

Preferiblemente la variante tiene al menos una sustitucién conservadora de aminoacidos pero no mas de 10, 9, §,
7,6,5, 4, 3,2 o0 1 sustituciones conservadoras de aminoacidos.

Otra realizacion especifica de un fragmento gOBG3 modificado descrito en esta memoria, es un polipéptido que
es resistente a la proteolisis, por ejemplo un fragmento gOBG3 en el que un enlace -CONH-péptido estd modificado
y reemplazado por uno o mas de los siguientes: un enlace reducido (CH2NH); un enlace retro inverso (NHCO); un
enlace metilen-oxi (CH2-O); un enlace tiometileno (CH2-S); un enlace carba (CH2CH2); un enlace cetometileno
(CO-CH2); un enlace hidroxietileno (CHOH-CH2); un enlace (N-N); un enlace E-alceno; o un enlace -CH=CH-. Asi,
la invencién incluye también el uso de un fragmento gOBG3 o de una variante del mismo como se describe en esta
memoria, en el cual al menos un enlace peptidico ha sido modificado como se ha descrito antes.

En adicién, los aminoécidos tienen quiralidad dentro del cuerpo L o D. En algunas realizaciones puede ser prefe-
rible alterar la quiralidad de los aminodcidos en los fragmentos de polipéptido gOBG3 descritos en esta memoria, con
el fin de extender la semivida dentro del cuerpo. Asi, en algunas realizaciones, uno o mas de los aminoécidos estdn
preferiblemente en la configuracion L. En otras realizaciones, uno o més de los aminoécidos estin preferiblemente en
la configuracién D.

Tanto por ciento de identidad

Un polipéptido puede incluir polipéptidos que tienen una secuencia de aminoécidos con al menos 50% de iden-
tidad, al menos 60% de identidad, o 70%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o 99%
de identidad con un fragmento de OBG3 o gOBG3. Por un polipéptido que tiene una secuencia de aminodcidos al
menos, por ejemplo, con 95% ““de identidad” con una secuencia de aminodcidos de un fragmento OBG3 o gOBG3 se
entiende que la secuencia de aminodcidos es idéntica a la secuencia del fragmento del polipéptido OBG3 o gOBG3
excepto en que puede incluir hasta cinco alteraciones de aminodacidos por cada 100 aminoécidos de la secuencia de
aminodcidos del fragmento del polipéptido OBG3 o gOBG3. La secuencia de referencia es el fragmento del polipép-
tido OBG3 o gOBG3 con una secuencia que corresponde a la secuencia del listado de secuencias. Asi, para obtener
un polipéptido que tiene una secuencia de aminodcidos de al menos 95% de identidad con una secuencia de aminoé-
cidos del fragmento de OBG3 o gOBG3, hasta 5% (5 de 100) de los restos de aminodcidos de la secuencia pueden
estar insertados, delecionados, o sustituidos con otro aminodcido en comparacién con la secuencia del fragmento del
polipéptido OBG3 o gOBG3. Estas alteraciones pueden tener lugar en el amino o carboxi terminales o en cualquier
lugar entre estas posiciones terminales, intercaladas o bien individualmente entre restos de la secuencia o bien en uno
0 mds grupos contiguos dentro de la secuencia.

Como un asunto préctico, si cualquier polipéptido particular es idéntico o no en porcentaje a un fragmento de
OBG3 o gOBG3 puede ser determinado convencionalmente usando programas conocidos de ordenador. Tales algorit-
mos y programas incluyen, pero de ninglin modo estdn limitados a ellos, TBLASTN, BLASTP, FASTA, TFASTA, y
CLUSTALW (Pearson and Lipman, (1988) ProcNatl Acad Sci USA Apr; 85 (8): 2444-8; Altschul et al., (1990) J Mol.
Biol. 215 (3): 403-410; Thompson et al., (1994) Nucleic Acids Res. 22 (2): 4673-4680; Higgins et al., (1996) Meth.
Enzymol. 266: 383-402; Altschul et al., (1997) Nuc. Acids Res. 25: 3389-3402; Altschul ez al., (1993) Nature Genetics
3:266-272). En una realizacion particularmente preferida, las homologias de la secuencia de proteina y dcido nucleico
se evaldan usando el Basic Local Alignment Search Tool (“BLAST”), que es bien conocido en la técnica (véase, por
ejemplo, Karlin and Altschul (1990) Proc Natl Acad Sci USA Mar; 87 (6): 2264-8; Altschul et al., 1990,1993, 1997,
todos citados antes). En particular, se usan cinco programas BLAST especificos para realizar las siguientes tareas:

(1) BLASTP y BLAST3 comparan una secuencia problema (secuencia query) de aminodcidos frente a una secuen-
cia de proteinas de la base de datos;

(2) BLASTN compara una secuencia query de nucleétidos frente a una secuencia de nucleétidos de la base de
datos;

(3) BLASTX compara los productos de traduccion conceptual en seis marcos de lectura de una secuencia query de
nucledtidos (ambas cadenas) frente a una secuencia de proteinas de la base de datos;

(4) TBLASTN compara una secuencia query de proteinas frente a una secuencia de nucleétidos de la base de datos
traducida en los seis marcos de lectura (ambas cadenas); y

(5) TBLASTX compara las traducciones en seis marcos de lectura de una secuencia query de nucleétidos frente a
las traducciones en seis marcos de lectura de una secuencia de nucleétidos de la base de datos.

Los programas BLAST identifican las secuencias homoélogas identificando segmentos similares, a los que se deno-
mina aqui “pares de segmentos de mejor puntuacién” entre una secuencia query de aminodcidos o de dcido nucleico y
una secuencia de ensayo que se obtiene preferiblemente a partir de una secuencia de proteina o de 4cido nucleico de la
base de datos. Los pares de segmentos de mejor puntuacién se identifican preferiblemente (esto es, son alineados) por
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medio de una matriz de puntuacién, muchas de las cuales son conocidas en la técnica. Preferiblemente, la matriz de
puntuacién usada es la matriz BLOSUMG62 (véase, Gonnet et al., (1992) Science Jun 5; 256 (5062): 1443-5; Henikoff
and Henikoff (1993) Proteins Sep; 17 (1): 49-61). Menos preferiblemente, se pueden usar también las matrices PAM
o PAM250 (véase, por ejemplo, Schwartz and Dayhoff, eds, (1978) Matrices for Detecting Distance Relationships:
Atlas of Protein Sequence and Structure, Washington: National Biomedical Research Foundation). Los programas
BLAST evaldan la significancia estadistica de todos los pares de segmentos de mejor puntuacién identificados, y pre-
feriblemente seleccionan aquellos segmentos que satisfacen el umbral de significancia especificado por el usuario,
tal como un porcentaje de homologia especificado por el usuario. Preferiblemente, la significancia estadistica de un
par de segmentos de mejor puntuacién se evalia usando la férmula de significancia estadistica de Karlin (véase, por
ejemplo, Karlin and Altschul, (1990) Proc Natl Acad Sci USA Mar; 87 (6): 2264-8). Los programas BLAST se pueden
usar con los pardmetros por defecto o con pardmetros modificados proporcionados por el usuario. Preferiblemente, los
pardmetros son parametros por defecto.

Un método preferido para determinar la mejor concordancia global entre una secuencia query (una secuencia de la
presente invencion) y una secuencia sujeto (secuencia de la base de datos), también denominada alineamiento global
de secuencias, se puede determinar usando el programa de ordenador FASTDB basado en el algoritmo de Brutlag
et al. (1990) Comp. App. Biosci. 6: 237-245. En un alineamiento de secuencias la secuencia query y la secuencia
de la base de datos son ambas secuencias de aminodcidos. El resultado de dicho alineamiento global de secuencias
se da en tanto por ciento de identidad. Los pardmetros preferidos usados en un alineamiento de aminoacidos en un
FASTDB son: Matriz=PAM 0, k-tuple=2, penalizacién por desparejamiento=1, penalizaciéon por unién=20, grupo
aleatorio=25 longitud=0, puntuacién umbral =1, tamafio de la ventana=longitud de la secuencia, penalizacién por
gap=5, penalizacion por tamafio del gap=0,05, tamafio de la ventana =247 o la longitud de la secuencia de aminoacidos
de la base de datos, cualquiera que sea mds corta.

Si la secuencia de la base de datos es mas corta que la secuencia query debido a las deleciones en N- o C-terminal,
no debido a las deleciones internas, los resultados, en porcentaje de identidad, deben ser corregidos manualmente
porque el programa FASTDB no cuenta las truncaciones en N- y C-terminal de la secuencia de la base de datos
cuando se calcula la identidad global en tanto por ciento. Para las secuencias de la base de datos truncadas en los N- y
C-terminales, en relacién con la secuencia query, el porcentaje de identidad se corrige calculando el niimero de restos
de la secuencia query que son N- y C-terminales de la secuencia de la base de datos, que no son concordantes/alineados
con un resto correspondiente de la base de datos, como un tanto por ciento de las bases totales de la secuencia query. Si
un resto es concordante/alineado se determina por los resultados del alineamiento de la secuencia con FASTDB. Este
porcentaje se resta entonces del tanto por ciento de identidad, calculado por el programa anterior FASTDB usando
los pardmetros especificados, para llegar a una puntuacion final de tanto por ciento de identidad. Esta puntuacién final
de tanto por ciento de identidad es la que se usa para los fines de la presente descripcidon. Solamente los restos de los
N- y C-terminales de la secuencia de la base de datos, que no son concordantes/alineados con la secuencia query, son
considerados para los fines de ajustar manualmente la puntuacion del tanto por ciento de identidad. Esto es, solamente
los restos de aminodacidos de la secuencia query fuera de los restos mas apartados de N- y C-terminales de la secuencia
de la base de datos.

Por ejemplo, una secuencia de la base de datos de 90 restos de aminodcidos es alineada con una secuencia query
de 100 restos para determinar el porcentaje de identidad. La delecién tiene lugar en el N-terminal de la secuencia
de la base de datos y por tanto, el alineamiento con FASTDB no concuerda/alinea con los primeros restos en el N-
terminal. Los 10 restos no emparejados representan el 10% de la secuencia (nimero de restos en el N- y C-terminales
no concordantes/nimero total de restos en la secuencia query) asi se resta el 10% de la puntuacién del porcentaje
de identidad calculada con el programa FASTDB. Si los 90 restos restantes fueran perfectamente concordantes el
porcentaje de identidad final seria del 90%.

En otro ejemplo, una secuencia de la base de datos de 90 restos se compara con una secuencia query de 100 restos.
Esta vez las deleciones son internas de forma que no hay restos en los N- o C-terminales de la secuencia de la base de
datos, que no son concordantes/alineados con la secuencia query. En este caso, el porcentaje de identidad calculado
por FASTDB no es corregido manualmente. Una vez mas, solamente los restos de las posiciones fuera de los extremos
N y C-terminales de la secuencia de la base de datos, como se visualizan en el alineamiento por FASTDB, que no son
concordantes/alineados con la secuencia query se corrigen manualmente. No se hacen otras correcciones manuales
para los fines de la presente descripcion.

Produccion

Notese, a través de la descripcidn, que siempre que se trata de fragmentos de polipéptido OBG3, se pretende espe-
cificamente que estén incluidos los fragmentos gOBG3 como un subconjunto preferido de fragmentos de polipéptido
OBG3.

Los fragmentos de polipéptido OBG3 se aislan preferiblemente de muestras de tejidos humanos o de mamiferos o
son expresados a partir de genes humanos o de mamiferos en células de seres humanos o de mamiferos. Los fragmen-
tos de polipéptido gOBG3 descritos en esta memoria, pueden ser preparados usando métodos de expresion rutinarios
conocidos en la técnica. El polinucledtido que codifica los fragmentos de polipéptido deseados esta ligado a un vector
de expresion. adecuado para cualquier hospedante conveniente. Ambos sistemas hospedantes, eucariético y procarié-
tico, se usan para formar fragmentos de polipéptido recombinantes. El fragmento de polipéptido se aisla después de
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las células lisadas o del medio de cultivo y se purifica hasta donde sea necesario para el uso que se pretende. La puri-
ficacion se realiza por cualquier método conocido en la técnica, por ejemplo, extraccién diferencial, fraccionamiento
de sales, cromatografia, centrifugacién, y similares. Véase, por ejemplo, Methods in Enzymology para una variedad
de métodos para purificar las proteinas. Véanse también los Ejemplos 1-3 para los métodos usados previamente para
los fragmentos de polipéptido OBG3.

Los polipéptidos descritos en esta memoria, pueden ser aislados de la leche. Los polipéptidos se pueden purificar
como polipéptidos OBG3 de longitud completa, que pueden ser divididos entonces, si es apropiado, in vitro para ge-
nerar un fragmento de OBG3, o, alternativamente, los propios fragmentos de OBG3 pueden ser purificados a partir de
la leche. Se puede usar cualquiera de una serie de métodos para purificar los presentes polipéptidos de la leche, inclu-
yendo los descritos en Protein Purification Applications, A Practical Approach (New Edition), Edited by Simon Roe,
AEA Technology Products and Systems, Biosciences, Harwell; Clark (1998) J Mammary Gly Biol Neoplasia 3: 337-
50; Wilkins and Velander (1992) 49: 333-8; U. S. Patent Nos. 6.140.552; 6.025.540; Hennighausen, Protein Expression
and Purification, vol. 1, pp.3-8 (1990); Harris et al. (1997) Bioseparation 7: 31-7; Degener et al. (1998) J. Chromatog.
799: 125-37; Wilkins (1993) J. Cell. Biochem. Suppl. 0 (17 part A). En una tipica realizacion, se centrifuga la leche,
por ejemplo, a una velocidad relativamente baja para separar la fraccién lipidica, y se centrifuga entonces el sobre-
nadante acuoso a una alta velocidad para separar la caseina de la leche de la restante fraccion “suero”. A menudo, se
encuentran proteinas biomédicas en esta fraccion de suero, y se pueden aislar de esta fraccién usando procedimientos
cromatograficos estdndar u otros procedimientos comtinmente usados para purificacion de las proteinas, por ejemplo
como se describe en otro sitio de la presente solicitud. Los polipéptidos OBG3 se pueden purificar usando anticuer-
pos especificos para los polipéptidos OBG3, por ejemplo usando cromatografia de afinidad. En adicién, se pueden
usar métodos para aislar fragmentos particulares de OBG3, por ejemplo métodos electroforéticos u otros para aislar
proteinas de un particular tamafio. Los polipéptidos OBG3 aislados usando estos métodos pueden estar presentes en
la naturaleza, se ha descubierto que como polipéptidos OBG3 estdn naturalmente presentes en la leche de mamiferos
(véase, p. ej. el Ejemplo 17), o pueden ser el resultado de la produccién recombinante de la proteina en las glandulas
mamarias de un mamifero no humano, como se describe mds adelante. El fragmento de OBG3 puede ser producido
como una proteina de fusién con una secuencia polipeptidica antigénica, heteréloga, cuya secuencia antigénica puede
ser usada para purificar la proteina, por ejemplo, utilizando la metodologia estdndar de inmuno-afinidad.

En adicion, se pueden producir por sintesis quimica fragmentos de proteina mds cortos. Alternativamente, las pro-
tefnas se pueden extraer de células o tejidos de seres humanos o de animales. Los métodos para purificar las proteinas
son conocidos en la técnica, e incluyen el uso de detergentes o agentes caotrépicos para romper las particulas seguido
por extraccidn diferencial y separacion de los polipéptidos por cromatografia de intercambio idnico, cromatografia de
afinidad, sedimentacion segin la densidad, y electroforesis en gel.

El cDNA de cualquier fragmento de OBG3, incluyendo el de la Fig. 4, se puede usar para expresar los fragmentos
de polipéptido OBG3. El 4cido nucleico que codifica el fragmento de OBG3 a ser expresado puede estar operativa-
mente ligado a un promotor en un vector de expresion usando la tecnologia convencional de clonacién. El cDNA del
fragmento de OBG3 inserto en el vector de expresion puede comprender la secuencia codificadora para: el polipép-
tido OBG3 de longitud completa (para ser modificado mas tarde); de 6 aminodcidos a 6 aminodcidos menos que el
polipéptido OBG3 de longitud completa; un fragmento gOBG3; o variantes y % de polipéptidos similares.

El vector de expresion puede ser cualquiera de los sistemas de expresion en mamiferos, levaduras, insectos o
bacterias conocidos en la técnica, algunos de los cuales estan descritos en esta memoria, y ejemplos de los cuales se dan
en los Ejemplos (Ejemplos 1-3). Los vectores y sistemas de expresion comercialmente disponibles se pueden conseguir
de una variedad de proveedores incluyendo Genetics Institute (Cambridge, MA), Stratagene (La Jolla, California),
Promega (Madison, Wisconsin), e Invitrogen (San Diego, California). Si se desea, para aumentar la expresion y facilitar
el plegamiento apropiado de las proteinas, el contexto de los codones y el emparejamiento de los codones de la
secuencia puede ser optimizado para el organismo particular de expresion en el cual se introduce el vector de expresion,
como es explicado por Hatfield, et al., Patente de Estados Unidos No. 5.082.767.

Si el 4cido nucleico que codifica los fragmentos de pohpeptldo OBG3 carece de una metionina que sirva como
sitio de iniciacion, se puede introducir una metionina de iniciacién préxima al primer codén del dcido nucleico usando
técnicas convencionales. Similarmente, si el inserto del cDNA del fragmento del polipéptido OBG3 carece de una
sefial poly A, esta secuencia puede ser afiadida a la estructura artificial, por ejemplo, mediante corte de la sefial poly
A de pSGS5 (Stratagene) usando las enzimas endonucleasas de restricciéon Bgll y Sall e incorporando la sefial al vector
de expresion del mamifero pXTI (Stratagene). El pXTI contiene los LTR y una porcién del gen gag del virus de la
leucemia murina de Moloney. La posicién de los LTR en la estructura artificial permite una transfeccion estable eficaz.
El vector incluye el promotor timidina-cinasa del Herpes Simplex y el gen de neomicina seleccionable.

El 4cido nucleico que codifica un fragmento de OBG3 se puede obtener por PCR a partir de un vector que contiene
la secuencia de nucleétidos de OBG3 usando cebadores oligonucleétidos complementarios del cDNA del OBG3 de-
seado y que contiene las secuencias de endonucleasa de restriccion para Pst I incorporadas en el cebador de 5° y Bglll
en el extremo 5° del correspondiente cebador 3’ de cDNA, teniendo cuidado de asegurar que la secuencia que codi-
fica el fragmento de OBG3 estd posicionada apropiadamente con respecto a la sefial poly A. El fragmento purificado
obtenido a partir de la reaccién de PCR resultante se digiere con Pstl, se termina de forma roma con una exonucleasa,
se digiere con BglII, se purifica y se liga a pXTI, que contiene ahora una sefial poly A y se digiere con BglIl. Métodos
alternativos se presentan en los Ejemplos 1-3.
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La transfeccién de un vector que expresa un fragmento de OBG3 en las células NIH 3T3 de ratén es un méto-
do para introducir los polinucleétidos en las células hospedantes. La introduccién de un polinucleétido que codifica
un polipéptido en una célula hospedante se puede efectuar mediante transfeccién por fosfato de calcio, transfeccién
mediada por DEAE-dextrano, transfeccién mediada por lipidos catiénicos, electroporacidn, transduccién, infeccion,
u otros métodos. Tales métodos estan descritos en muchos manuales estindar de laboratorio, tales como Davis et al.
((1986) Methods in Molecular Biology, Elsevier Science Publishing Co., Inc., Amsterdam). Se contempla especifica-
mente que los polipéptidos descritos en esta memoria, pueden ser expresados de hecho por una célula hospedante que
carece de un vector recombinante. Los métodos para expresar fragmentos de OBG3 en las células estan descritos en
los Ejemplos 1-3.

Un polipéptido (esto es, un fragmento gOBG3) puede ser recogido y purificado a partir de cultivos recombinantes
de células por métodos bien conocidos que incluyen precipitacidn con sulfato de amonio o etanol, extraccién con 4ci-
do, cromatografia de intercambio aniénico o catiénico, cromatografia de fosfocelulosa, cromatografia de interaccién
hidréfoba, cromatografia de afinidad, cromatografia en hidroxilapatita y cromatografia en lectina. Lo mds preferi-
blemente, para purificacién se emplea la cromatografia de liquidos de alta resolucién (“HPLC”). Los polipéptidos
descritos en esta memoria, y preferiblemente la forma segregada, se pueden recoger también de: productos purifica-
dos procedentes de fuentes naturales, incluyendo fluidos corporales, tejidos y células, ya sea aislados directamente
o cultivados; productos de procedimientos quimicos sintéticos; y productos producidos por técnicas recombinantes a
partir de un hospedante procaridtico o eucariético, incluyendo, por ejemplo, células de bacterias, levaduras, plantas
superiores, insectos, y células de mamiferos.

Dependiendo del hospedante empleado en un procedimiento de produccién recombinante, los polipéptidos descri-
tos en esta memoria, pueden ser glucosilados o pueden no ser glucosilados. Preferiblemente los polipéptidos descritos
en esta memoria, son no glucosilados. En adicién, los polipéptidos descritos en esta memoria, pueden incluir también
un resto inicial de metionina modificada, en algunos casos como resultado de los procesos mediados por el hospe-
dante. Asi, es bien conocido en la técnica que la metionina del N-terminal codificada por el codén de iniciacién de la
traduccion generalmente se separa con alta eficacia de cualquier proteina después de la traduccion en todas las células
eucaridticas. Aunque la metionina del N-terminal en la mayor parte de las proteinas también se separa en la mayor
parte de los procariotas, para algunas proteinas este procedimiento de separacidn procariético es ineficaz, dependiendo
de la naturaleza del aminodcido al que la metionina del N-terminal est4 ligada covalentemente.

En adicién a las construcciones del vector discutidas aqui, las células hospedantes pueden englobar células hos-
pedantes primarias, secundarias, e inmortalizadas de origen vertebrado, particularmente de origen mamifero, que han
sido sometidas a ingenieria genética para delecionar o reemplazar material genético enddgeno (por ejemplo, la se-
cuencia codificadora), y/o para incluir material genético (por ejemplo, las secuencias polinucleotidicas heterélogas)
que estd operativamente asociado con los polinucledtidos descritos en esta memoria, y que activa, altera, y/o amplifica
los polinucledtidos endégenos. Por ejemplo, se pueden usar métodos conocidos en la técnica para asociar operativa-
mente las regiones heterélogas de control (por ejemplo, promotor y/o potenciador) y las secuencias polinucleotidicas
enddgenas mediante recombinacién homdloga, véase, por ejemplo, la patente de Estados Unidos No. 5.641.670, emi-
tida el 24 de junio de 1997; la publicacién internacional No. WO 96/29411, publicada el 26 de septiembre de 1996; la
publicacién internacional No. WO 94/12650, publicada el 4, de agosto de 1994; Koller et al., (1989) Proc Natl Acad
Sci USA Nov; 86 (22): 8932-5; Koller et al., (1989) Proc Natl Acad Sci USA Nov; 86 (22):8927-31; y Zijlstra et al.
(1989) Nature Nov 23; 342 (6248): 435-8.

Modificaciones

En adicién, los polipéptidos descritos en esta memoria, pueden ser sintetizados quimicamente usando métodos
conocidos en la técnica (véase, por ejemplo, Creighton, 1983 Proteins. New York, New York: W.H. Freeman and
Company; y Hunkapiller et al., (1984) Nature Jul 12-18; 310 (5973): 105-11). Por ejemplo, un fragmento relativa-
mente corto descrito en esta memoria, se puede sintetizar mediante el uso de un sintetizador de péptidos. Ademas,
si se desea, se pueden introducir aminoacidos no clasicos o andlogos quimicos de aminodcidos como una sustitucion
en la secuencia del fragmento. Los aminoacidos no cldsicos incluyen, pero sin limitarse a ellos, los isémeros D de
los aminoacidos comunes, acido 2,4-diaminobutirico, dcido a-amino-isobutirico, dcido 4-aminobutirico, Abu, acido
2-aminobutirico, g-Abu, e-Ahx, dcido 6-amino-hexanoico, Aib, dcido 2-amino-isobutirico, dcido 3-amino-propiéni-
co, ornitina, norleucina, norvalina, hidroxiprolina, sarcosina, citrulina, homocitrulina, 4cido cisteico, t-butiglicina, t-
butialanina, fenilglicina, ciclohexilalanina, b-alanina, fluoroaminodcidos, aminodcidos de disefio tales como b-metil-
aminodcidos, Ca-metil-aminodcidos, Na-metil-aminodacidos, y andlogos de aminodcidos en general. Ademas, el ami-
noécido puede ser D (dextrégiro) o L (levégiro).

Los fragmentos de polipéptido se pueden modificar de forma diferenciada durante o después de la traduccidn,
por ejemplo, por glucosilacion, acetilacion, fosforilacién, amidacién, derivatizaciéon mediante grupos protectores/
bloqueantes conocidos, escisién proteolitica, unién con una molécula de anticuerpo u otro ligando celular, etc. Se
puede llevar a cabo cualquiera de numerosas modificaciones quimicas por técnicas conocidas, que incluyen pero sin
limitarse a ellas, la escision quimica especifica por bromuro de cianégeno, tripsina, quimiotripsina, papaina, protea-
sa V8, NaBH4; acetilacion, formilacion, oxidacion, reduccion; sintesis metabdlica en la presencia de tunicamicina;
etc.
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Las modificaciones post-traduccién adicionales incluyen, por ejemplo, cadenas de carbohidratos unidas por N o
unidas por O, procesado de los extremos N-terminal o C-terminal), unién de los restos quimicos a la cadena principal
de aminodcidos, modificaciones quimicas de las cadenas de carbohidratos unidas por N o unidas por O, y adicién o
delecion de un resto de metionina de N-terminal como resultado de la expresion en la célula hospedante procaridtica.
Los fragmentos de polipéptido se pueden modificar también con una marca detectable, tal como una marca enzimaética,
fluorescente, isotdpica o de afinidad para permitir la deteccion y aislamiento del polipéptido.

También se proporcionan por la invencién los usos de derivados quimicamente modificados de los polipéptidos
descritos en esta memoria, que pueden aportar ventajas adicionales tales como aumento de la solubilidad, estabilidad
y tiempo de circulacién del polipéptido, o reduccién de la inmunogenicidad. Véase la patente de Estados Unidos:
4.179.337. El resto quimico para derivatizacion es polietilenglicol. Los polipéptidos pueden ser modificados en posi-
ciones aleatorias dentro de la molécula, o en posiciones predeterminadas dentro de la molécula y pueden incluir uno,
dos, tres o mds restos quimicos unidos.

El polimero puede ser de cualquier peso molecular, y puede ser ramificado o no ramificado. Para el polietilenglicol,
el peso molecular preferido estd entre aproximadamente 1 kDa y aproximadamente 100 kDa (indicando el término
“aproximadamente” que en las preparaciones de polietilenglicol, algunas moléculas tendrdn mds peso, algunas menos,
que el peso molecular indicado) para facilidad en la manipulacién y en la fabricacién. Se pueden usar otros tamafios,
dependiendo del perfil terapéutico deseado (por ejemplo, la duracién deseada de la liberacion sostenida, los efectos,
si los hubiera sobre la actividad bioldgica, la facilidad en la manipulacién, el grado o la falta de antigenicidad y otros
efectos conocidos del polietilenglicol sobre una proteina terapéutica o analogo).

Las moléculas de polietilenglicol deberian estar unidas al polipéptido con consideracién de los efectos sobre los
dominios funcionales o antigénicos del polipéptido. Hay una serie de métodos de unién disponibles para los expertos
en la técnica, por ejemplo, EP 0 401 384, (acoplamiento de PEG a G-CSF), véase también Malik ef al. (1992) Exp
Hematol. Sep; 20 (8): 1028-35, informando sobre la pegilaciéon de GM-CSF usando cloruro de tresilo). Por ejemplo,
el polietilenglicol puede ser unido covalentemente a los restos aminoacidos mediante un grupo reactivo, tal como, un
grupo amino o carboxilo libre. Los grupos reactivos son aquellos a los que se puede unir una molécula de polietilen-
glicol activada. Los restos aminodcidos que tienen un grupo amino libre pueden incluir restos de lisina y los restos de
aminodcido en N-terminal; los que tienen un grupo carboxilo libre pueden incluir restos de dcido aspartico, restos de
dcido glutdmico y el resto aminodcido del C-terminal. También se pueden usar los grupos sulthidrilo como un grupo
reactivo para unir las moléculas de polietilenglicol. Para fines terapéuticos se prefiere la unién a un grupo amino, tal
como la unién en el N-terminal o grupo de lisina.

Se pueden desear especificamente proteinas modificadas quimicamente en el N-terminal. Usando el polietilengli-
col como una ilustracién de la presente composicion, se puede seleccionar a partir de una variedad de moléculas de
polietilenglicol (por peso molecular, ramificacion, etc.), la proporcién de las moléculas de polietilenglicol a las molé-
culas de proteina (polipéptido) en la mezcla de reaccion, el tipo de reaccion de pegilacién a ser realizada, y el método
para obtener la proteina seleccionada pegilada en N-terminal. El método para obtener la preparacién pegilada en N-
terminal (esto es, separar este resto de otros restos monopegilados si fuera necesario) puede ser por purificacién del
material pegilado en N-terminal a partir de una poblacién de moléculas de proteina pegilada. Las proteinas selectivas
modificadas quimicamente en el N-terminal se pueden conseguir mediante alquilacién reductora, que se aprovecha
de la reactividad diferencial de diferentes tipos de grupos amino primarios (lisina frente al N-terminal) disponibles
para la derivatizacién de una proteina particular. Bajo condiciones apropiadas de reaccion, se alcanza la derivatizacién
sustancialmente selectiva de la proteina en el N-terminal con un grupo carbonilo que contiene el polimero.

Multimeros

Los fragmentos de polipéptido descritos en esta memoria, pueden ser mondmeros o multimeros (esto es, dime-
ros, trimeros, tetrdmeros y multimeros mas altos). Por consiguiente, la presente descripcidn se refiere a mondmeros
y multimeros de los fragmentos de polipéptido descritos en esta memoria, a su preparacion, y a composiciones (pre-
feriblemente, composiciones farmacéuticamente o fisiolégicamente aceptables) que los contienen. En realizaciones
especificas, los polipéptidos descritos en esta memoria, son monémeros, dimeros, trimeros o tetrdmeros. En realiza-
ciones adicionales, los multimeros son al menos dimeros, al menos trimeros, o al menos tetrameros.

Los multimeros para uso en la invencidn pueden ser homdémeros o heterémeros. Como se usa aqui, el término
homémero, se refiere a un multimero que contiene solamente polipéptidos que corresponden a los fragmentos de po-
lipéptido gOBG3 descritos en esta memoria, (incluyendo fragmentos de polipéptido, variantes, variantes de corte y
empalme, y proteinas de fusién que corresponden a estos fragmentos de polipéptido como se describe en esta me-
moria). Estos homémeros pueden contener fragmentos de polipéptido que tienen secuencias de aminoacidos idénticas
o diferentes. En una realizacién especifica, un homémero es un multimero que contiene solamente fragmentos de
polipéptido que tienen una secuencia idéntica de aminodcidos. En otra realizacién especifica, un homdémero es un
multimero que contiene fragmentos de polipéptido que tienen secuencias de aminoécidos diferentes. En realizacio-
nes especificas, el multimero es un homodimero (por ejemplo, que contiene fragmentos de polipéptido que tienen
secuencias de aminodcidos idénticas o diferentes) o un homotrimero (por ejemplo, que contiene fragmentos de po-
lipéptido que tienen secuencias de aminodacidos idénticas y/o diferentes). En realizaciones adicionales, el multimero
homomérico es al menos un homodimero, al menos un homotrimero, o al menos un homotetramero.
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Como se usa aqui, el término heterémero se refiere a un multimero que contiene uno o mas polipéptidos hetero-
logos (esto es, que corresponden a diferentes proteinas o fragmentos polipeptidicos de las mismas) en adicion a los
polipéptidos descritos en esta memoria. En una realizacién especifica, el multimero es un heterodimero, un heterotri-
mero, o un heterotetramero. En realizaciones adicionales, el multimero heteromérico es al menos un heterodimero, al
menos un heterotrimero, o al menos un heterotetramero.

Los multimeros descritos en esta memoria, pueden ser el resultado de asociaciones hidr6fobas, hidroéfilas, i6nicas
y/o covalentes y/o pueden estar ligados indirectamente, por ejemplo, por formacién de liposomas. Asi, en una reali-
zacion, los multimeros, tales como, por ejemplo, homodimeros u homotrimeros, se forman cuando los polipéptidos
descritos en esta memoria, se ponen en contacto uno con otro en solucién. En otra realizacién, los heteromultimeros,
tales como, por ejemplo, heterotrimeros o heterotetrdmeros, se forman cuando los polipéptidos descritos en esta me-
moria, ponen en contacto los anticuerpos con los polipéptidos descritos en esta memoria, (incluyendo anticuerpos para
la secuencia del polipéptido heterélogo en una proteina de fusioén descrita aqui) en solucién. En otras realizaciones,
se forman los multimeros por asociaciones covalentes con y/o entre los polipéptidos descritos en esta memoria. Tales
asociaciones covalentes pueden incluir uno o més restos aminodcidos contenidos en la secuencia polipeptidica (por
ejemplo, la indicada en el listado de secuencias, o contenida en el polipéptido codificado por un clon depositado). En
un caso, las asociaciones covalentes estan reticuladas entre restos de cisteina localizados dentro de las secuencias del
polipéptido, que interactdan en el polipéptido nativo (esto es, presente en la naturaleza). En otro caso, las asociacio-
nes covalentes son la consecuencia de la manipulacién quimica o recombinante. Alternativamente, tales asociaciones
covalentes pueden incluir uno o mds restos aminodcidos contenidos en la secuencia del polipéptido heter6logo en una
proteina de fusidn descrita en esta memoria.

En un ejemplo, las asociaciones covalentes estan entre la secuencia heteréloga contenida en una proteina de fusién
(véase, por ejemplo, la patente de Estados Unidos nimero 5.478.925). En un ejemplo especifico, las asociaciones cova-
lentes estan entre la secuencia heter6loga contenida en una proteina de fusién Fc (como se describe en esta memoria).
En otro ejemplo especifico, las asociaciones covalentes de las proteinas de fusion estdn entre la secuencia heteréloga
del polipéptido de otra proteina que es capaz de formar multimeros asociados covalentemente, tales como por ejemplo,
osteoprotegerina (véase, por ejemplo, la publicacion internacional nimero: WO 98/49305). En otra realizacién, dos
o mds polipéptidos descritos en esta memoria, se pueden unir por medio de enlaces de péptidos. Los ejemplos inclu-
yen estos enlaces de péptidos descritos en la patente de Estados Unidos No. 5.073.627. Las proteinas que comprenden
multiples polipéptidos descritos en esta memoria, separados por enlaces de péptidos se pueden producir por tecnologia
convencional de DNA recombinante.

Otro método para preparar polipéptidos multimeros descritos en esta memoria, incluye el uso de polipéptidos
descritos en esta memoria, fusionados a una secuencia polipeptidica de la cremallera (zipper) o cierre de leucina o del
cierre de isoleucina. Los dominios del cierre de leucina y del cierre de isoleucina son polipéptidos que promueven la
multimerizacidn de las proteinas en las que se encuentran. Los cierres de leucina fueron originalmente identificados en
varias proteinas que se unen al DNA, y desde entonces han sido encontrados en una variedad de diferentes proteinas
(Landschulz et al., (1988) Genes Deyv. Jul; 2 (7): 786-800). Entre los cierres de leucina conocidos estdn los péptidos y
sus derivados presentes en la naturaleza que forman dimeros o trimeros. Son ejemplos de dominios de cierre de leucina
adecuados para producir proteinas multiméricas solubles los descritos en la solicitud PCT WO 94/10308. Las proteinas
de fusién recombinantes que comprenden un polipéptido descrito en esta memoria, fusionado con una secuencia de
polipéptido que se dimeriza o trimeriza en solucién pueden ser expresadas en células hospedantes adecuadas, y la
proteina de fusién multimérica soluble resultante puede ser recogida del sobrenadante del cultivo usando métodos
conocidos en la técnica.

Los polipéptidos triméricos pueden ofrecer la ventaja de una actividad bioldgica mejorada. Los restos de cierre
de leucina y los restos de isoleucina preferidos son aquellos que forman preferiblemente trimeros. Un ejemplo es un
cierre de leucina derivado de la proteina tensioactiva del pulmén D (SPD), como se describe en Hoppe et al. FEBS
Letters (1994) May 16; 344 (2-3): 191-5. y en la solicitud de patente de Estados Unidos Ser. No. 08/446.922. Otros
péptidos derivados de las proteinas triméricas presentes en la naturaleza se pueden emplear para preparar polipéptidos
triméricos. En otro ejemplo, las protefnas descritas en esta memoria, se pueden asociar por interacciones entre Flag®
y la secuencia del polipéptido contenida en las protefnas de fusién que contienen la secuencia de polipéptido Flag®.
En otra realizacion, las proteinas descritas en esta memoria, se pueden asociar por interacciones entre la secuencia del
polipéptido heterélogo contenida en las proteinas de fusién Flag® y el anticuerpo anti Flag®.

Los multimeros descritos en esta memoria, pueden ser generados usando métodos quimicos conocidos en la téc-
nica. Por ejemplo, los polipéptidos que se desea que sean contenidos en los multimeros descritos en esta memoria,
pueden estar reticulados quimicamente usando moléculas de enlace y métodos de optimizacién de la longitud de la
molécula de enlace conocidos en la técnica (véase, por ejemplo, la patente de Estados Unidos nimero 5.478.925).
Adicionalmente, los multimeros pueden ser generados usando métodos conocidos en la técnica para formar uno o
mads enlaces reticulantes inter-moléculas entre los restos de cisteina localizados dentro de la secuencia de los polipép-
tidos que se desea que sean contenidos en el multimero (véase, por ejemplo, la patente de Estados Unidos nimero
5.478.925). Ademas, los polipéptidos descritos en esta memoria, pueden ser modificados rutinariamente por la adi-
cion de cisteina o biotina al C-terminal o N-terminal del polipéptido y pueden ser aplicados métodos conocidos en la
técnica para generar multimeros que contienen uno o més de estos polipéptidos modificados (véase, por ejemplo, la
patente de Estados Unidos nimero 5.478.925). Adicionalmente, se pueden aplicar al menos 30 métodos conocidos en
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la técnica para generar liposomas que contienen los componentes polipeptidicos que se desea que sean contenidos en
el multimero (véase, por ejemplo, la patente de Estados Unidos nimero 5.478.925).

Alternativamente, los multimeros descritos en esta memoria, pueden ser generados usando métodos de ingenieria
genética conocidos en la técnica. En una realizacion, los polipéptidos contenidos en los multimeros pueden ser produ-
cidos recombinantemente usando la tecnologia de las proteinas de fusién descrita en esta memoria, o conocida de otro
modo en la técnica (véase, por ejemplo, la patente de Estados Unidos nimero 5.478.925). En una realizacién especifi-
ca, los polinucleédtidos que codifican un homodimero pueden ser generados ligando una secuencia de polinucleétidos
que codifica un polipéptido descrito en esta memoria, a una secuencia que codifica un enlace polipeptidico y después
ademads a un polinucleétido sintético que codifica el producto traducido del polipéptido en la orientacién inversa del
original C-terminal al N-terminal (careciendo de la secuencia lider) (véase, por ejemplo, la patente de Estados Unidos
nimero 5.478.925). En otra realizacion, las técnicas recombinantes descritas en esta memoria, o conocidas de otro
modo en la técnica pueden ser aplicadas para generar los polipéptidos recombinantes descritos en esta memoria, que
contienen un dominio transmembranal (o hidréfobo o de péptido sefial) y que pueden ser incorporados a los liposomas
por técnicas de reconstitucion de la membrana (véase, por ejemplo, la patente de Estados Unidos niimero 5.478.925).

II. Polinucledtidos OBG3

Los polinucleétidos preferidos son aquellos que codifican los fragmentos de polipéptido gOBG3 descritos en
esta memoria. Los polinucledtidos recombinantes que codifican los fragmentos de polipéptido gOBG3 pueden ser
usados de varios modos, incluyendo, pero sin limitarse a ellos, expresar el polipéptido en células recombinantes para
uso en ensayos de cribado de antagonistas y agonistas de su actividad asi como para facilitar su purificacién para
uso de varios modos incluyendo, pero sin limitarse a ellos, ensayos de cribado para antagonistas y agonistas de su
actividad, cribados de diagnéstico, y produccién de anticuerpos, asi como tratamiento y/o prevencion de enfermedades
y trastornos relacionados con la obesidad y/o para reducir la masa corporal.

Los polinucleétidos que codifican los fragmentos de polipéptido OBG3 y gOBG3 y los fragmentos de polipéptido
variantes de los mismos pueden ser purificados, aislados, y/o recombinantes. En todos los casos, los polinucledti-
dos gOBG3 deseados son aquellos que codifican los fragmentos de polipéptido gOBG3 de la invencién que tienen
actividad relacionada con la obesidad como se describe y se expone aqui.

Fusiones

Los polinucleétidos que codifican los polipéptidos descritos en esta memoria, pueden ser fusionados en marco de
lectura con las secuencias que codifican las secuencias adicionales de aminodcidos heterélogos. También, los dcidos
nucleicos pueden codificar los polipéptidos descritos en esta memoria, junto con las secuencias no codificantes adi-
cionales, incluyendo por ejemplo, pero sin limitarse a ellas, las secuencias no codificantes 5’ y 3, la secuencia vector,
las secuencias usadas para purificacién, sondas, o cebadores. Por ejemplo, las secuencias heterélogas incluyen las
secuencias transcritas, no traducidas que pueden desempefiar un papel en la transcripcion, y procesado del mRNA, por
ejemplo, la unién a los ribosomas y la estabilidad del mRNA. Las secuencias heter6logas pueden comprender alter-
nativamente secuencias codificadoras adicionales que proporcionan funcionalidades adicionales. Asi, una secuencia
de nucleédtidos que codifica un polipéptido puede ser fusionada con una secuencia tag, tal como una secuencia que
codifica un péptido que facilita la purificacién del polipéptido fusionado. La secuencia del aminodcido tag puede ser
un péptido de hexa-histidina, tal como el tag proporcionado en un vector pQE (QIAGEN, Inc., 9259 Eton Avenue,
Chatsworth, CA, 91311), entre otros, muchos de los cuales estdn comercialmente disponibles. Por ejemplo, la hexa-
histidina proporciona la purificacién conveniente de la proteina de fusién (véase, Gentz et al., (1989) Proc Natl Acad
Sci USA Feb; 86 (3): 821-4). El1 “HA” tag es otro péptido ttil para la purificacién que corresponde a un epitope deri-
vado de la proteina hemaglutinina de influenza (véase, Wilson et al., (1984) Cell 37 (3):767-78). Como se ha expuesto
antes, las proteinas de fusién para uso como se describe en el primer aspecto, incluyen fragmentos gOBG3 fusionados
con IgG Fc en el N- o C-terminal.

II1. Vectores recombinantes

El término “vector” se usa aqui para designar una molécula de DNA o RNA circular o lineal, que es de doble hebra
0 una Unica hebra, y que comprende al menos un polinucledtido de interés que se busca que sea transferido a una
célula hospedante o a un organismo hospedante unicelular o multicelular.

Un vector recombinante puede comprender un promotor operativamente ligado a una region codificadora capaz de
expresar (a) un fragmento globular de OBG3 o una variante para uso en el primer aspecto; o (b) una fusién de dicho
fragmento globular de OBG3 en la que el fragmento estd en la forma de un péptido de fusién IgG Fc.

Se pueden emplear vectores de expresién para expresar tal fragmento globular de OBG3, variante o péptido de
fusién que pueden ser entonces purificados y, por ejemplo, ser usados como tratamiento para las enfermedades rela-
cionadas con la obesidad, o simplemente para reducir la masa corporal de los individuos.

La expresion requiere que se proporcionen las sefiales apropiadas en los vectores, incluyendo dichas seifiales di-
ferentes elementos reguladores, tales como mejoradores/promotores de ambas fuentes virales y de mamiferos, que
dirigen la expresion de los genes de interés en las células hospedantes. Se pueden incluir en los vectores de expresion,
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marcadores dominantes de seleccién del fairmaco para establecer clones celulares permanentes y estables que expresan
los productos, ya que son elementos que ligan la expresion de los marcadores de seleccidn del farmaco a la expresion
del polipéptido.

Los vectores de expresion pueden incluir dcidos nucleicos que codifican un fragmento gOBG3 descrito en esta
memoria, o un fragmento gOBG3 modificado como se describe aqui, o variantes o fragmentos de los mismos, bajo el
control de una secuencia reguladora seleccionada entre los fragmentos de polipéptido OBG3, o alternativamente bajo
el control de una secuencia reguladora exgena.

Consecuentemente, tales vectores de expresion pueden consistir en: (a) una secuencia reguladora de un fragmento
de OBG3 que dirige la expresion de un polinucledtido codificador ligado operativamente a la misma; y (b) un fragmen-
to que codifica la secuencia de gOBG3 descrita en esta memoria, ligado operativamente a las secuencias reguladoras
que permiten su expresion en una célula hospedante y/o organismo hospedante adecuado.

Alguno de los elementos que se pueden encontrar en los vectores se describen con mds detalle en las siguientes
secciones.

1) Caracteristicas generales de los vectores de expresion

Un vector recombinante puede comprender, pero sin limitarse a ellos, un YAC (cromosoma artificial de levadura),
un BAC (cromosoma artificial bacteriano), un fago, un fagémido, un césmido, un plasmido, o incluso una molécula
lineal de DNA que puede consistir en un DNA cromosémico, no cromosémico, semi-sintético o sintético. Un vector
recombinante de este tipo puede comprender una unidad transcripcional que comprende un conjunto de:

(1) un elemento o elementos genéticos que tienen un papel regulador en la expresion de los genes, por ejemplo
promotores o potenciadores. Los potenciadores son elementos de DNA que actian en cis, usualmente de aproximada-
mente 10 a 300 bp de longitud que actdan sobre el promotor para aumentar la transcripcion;

(2) una secuencia estructural o codificadora que est4 transcrita en el mRNA y eventualmente traducida a un polipép-
tido, estando dicha secuencia estructural o codificadora ligada operativamente a los elementos reguladores descritos

en(l);y

(3) secuencias apropiadas de iniciacién y terminacion de la transcripcién. Las unidades estructurales destinadas
al uso en levaduras o sistemas de expresion eucaridticos incluyen preferiblemente una secuencia lider que permite
la secrecion extracelular de la proteina traducida por una célula hospedante. Alternativamente, cuando una protei-
na recombinante es expresada sin una secuencia lider o de transporte, puede incluir un resto N-terminal. Este res-
to puede ser o no escindido posteriormente de la proteina recombinante expresada para proporcionar un producto
final.

Generalmente, los vectores de expresion recombinante incluirdn origenes de replicacién, marcadores selecciona-
bles que permiten la transformacién de la célula hospedante, y un promotor derivado de un gen altamente expresado
para dirigir la transcripcién de una secuencia estructural hacia abajo. La secuencia estructural heteréloga es ensam-
blada en una fase apropiada con las secuencias de iniciacién y terminacion de la traduccién, y preferiblemente una
secuencia lider capaz de dirigir la secrecién de la proteina traducida hacia el espacio periplasmico o el medio ex-
tracelular. En una realizacién especifica en la que el vector es adaptado para transfectar y expresar las secuencias
deseadas en las células hospedantes del mamifero, los vectores preferidos comprenderdn un origen de replicacién en
el hospedante deseado, un promotor y potenciador adecuados, y también cualquiera de los sitios necesarios de unién
a ribosomas, sitios de poliadenilacidn, sitios de corte y empalme de donador y aceptor, las secuencias de terminacién
de la transcripcion, y las secuencias no transcritas en la regién de flanqueo 5°. Las secuencias de DNA derivadas
del genoma viral SV40, por ejemplo de origen SV40, promotor inicial, potenciador, sitios de corte y empalme y de
poliadenilacién, se pueden usar para proporcionar los elementos genéticos no transcritos requeridos.

2) Elementos reguladores
Promotores

Las regiones adecuadas del promotor usadas en los vectores de expresion se eligen teniendo en cuenta la célula
hospedante en la que es expresado el gen heterdlogo. El promotor particular empleado para controlar la expresion de
una secuencia de dcido nucleico de interés no se considera importante, con tal de que sea capaz de dirigir la expresién
del 4cido nucleico en la célula elegida. Asi, cuando se elige como objetivo una célula humana, es preferible colocar
la regién codificadora de 4cido nucleico adyacente a un promotor y bajo el control del mismo, que es capaz de ser
expresado en una célula humana, tal como, por ejemplo, un promotor humano o viral.

Un promotor adecuado puede ser heterélogo con respecto al 4cido nucleico del que controla la expresién o al-
ternativamente puede ser endégeno al polinucledtido nativo que contiene la secuencia codificadora a ser expresada.
Adicionalmente, el promotor es generalmente heter6logo con respecto a las secuencias del vector recombinante dentro
de las cuales ha sido insertada la estructura artificial de la secuencia promotora/codificadora.

20



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2312450 T3

Las regiones del promotor se pueden seleccionar a partir de cualquier gen objetivo usando, por ejemplo, vectores
CAT (cloramfenicol-transferasa) y mds preferiblemente vectores pKK232-8 y pCM7. Los promotores bacterianos
preferidos son los promotores de RNA-polimerasa, Lacl, LacZ, bacteriéfago T3 o T7, los promotores gpt, lambda
PR, PL y trp (EP 0036776), el promotor de polihedrina, o el promotor de proteina p10 de baculovirus (Kit Novagen)
(Smith et al., (1983) Mol Cell Biol Dec; 3 (12): 2156-65; O’Reilly et al., 1992), el promotor lambda PR o también el
promotor trc.

Los promotores eucaridticos incluyen el inmediato temprano del CMV (citomegalovirus), timidina-quinasa de
HSV (virus del herpes simple), SV40 temprano y tardio, los LTR de retrovirus, y la metalotioneina-L de ratén. En
adicién, los promotores especificos para un tipo particular de células se pueden elegir, tal como los que facilitan la
expresion en tejido adiposo, tejido muscular, o higado. La seleccién de un vector y promotor convenientes es bien
conocida dentro del nivel de experiencia ordinaria en la técnica.

La eleccion de un promotor estd dentro de la capacidad de una persona experta en el campo de la ingenieria
genética. Por ejemplo, se puede referir a Sambrook et al. (1989) Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold
Spring Harbor Laboratory Press, NY, Vol. 1, 2, 3 (1989), o también a los procedimientos descritos por Fuller ez al.
(1996) Immunology in Current Protocols in Molecular Biology.

Otros elementos reguladores

Cuando se emplea un inserto de cDNA, se desea tipicamente incluir una sefial de poliadenilacién para efectuar la
poliadenilacién adecuada del transcripto del gen. La naturaleza de la sefial de poliadenilacion no se cree que sea crucial
para la practica satisfactoria de la invencién, y se puede emplear cualquiera de tales secuencias como la hormona de
crecimiento humano y las sefiales de poliadenilacién de SV40. También se contempla como un elemento de la casete
de expresién un terminador. Estos elementos pueden servir para mejorar los niveles de mensaje y para minimizar la
lectura a través de la casete hasta las otras secuencias.

Los vectores que contienen la secuencia apropiada de DNA como se ha descrito antes, se pueden utilizar para
transformar un hospedante apropiado para permitir la expresion del polipéptido o polinucleétido deseado.

3) Marcadores de eleccion

Estos marcadores deben conferir un cambio identificable a la célula que permita la facil identificacién de las
células que contienen la estructura artificial de expresion. Los genes del marcador de eleccion para la seleccion de
células hospedantes transformadas son preferiblemente dihidrofolato-reductasa o resistencia a la neomicina para el
cultivo de células eucariéticas, TRP1 para S. cerevisiae o resistencia a tetraciclina, rifampicina o ampicilina en E. coli,
o levan-sacarasa para las micobacterias, siendo este tltimo marcador un marcador de eleccidon negativo.

4) Vectores preferidos
Vectores bacterianos

Como un ejemplo representativo pero no limitante, los vectores de expresion utiles para uso bacteriano pueden
comprender un marcador de eleccién y un origen bacteriano de replicacién derivado de pldsmidos comercialmente
disponibles que comprenden elementos genéticos de pBR322 (ATCC37017). Tales vectores comerciales incluyen, por
ejemplo, pKK223-3 (Pharmacia, Uppsala, Sweden), y pGEMI (Promega Biotec, Madison, WI, USA).

Muchos otros vectores adecuados son conocidos por los expertos en la técnica, y estdn comercialmente disponibles,
tales como los siguientes vectores bacterianos: pQE70, pQE60, pQE-9 (Qiagen), pbs, pD10, phagescript, psiX174,
pbluescript SK, pbsks, pNHSA, pNH16A, pNH18A, pNH46A (Stratagene); ptrc99a, pKK223-3, pKK233-3, pDR540,
pRITS5 (Pharmacia); pWLNEO, pSV2CAT, pOG44,pXT]l, pSG (Stratagene); pSVK3, pBPV, pMSG, pSVL (Pharma-
cia); pQE-30 (QIAexpress).

Vectores de baculovirus

Un vector adecuado para la expresion de los polipéptidos descritos en esta memoria, es un vector de baculovirus que
se puede propagar en células de insectos y en lineas celulares de insectos. Un sistema especifico de vector hospedante
adecuado es el vector de transferencia de baculovirus pVL1392/1393 (Pharmingen) que se usa para transfectar la linea
celular SF9 (ATCC N° CRL 1711) que se deriva de Spodoptera frugiperda.

Otros vectores adecuados para la expresion de un polipéptido de cabeza globular Apml en un sistema de expresion
en baculovirus incluyen los descritos por Chai et al. (1993; Biotechnol Appl Biochem. Dec; 18 (Pt 3): 259-73); Vlasak
et al. (1983; Eur J Biochem Sep 1; 135(1): 123-6); y Lenhard et al. (1996; Gene Mar 9; 169 (2): 187-90).

Vectores viricos

El vector de la presente descripcion puede ser derivado de un adenovirus. Los vectores de adenovirus preferidos
son los descritos por Feldman and Steg (1996; Semin Interv Cardiol Sep;1 (3): 203-8) o Ohno et al. (1994; Science
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Aug 5;265(5173): 781-4). Otro adenovirus recombinante preferido es el adenovirus humano tipo2 05 (Ad 2 0 Ad 5)
o un adenovirus de origen animal (solicitud de patente francesa No. FR-93.05954).

Los vectores de retrovirus y los vectores de virus adeno-asociados generalmente se entiende que son los sistemas de
eleccidn de liberacion del gen recombinante para la transferencia de polinucleétidos exégenos in vivo, particularmente
a los mamiferos, incluyendo los seres humanos. Estos vectores proporcionan una eficaz liberacién de genes a las
células, y los dcidos nucleicos transferidos estan integrados de forma estable en el DNA cromosémico del hospedante.

Los retrovirus particularmente preferidos para la preparacién o construcciéon de vehiculos retrovirales de liberacion
del gen in vitro o in vivo incluyen los retrovirus seleccionados del grupo que consiste en virus inductor de focos en
células de visén (Mink-Cell Focus Inducing Virus), virus del sarcoma murino, virus de la reticuloendoteliosis y virus
del sarcoma de Rous. Los virus de la leucemia murina particularmente preferidos incluyen los virus 4070A y los
1504 A, Abelson (ATCC No VR-999), Friend (ATCC No VR-245), Gross (ATCC No VR-590), Rauscher (ATCC No
VR-998) y el Virus de la leucemia murina de Moloney (ATCC No VR-190; Solicitud PCT No W094/24298). Los virus
del sarcoma de Rous particularmente preferidos incluyen la cepa Bryan de alto titulo (ATCC Nos VR-334, VR-657,
VR-726, VR-659 y VR-728). Otros vectores retrovirales preferidos son los descritos en Roth et al. (1996), solicitud
PCT No WO 93/25234, solicitud PCT No WO 94/06920, Roux et al., ((1989) Proc Natl Acad Sci U S A Dec; 86
(23): 9079-83), Julan et al., (1992) J. Gen. Virol. 3: 3251-3255 y Neda et al., (1991) J Biol Chem Aug 5; 266 (22):
14143-6).

Otro sistema mds de vector virico que se contempla consiste en el virus adeno-asociado (AAV). El virus adeno-
asociado es un virus defectuoso presente en la naturaleza que requiere otro virus, tal como un adenovirus o un virus
del herpes, como virus ayudador para una replicacién eficaz y un productivo ciclo vital (Muzyczka et al., (1992) Curr
Top Microbiol Immunol; 158: 97-129). Es también uno de los pocos virus que pueden integrar su DNA en células
que no se dividen, y presenta una alta frecuencia de integracion estable (Flotte ez al., (1992) Am J Respir Cell Mol
Biol Sep; 7 (3): 349-56; Samulski et al., (1989) J Virol Sep; 63 (9): 3822-8; McLaughlin et al., (1989) Am. J. Hum.
Genet. 59: 561-569). Una caracteristica ventajosa de AAV se deriva de su reducida eficacia para transducir las células
primarias en relacion con las células transformadas.

5) Liberacion de los vectores recombinantes

Con el fin de efectuar la expresion de los polinucledtidos descritos en esta memoria, estas estructuras artificiales
deben ser liberadas a una célula. Esta liberacién puede ser realizada in vitro, como en procedimientos de laboratorio
para transformar las lineas celulares, o in vivo o ex vivo, como en el tratamiento de ciertas enfermedades.

Un mecanismo es la infeccidn virica en la que la estructura artificial de expresion es encapsulada en una particula
virica infecciosa.

Se contemplan también varios métodos no viricos para la transferencia de polinucleétidos a células de mamifero
cultivadas, e incluyen, sin que estén limitados a ellos, precipitacion de fosfato de calcio (Graham ez al., (1973) Virology
Aug; 54 (2): 536-9; Chen et al., (1987) Mol Cell Biol Aug; 7 (8): 2745-52), DEAE-dextrano (Gopal, (1985) Mol Cell
Biol May; 5 (5): 1188-90), electroporacién (Tur-Kaspa et al., (1986) Mol Cell Biol Feb; 6 (2): 716-8; Potter et al.,
(1984) Proc Natl Acad Sci USA Nov; 81 (22): 7161-5), microinyeccion directa (Harly et al., (1985) J Cell Biol Sep;
101 (3): 1094-9), liposomas cargados con DNA (Nicolau et al., (1982) Biochim Biophys Acta Oct 11; 721 (2): 185-
90; Fraley et al., (1979)Proc Natl Acad Sci USA Jul; 76 (7): 3348-52), y transfeccion mediada por receptores (Wu y
Wu, (1987) J Biol Chem Apr 5; 262 (10): 4429-32; Wu y Wu (1988) Biochemistry Feb 9; 27 (3): 887-92). Algunas de
estas técnicas pueden ser adaptadas satisfactoriamente para uso in vivo o ex vivo.

Una vez que el polinucledtido de expresion ha sido liberado a la célula, puede ser integrado de manera estable en
el genoma de la célula receptora. Esta integracién puede hacerse en lugar cognado y en orientacidon via recombinacién
homéloga (reemplazamiento del gen) o puede ser integrado en un lugar aleatorio, no especifico (aumento del gen). En
otras realizaciones adicionales, el 4cido nucleico puede ser mantenido establemente en la célula como un segmento de
DNA separado, episomial. Tales segmentos de acido nucleico o “episomas” codifican las secuencias suficientes para
permitir el mantenimiento y la replicacién independiente del ciclo de la célula hospedante o en sincronizacién con
dicho ciclo.

Una realizacion especifica para un método para liberar una proteina o péptido al interior de una célula de un
vertebrado in vivo comprende la etapa de introducir una preparaciéon que comprende un vehiculo fisiolégicamente
aceptable y un polinucleétido desnudo que codifica operativamente el polipéptido de interés en el espacio intersticial
de un tejido que comprende la célula, con lo que el polinucleétido desnudo es llevado hacia el interior de la célula y
tiene un efecto fisiolégico. Esto es particularmente aplicable para la transferencia in vitro pero puede ser aplicado in
vivo también.

Las composiciones para uso in vitro e in vivo que comprenden un polinucleétido “desnudo” estdn descritas en
la solicitud PCT No. WO 90/11092 (Vical Inc) y también en la solicitud PCT No. WO 95/11307 (Institut Pasteur,
INSERM, Université d’Ottawa) asi como en los articulos de Tascon et al. (1996) Nature Medicine. 2 (8): 888-892 y
de Huygen et al. ((1996) Nat Med Aug; 2 (8): 893-8).
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También en otra realizacién, la transferencia de un polinucleétido desnudo, incluyendo una estructura artificial
de polinucledtido, a las células puede ser llevada a cabo con un bombardeo de particulas (biolistico), siendo dichas
particulas microproyectiles recubiertos de DNA acelerados a una alta velocidad que les permite perforar las membranas
de la célula y entrar en las células sin destruirlas, tal como estd descrito por Klein et al. ((1990) Curr Genet Feb; 17
(2): 97-103).

En otra realizacion, el polinucleétido puede ser atrapado en un liposoma (Ghosh and Bacchawat, (1991) Targeted
Diagn Ther; 4: 87-103; Wong et al., (1980) Gene 10: 87-94; Nicolau et al., (1987) Methods Enzymol.; 149: 157-76).
Estos liposomas pueden ser ademds dirigidos a las células que expresan LSR mediante la incorporacién de leptina,
triglicéridos, ACRP30, u otros ligandos conocidos de LSR en la membrana del liposoma.

En una realizacién especifica, se puede proporcionar una composicion para la produccién in vivo de un polipéptido
de cabeza globular Apml descrito en esta memoria. Dicha composiciéon comprende un polinucleétido desnudo que
codifica operativamente este polipéptido, en solucién en un vehiculo fisiol6gicamente aceptable, y adecuado para la
introduccién en un tejido para hacer que las células del tejido expresen dicho polipéptido.

La cantidad de vector a ser inyectada al organismo hospedante deseado varfa segtn el sitio de inyeccién. Como
una dosis indicativa, se inyectard entre 0,1 y 100 ug del vector en un cuerpo animal, preferiblemente un cuerpo de
mamifero, por ejemplo un cuerpo de ratén.

En otra realizacion del vector, éste puede ser introducido in vitro en una célula hospedante, preferiblemente en
una célula hospedante previamente recogida del animal a ser tratado y mds preferiblemente una célula somadtica tal
como una célula del misculo. En una etapa subsiguiente, la célula que ha sido transformada con el vector que codifica
el polipéptido de cabeza globular deseado Apm1 o el fragmento deseado del mismo se reintroduce en el cuerpo del
animal con el fin de liberar la proteina recombinante dentro del cuerpo localmente o sistémicamente.

IV. Células recombinantes

Las células hospedantes pueden comprender un vector recombinante como se ha descrito antes. Estas pueden
incluir células hospedantes que son transformadas (células procariéticas) o que son transfectadas (células eucaridticas)
con un vector recombinante tal como uno cualquiera de los descritos en “Vectores recombinantes”.

Generalmente, una célula hospedante recombinante puede comprender al menos uno de los vectores recombinantes
que se describen en esta memoria.

Las células hospedantes preferidas usadas como receptoras de los vectores recombinantes son las siguientes:

a) Células hospedantes procaridticas: cepas de Escherichia coli (esto es cepa DH5-«), Bacillus subtilis, Salmonella
typhimurium, y cepas de especies como Pseudomonas, Streptomyces 'y Staphylococcus, y

b) Células hospedantes eucarioticas: células HeLa (ATCC N° CCL2; N° CCL2.1; N° CCL2.2), células Cv 1 (ATCC
N° CCL70), células COS (ATCC N CRL1650;N CRL1651), células Sf-9 (ATCC N° CRL1711), células C127 (ATCC
N° CRL-1804), 3T3 (ATCC N° CRL-6361), CHO (ATCC N° CCL-61), rifién humano 293 (ATCC N° 45504; N° CRL-
1573), BHK (ECACC N° 84100501; N° 84111301), células PLC, HepG2, y Hep3B.

Las estructuras artificiales en las células hospedantes se pueden usar de manera convencional para producir el
producto génico codificado por la secuencia recombinante.

Después de la transformacion de un hospedante adecuado y el crecimiento del hospedante hasta una densidad
apropiada de células, el promotor seleccionado es inducido por medios apropiados, tales como subida de la temperatura
o induccién quimica, y se cultivan las células durante un periodo adicional.

Las células se recogen tipicamente por centrifugacion, se rompen por medios fisicos o quimicos, y el extracto
crudo resultante se retiene para posterior purificacién.

Las células microbianas empleadas en la expresion de las proteinas se pueden romper por cualquier método conve-
niente, incluyendo ciclo de congelacién-descongelacion, sonicacion, rotura mecénica, o el uso de agentes para lisado
de las células. Tales métodos son bien conocidos por los expertos en la técnica.

Ademis, estas células recombinantes pueden ser creadas in vitro o in vivo en un animal, preferiblemente un ma-
mifero, lo mds preferiblemente seleccionado del grupo que consiste en ratones, ratas, perros, cerdos, ovejas, reses,
y primates, sin incluir los seres humanos. Las células recombinantes creadas in vitro pueden ser también implanta-
das mads tarde quirdrgicamente en un animal, por ejemplo. Los métodos para crear células recombinantes in vivo en
animales son bien conocidos en la técnica.

Las células hospedantes homoélogamente recombinantes primarias, secundarias, e inmortalizadas de origen verte-
brado, preferiblemente de origen mamifero y particularmente de origen humano, pueden ser sometidas a ingenieria ge-
nética para: a) insertar polinucle6tidos exdgenos (heterélogos) en el DNA cromosémico endégeno de un gen objetivo,
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b) delecionar el DNA cromosémico endégeno, y/o ¢) reemplazar el DNA cromosémico endégeno con polinucleétidos
exdgenos. Las inserciones, deleciones, y/o reemplazamientos de las secuencias de polinucleétido pueden ser para las
secuencias codificadoras del gen objetivo y/o para las regiones reguladoras, tales como las secuencias promotoras y
potenciadoras, asociadas operativamente con el gen objetivo.

Una célula hospedante homélogamente recombinante puede ser preparada in vitro o in vivo, en la que estd alterada
la expresion de un gen objetivo normalmente no expresado en la célula. Preferiblemente la alteracion causa la expresion
del gen objetivo en condiciones normales de crecimiento o en condiciones adecuadas para producir el polipéptido
codificado por el gen objetivo. El método para preparar una célula de este tipo puede comprender las etapas de: (a)
transfectar la célula in vitro o in vivo con una construccién de polinucledtido, comprendiendo la construccién de
polinucleétido; (i) una secuencia de acceso; (ii) una secuencia reguladora y/o una secuencia codificadora; y (iii) un
sitio donador de corte y empalme no emparejado, si fuera necesario, produciendo asi una célula transfectada; y (b)
mantener la célula transfectada in vitro o in vivo en condiciones apropiadas para la recombinacién homdloga.

Un método para alterar la expresién de un gen objetivo en una célula in vitro o in vivo en el que el gen no estd
normalmente expresado en la célula, puede comprender las etapas de (a) transfectar la célula in vitro o in vivo con una
construccion de polinucleétido, comprendiendo la construccién de polinucledtido: (i) una secuencia de acceso; (ii)
una secuencia reguladora y/o una secuencia codificadora; y (iii) un sitio donador de corte y empalme no emparejado,
si fuera necesario, produciendo asi una célula transfectada; y (b) mantener la célula transfectada in vitro o in vivo
en condiciones apropiadas para la recombinacion homéloga, produciendo de este modo una célula homdlogamente
recombinante; y (c) mantener la célula homélogamente recombinante in vitro o in vivo en condiciones apropiadas para
la expresion del gen.

Un método para preparar un fragmento de polipéptido gOBG3 descrito en esta memoria, puede comprender alte-
rar la expresién de un gen objetivo endégeno en una célula in vitro o in vivo en el que el gen no estd normalmente
expresado en la célula, comprendiendo las etapas de: a) transfectar la célula in vitro o in vivo con una construccién
de polinucleétido, comprendiendo la construccién de polinucledtido; (i) una secuencia de acceso; (ii) una secuencia
reguladora y/o una secuencia codificadora; y (iii) un sitio donador de corte y empalme no emparejado, si fuera ne-
cesario, produciendo asi una célula transfectada; (b) mantener la célula transfectada in vitro o in vivo en condiciones
apropiadas para la recombinacién homéloga, produciendo de este modo una célula homélogamente recombinante; y
¢) mantener la célula homélogamente recombinante in vitro o in vivo en condiciones apropiadas para la expresion del
gen preparando de este modo el polipéptido.

Una construccién de polinucleétido puede alterar la expresion de un gen objetivo en un tipo de célula en el que
el gen no estd normalmente expresado. Esto ocurre cuando una construccién de polinucleétido se inserta en el DNA
cromosomico de la célula objetivo, en la que la construccién de polinucleétido comprende: a) una secuencia de acceso;
b) una secuencia reguladora y/o una secuencia codificadora; y ¢) un sitio donador de corte y empalme no emparejado,
si fuera necesario. Ademads, las construcciones de polinucledtido, como se han descrito antes, pueden comprender
ademads un polinucledtido que codifica un polipéptido y que estd en marco de lectura con el gen endégeno objetivo
después de la recombinaciéon homéloga con DNA cromosémico.

Las composiciones se pueden producir, y los métodos se pueden realizar, por métodos conocidos en la técnica, ta-
les como los descritos en las patentes de Estados Unidos Nos: 6.054.288; 6.048.729; 6.048.724; 6.048.524; 5.994.127;
5.968.502; 5.965.125; 5.869.239; 5.817.789; 5.783.385; 5.733.761; 5.641.670; 5.580.734; Publicaciones internaciona-
les Nos: WO 96/29411, WO 94/12650; y articulos cientificos descritos por Koller ef al., (1994) Annu. Rev. Immunol.
10: 705-730.

La expresion del gen OBG3 en células de mamiferos, y tipicamente en células humanas, puede resultar defectuosa,
o alternativamente puede ser mejorada, con la insercion de una secuencia genémica de OBG3 o de cDNA con el
reemplazamiento del compafiero del gen OBG3 en el genoma de una célula animal por un polinucleétido OBG3. Estas
alteraciones genéticas pueden ser generadas por sucesos de recombinacién homéloga usando estructuras artificiales
especificas de DNA que han sido descritas previamente.

Un tipo de célula hospedante que se puede usar son los zigotos de mamiferos, tales como los zigotos murinos. Por
ejemplo, los zigotos murinos pueden ser sometidos a una microinyeccién con una molécula del DNA purificado de
interés, por ejemplo una molécula de DNA purificado que ha sido previamente ajustada a un intervalo de concentracién
desde 1 ng/ml -para los insertos de BAC - 3 ng/ul -para los insertos de bacteriéfago PI - en Tris-HCl 10 mM, pH
7,4, EDTA 250 uM que contiene NaCl 100 mM, espermina 30 uM, y espermidina 70 uM. Cuando el DNA a ser
microinyectado tiene un tamafio grande, se pueden usar poliaminas y altas concentraciones de sal con el fin de evitar
la rotura mecénica de este DNA, como se describe por Schedl ez al ((1993) Nature Mar 18; 362 (6417): 258-61).

Uno cualquiera de los polinucledtidos descritos en esta memoria, incluyendo las estructuras artificiales de DNA
descritas en esta memoria, puede ser introducido en una linea de las células madres embrionarias (ES), preferiblemen-
te una linea celular ES de ratén. Las lineas celulares ES se derivan de células pluripotentes, inmaduras, de la masa
interior de la célula de los blastocitos de pre-implantacion. Las lineas celulares ES preferidas son las siguientes: ES-
E14TG2a (ATCC No. CRL-1821), ES-D3 (ATCC No. CRL1934 y No. CRL-11632), YS001 (ATCC No. CRL-11776),
36.5 (ATCC No. CRL-11116). Para mantener las células ES en un estado inmaduro, se cultivan en presencia de células
alimentadoras de crecimiento inhibido que proporcionan las sefiales apropiadas para preservar este fenotipo embrio-

24



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2312450 T3

nario y sirven como una matriz para la adherencia de las células ES. Las células alimentadoras preferidas son los
fibroblastos embrionarios primarios que se establecen desde el tejido de embriones del dia 13- dia 14 de virtualmente
cualquier cepa de ratén, que se mantienen en cultivo, tal como se describe por Abbondanzo et al. (1993; Methods
Enzymol; 225: 803-23) y cuyo crecimiento se ha inhibido por irradiacion, tal como se describe por Robertson((1987)
Embryo-derived stem cell lines. En: E.J. Robertson Ed. Teratocarcinomas and embrionic stem cells: a practical ap-
proach. IRL Press, Oxford), o por la presencia de una concentracién inhibidora de LIF, tal como se describe por Pease
and Williams (1990; Exp Cell Res. Oct; 190 (2): 20911).

Las estructuras artificiales en las células hospedantes se pueden usar de manera convencional para producir el
producto génico codificado por la secuencia recombinante.

Después de la transformacién de un hospedante adecuado y el crecimiento del hospedante hasta una densidad
apropiada de células, el promotor seleccionado es inducido por medios apropiados, tales como subida de la temperatura
o induccién quimica, y se cultivan las células durante un periodo adicional. Las células se recogen tipicamente por
centrifugacion, se rompen por medios fisicos o quimicos, y el extracto crudo resultante se retiene para posterior
purificacion. Las células microbianas empleadas en la expresion de proteinas se pueden romper por cualquier método
conveniente, incluyendo ciclo de congelacidon-descongelacion, sonicacion, rotura mecdnica, o el uso de agentes para
lisado de las células. Tales métodos son bien conocidos por los expertos en la técnica.

IV. Animales transgénicos

Los métodos y composiciones para la generacion de animales no humanos y plantas que expresan polipéptidos
OBG3 recombinantes, esto es fragmentos de OBG3 o polipéptidos OBG3 de longitud completa recombinantes, se
describen en esta memoria. Los animales o plantas pueden ser transgénicos, esto es cada una de sus células contiene
un gen que codifica el polipéptido OBGS3, o, alternativamente, puede ser introducido un polinucleétido que codifica el
polipéptido en las células somaticas del animal o planta, por ejemplo en las células epiteliales secretoras mamarias de
un mamifero. El animal puede ser un mamifero tal como una vaca, oveja, cabra, cerdo, o conejo.

Los métodos para preparar animales transgénicos tales como mamiferos son bien conocidos por los expertos en
la técnica, y se puede usar cualquiera de tales métodos. En resumen, se pueden producir mamiferos transgénicos, por
ejemplo, transfectando una célula madre pluripotencial tal como una célula ES con un polinucleétido que codifica
un polipéptido de interés. Las células ES transformadas satisfactoriamente pueden ser introducidas entonces en un
embridn en fase inicial que se implanta después en el titero de un mamifero de la misma especie. En ciertos casos, las
células transformadas (“transgénicas”) comprenderdn parte de la linea germinal del animal resultante, y los animales
adultos que comprenden las células transgénicas en la linea germinal pueden ser apareados entonces con otros anima-
les, produciendo eventualmente de este modo una poblacién de animales transgénicos que tienen el transgén en cada
una de sus células, y que pueden transmitir establemente el transgén a cada una de sus crias. Se pueden usar otros
métodos para introducir el polinucleétido, por ejemplo introducir el polinucleétido que codifica el polipéptido de in-
terés en un huevo fertilizado o en un embridn en fase inicial por medio de microinyeccién. Alternativamente, se puede
introducir el transgén en un animal por infeccién de zigotos con un retrovirus que contiene el transgén (Jaenisch, R.
(1976) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 73,1260-1264). Los métodos para preparar mamiferos transgénicos estan descritos,
por ejemplo, en Wall et al. (1992) J Cell Biochem 1992 Jun; 49 (2): 113-20; Hogan, et al. (1986) en Manipulating
the mouse embryo. A Laboratory Manual. Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y.; en el
documento WO 91/08216, o en la patente de Estados Unidos No. 4.736.866.

En un método preferido, se microinyectan los polinucledtidos en el oocito fertilizado. Tipicamente, los oocitos
fertilizados son microinyectados usando técnicas estdndar, y después se cultivan in vitro hasta que se obtiene un
“embrion de pre-implantacion”. Tales embriones de pre-implantacién contienen preferiblemente aproximadamente 16
a 150 células. Los métodos para cultivar los oocitos fertilizados hasta la fase de preimplantacion estdn descritos, por
ejemplo, por Gordon et al. ((1984) Methods in Enzymology, 101,414); Hogan et al. ((1986) en Manipulating the mouse
embryo. A Laboratory Manual. Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y) (para el embrién de
ratén); Hammer et al. ((1985) Nature, 315,680) (para los embriones de conejo y cerdo); Gandolfi et al. ((1987) J.
Reprod. Fert. 81,23-28); Rexroad et al. ((1988) J. Anim. Sci. 66,947-953) (para los embriones ovinos); y Eyestone et
al. ((1989) J. Reprod. Fert. 85,715-720); Camous et al. ((1984) J. Reprod. Fert. 72,779-785); y Heyman et al. ((1987)
Theriogenology 27, 5968) (para los embriones bovinos). Los embriones de pre-implantacién se transfieren entonces
a una hembra apropiada por métodos estdndar para permitir el nacimiento de un animal transgénico o quimérico,
dependiendo de la fase de desarrollo en la que es introducido el transgén.

Como a menudo la frecuencia de incorporacion del transgén es baja, es muy deseable la deteccién de la integracién
del transgén en los embriones de pre-implantacion, usando cualquiera de los métodos descritos aqui. Se puede usar
cualquiera de una serie de métodos para detectar la presencia de un transgén en un embrién de pre-implantacién.
Por ejemplo, se pueden separar una o mds células del embrién de pre-implantacion, y la presencia o ausencia del
transgén en la célula o células separadas se puede detectar usando cualquier método estdndar por ejemplo la PCR.
Alternativamente, la presencia de un transgén puede ser detectada en el ttero o después del parto usando métodos
estandar.

Se pueden generar mamiferos transgénicos que segreguen polipéptidos OBG3 recombinantes en su leche. Como la
glandula mamaria es un 6rgano productor de proteinas muy eficiente, tales métodos pueden ser usados para producir
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concentraciones de proteinas en el intervalo de gramos por litro, y a menudo de forma mds significativa. Preferi-
blemente, la expresion en la gldndula mamaria se alcanza uniendo operativamente el polinucleétido que codifica el
polipéptido OBG3 a un promotor especifico de la glandula mamaria y, opcionalmente, a otros elementos reguladores.
Los promotores adecuados y otros elementos incluyen, pero sin limitarse a ellos, los derivados de WAP corto y largo de
mamifero, alfa-, beta-, y kappa-caseina, alfa- y beta-lactoglobulina, genes beta-CN 5°, asi como el promotor del virus
del tumor de mama de ratén (MMTYV). Dichos promotores y otros elementos pueden ser derivados de cualquier mami-
fero, incluyendo, pero sin limitarse a ellos, vacas, cabras, ovejas, cerdos, ratones, conejos, y cobayas. Las secuencias
del promotor y otras secuencias reguladoras, vectores, y otras enseflanzas relevantes, se proporcionan por ejemplo,
por Clark (1998) J] Mammary Gly Biol Neoplasia 3: 337-50; Jost ef al. (1999) Nat. Biotechnol 17: 160-4; Patentes
de Estados Unidos Nos. 5.994.616; 6.140.552; 6.013.857; Sohn et al. (1999) DNA Cell Biol. 18: 845-52; Kim et al.
(1999) J. Biochem. (Japan) 126: 320-5; Soulier et al. (1999) Euro. J. Biochem. 260: 533-9; Zhang et al. (1997) Chin.
J. Biotech. 13: 271-6; Rijnkels et al. (1998) Transgen. Res. 7: 5-14; Korhonen et al. (1997) Euro. J. Biochem. 245:
482-9; Uusi-Oukari et al. (1997) Transgen. Res. 6: 75-84; Hitchin et al. (1996) Prot. Expr. Purif. 7: 247-52;Platenburg
et al. (1994) Transgen. Res. 3: 99-108; Heng-Cherl et al. (1993) Animal Biotech. 4: 89-107; y Christa et al. (2000)
Euro. J. Biochem. 267: 1665-71.

Los polipéptidos descritos en esta memoria, pueden ser producidos en la leche mediante la introduccién de los
polinucleétidos que codifican los polipéptidos en las células somaticas de la glandula mamaria in vivo, por ejemplo
en las células epiteliales secretoras mamarias. Por ejemplo, el DNA pldsmido puede ser infundido a través del canal
del pezon, por ejemplo en asociacién con DEAE-dextrano (véase, por ejemplo, Hens et al. (2000) Biochim. Biophys.
Acta 1523: 161-171), en asociacién con un ligando que puede llevar a la endocitosis de la construccién mediada por el
receptor (véase, por ejemplo, Sobolev ef al. (1998) 273: 7928-33), o en un vector virico tal como un vector retroviral,
por ejemplo el virus de la leucemia del gibén ape (véase, por ejemplo, Archer et al. (1994) PNAS 91: 6840-6844).
En cualquiera de estas realizaciones, el polinucledtido puede estar unido operativamente a un promotor especifico de
la glandula mamaria, como se ha descrito antes, o, alternativamente, a cualquier promotor fuertemente expresado tal
como CMV o MoMLV LTR.

La idoneidad de cualquier vector, promotor, elemento regulador, etc. para el uso que se describe en esta memo-
ria, puede ser evaluada de antemano transfectando células tales como las células epiteliales mamarias, por ejemplo
células MacT (células epiteliales mamarias bovinas) o células GME (células epiteliales mamarias de cabra), in vitro y
evaluando la eficacia de la transfeccién y expresion del transgén en las células.

Para la administracion in vivo, los polinucleétidos pueden ser administrados en cualquier formulacién adecuada,
en cualquier concentracién dentro de un intervalo de concentraciones (por ejemplo 1-500 ug/ml, preferiblemente 50-
100 pug/ml), en cualquier volumen (por ejemplo 1-100 ml, preferiblemente 1 a 20 ml), y pueden ser administrados en
cualquier nimero de veces (por ejemplo 1, 2, 3, 5, o 10 veces), a cualquier frecuencia (por ejemplo cada 1, 2, 3, 5, 10,
o cualquier nimero de dias). Las concentraciones, frecuencias, modos de administracion, etc. adecuados dependeran
del particular polinucleétido, vector, animal, etc., y pueden ser determinados facilmente por los expertos en la técnica.

Se puede usar un vector retroviral tal como un vector del virus de la leucemia de gibén ape, como se describe
en Archer et al. ((1994) PNAS 91: 6840-6844). Como la infeccion retroviral requiere tipicamente la division de las
células, se puede estimular la divisién de las células en las glandulas mamarias conjuntamente con la administracién
del vector, por ejemplo usando un factor tal como benzoato de estrodiol, progesterona, reserpina, o dexametasona.
Ademads, el método retroviral y otros métodos de infeccién pueden ser facilitados usando compuestos accesorios tales
como polibreno.

En cualquiera de los métodos descritos aqui para obtener polipéptidos OBG3 de la leche, la cantidad de leche
obtenida, y por tanto la cantidad de polipéptidos OBG3 producidos, puede ser aumentada usando cualquier método
estandar de induccién de la lactacién, por ejemplo usando hexestrol, estrogenos, y/o progesterona.

Los polinucleétidos usados pueden codificar o un polipéptido OBG3 de longitud completa o un fragmento de
OBGS3. Tipicamente, el polipéptido codificado incluird una secuencia sefial para asegurar la secrecién de la proteina
en la leche. Cuando se usa una secuencia de OBG3 de longitud completa, la proteina de longitud completa puede ser
aislada, por ejemplo, a partir de la leche y escindida in vitro usando una proteasa adecuada. Alternativamente, se puede
introducir un segundo polinucleétido que codifica la proteasa en el animal o en las células de la gldndula mamaria,
con lo que la expresion de la proteasa produce la escision del polipéptido OBG3 in vivo, permitiendo de este modo el
aislamiento directo de fragmentos de OBG3 de la leche.

V. Composiciones farmacéuticamente o fisiologicamente aceptables

Los fragmentos de polipéptido gOBG3 descritos en esta memoria, se pueden administrar a animales y/o a se-
res humanos, solos o en composiciones farmacéuticamente o fisioldgicamente aceptables en las que se mezclan con
vehiculos o excipientes adecuados. La composicidn farmacéuticamente o fisioldgicamente aceptable puede ser admi-
nistrada entonces a una dosis terapéuticamente eficaz. Una dosis terapéuticamente eficaz se refiere a aquella cantidad
de fragmento gOBG3 suficiente para dar resultados en la prevencién o mejoria de los sintomas o estado fisiolégico de
enfermedades o trastornos relacionados con la obesidad como se determina por los métodos descritos en esta memoria.
Una dosis terapéuticamente eficaz se puede referir también a la cantidad de fragmento OBG3 o gOBG3 necesaria para
una reduccion de peso o una prevencion de un aumento de peso o prevencion de un aumento del ritmo de ganancia
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de peso en personas que desean este efecto por razones estéticas. Una dosis terapéuticamente eficaz de un fragmento
gOBG3 descrito en esta memoria, es aquella dosis que es adecuada para estimular la pérdida de peso o la ganancia
de peso con el uso o administracién periddica continuada. Las técnicas para la formulacién y administracién de frag-
mentos de polipéptido OBG3 se pueden encontrar en “Remington’s Pharmaceutical Sciences”, Mack Publishing Co.,
Easton, PA, dltima edicion.

Otras enfermedades o trastornos en los que se pueden usar los fragmentos de polipéptido gOBG3 para su trata-
miento o prevencién incluyen, pero sin limitarse a ellas, la obesidad y enfermedades y trastornos relacionados con la
obesidad tales como obesidad, resistencia a la insulina, ateroesclerosis, enfermedad ateromatosa, cardiopatia, hiperten-
sién, ictus, sindrome X, diabetes no dependiente de la insulina y diabetes tipo II. Las complicaciones relacionadas con
la diabetes tipo II a ser tratadas por los métodos de la invencién incluyen lesiones microangiopdticas, lesiones ocula-
res, y lesiones renales. La cardiopatia incluye, pero sin limitarse a ellas, insuficiencia cardiaca, insuficiencia coronaria,
y tension arterial alta. Otros trastornos relacionados con la obesidad a ser tratados con los compuestos descritos en
esta memoria, incluyen hiperlipidemia e hiperuricemia. Otras enfermedades o trastornos adicionales de la invencién
relacionados con la obesidad incluyen caquexia, consuncién, pérdida de peso relacionada con el SIDA, anorexia, y
bulimia. Los fragmentos de polipéptido gOBG3 pueden ser usados también para mejorar el rendimiento fisico durante
el trabajo o ejercicio o mejorar una sensacion de bienestar general. Las actividades de rendimiento fisico incluyen
andar, correr, saltar, ascender y/o escalar.

Los fragmentos de polipéptido OBG3 o gOBG3 o sus antagonistas pueden ser usados también para tratar la dis-
lexia, el trastorno de déficit de atencién (ADD), el trastorno de hiperactividad con déficit de atencién (ADHD), y los
trastornos psiquidtricos tales como esquizofrenia mediante la modulacién del metabolismo de los dcidos grasos, mds
especificamente, la produccion de ciertos 4cidos grasos poliinsaturados de cadena larga.

Se considera expresamente que los fragmentos de polipéptido gOBG3 descritos en esta memoria, se pueden pro-
porcionar solos 0 en combinacidn con otros compuestos farmacéuticamente o fisioldgicamente aceptables. Otros com-
puestos utiles para el tratamiento de la obesidad y otras enfermedades y trastornos son actualmente bien conocidos en
la técnica.

En una realizacion preferida, los fragmentos de polipéptido gOBG3 son titiles y se usan en el tratamiento de la
resistencia a la insulina y en la diabetes usando métodos descritos en esta memoria, y conocidos en la técnica. Mas
particularmente, un procedimiento para la modificacién y regulacion terapéutica del metabolismo de la glucosa en un
sujeto animal o en un ser humano puede comprender administrar a un sujeto que necesite tratamiento (alternativamente
fijado en una base diaria) un fragmento de polipéptido gOBG3 (o polinucleétido que codifica dicho polipéptido) en
una dosis y durante un periodo de tiempo suficiente para reducir los niveles de glucosa del plasma, en dicho sujeto
animal o ser humano.

Otros métodos para la profilaxis o tratamiento de la diabetes pueden comprender administrar a un sujeto que
necesite tratamiento (alternativamente fijado en una base diaria) un fragmento de polipéptido gOBG3 (o polinucleétido
que codifica dicho polipéptido) en una dosis y durante un periodo de tiempo suficiente para reducir los niveles de
glucosa del plasma, en dicho sujeto animal o ser humano.

Vias de administracion

Las vias de administracién adecuadas incluyen la administracion oral, nasal, rectal, transmucosal, o intestinal,
administracién parenteral, incluyendo inyecciones intramusculares, subcutdneas, intramedulares, asi como inyeccio-
nes intratecales, intraventriculares directas, intravenosas, intraperitoneales, intranasales, intrapulmonares (inhalacién)
o intraoculares usando métodos conocidos en la técnica. Un método particularmente Util para administrar los com-
puestos para estimular la pérdida de peso incluye la implantacién quirtrgica, por ejemplo en la cavidad abdominal
del receptor, de un dispositivo para liberar fragmentos de polipéptido OBG3 o gOBG3 durante un extenso periodo
de tiempo. Otras vias particularmente preferidas de administracién son los aerosoles y la formulacién depot. Estan
expresamente contempladas las formulaciones de liberacién sostenida, particularmente depot, de los medicamentos
descritos en esta memoria.

Composicion/Formulacion

Las composiciones y medicamentos farmacéuticamente o fisiol6gicamente aceptables pueden ser formulados de
una manera convencional usando uno o mds vehiculos fisiol6gicamente aceptable que comprenden excipientes y auxi-
liares. Una formulacién apropiada depende de la via de administracién elegida.

Ciertos medicamentos descritos en esta memoria, incluirdn un vehiculo farmacéuticamente o fisiolégicamente
aceptable y al menos un polipéptido que es un fragmento de polipéptido gOBG3 como se describe en esta memoria.
Para inyeccion, los agentes descritos aqui, pueden ser formulados en soluciones acuosas, preferiblemente en tampones
fisiolégicamente compatibles tales como soluciéon de Hanks, solucién de Ringer, o tampones salinos fisiolégicos tales
como un tampén de fosfato o bicarbonato. Para administracién transmucosal, se usan en la formulacién, agentes
penetrantes apropiados para la barrera a ser permeada. Dichos agentes penetrantes son generalmente conocidos en la
técnica.
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Las preparaciones farmacéuticamente o fisioldgicamente aceptables que se pueden tomar oralmente incluyen cép-
sulas duras hechas de gelatina, asi como cédpsulas blandas selladas hechas de gelatina y un plastificante, tal como
glicerol o sorbitol. Las capsulas duras pueden contener los ingredientes activos en mezcla con agentes de carga tales
como lactosa, aglutinantes tales como almidones, y/o lubricantes tales como talco o estearato de magnesio y, opcio-
nalmente, estabilizantes. En las capsulas blandas, los compuestos activos se pueden disolver o suspender en liquidos
adecuados, tales como aceites grasos, parafina liquida, o polietilenglicoles liquidos. En adicién, se pueden afiadir es-
tabilizantes. Todas las formulaciones para administracién oral deben estar en dosis adecuadas para tal administracion.

Para administracién bucal, las composiciones pueden tomar la forma de comprimidos o comprimidos para chupar
formulados de una manera convencional.

Para administracién por inhalacién, los compuestos para uso segtin la presente invencién se liberan conveniente-
mente en la forma de una presentacién de pulverizacion en aerosol a partir de envases presurizados o de un nebulizador,
con el uso de un adecuado propelente gaseoso, por ejemplo, diéxido de carbono. En el caso de un aerosol presurizado
la unidad de dosis se puede determinar proporcionando una vélvula para liberar una cantidad medida. Las cdpsulas y
cartuchos por ejemplo, de gelatina, para uso en un inhalador o insuflador, se pueden formular conteniendo una mezcla
en polvo del compuesto y una base en polvo adecuada tal como lactosa o almidén.

Los compuestos se pueden formular para administracién parenteral por inyeccidn, por ejemplo, por inyeccién
en embolada o por perfusion continua. Las formulaciones para inyeccidon se pueden presentar en forma de dosis
unitarias, por ejemplo, en ampollas o en envases multi-dosis, con un conservante afiadido. Las composiciones pueden
tomar formas tales como suspensiones, soluciones o emulsiones en vehiculos acuosos, y pueden contener agentes de
formulacién tales como agentes de suspension, estabilizantes y/o dispersantes.

Las formulaciones farmacéuticamente o fisiolégicamente aceptables para administracién parenteral incluyen solu-
ciones acuosas de los compuestos activos en forma soluble en agua. Las suspensiones acuosas pueden contener sus-
tancias que aumentan la viscosidad de la suspension, tales como carboximetilcelulosa de sodio, sorbitol, o dextrano.
Opcionalmente, la suspension puede contener también estabilizantes adecuados o agentes que aumentan la solubilidad
de los compuestos para permitir la preparacion de soluciones muy concentradas.

Alternativamente, el ingrediente activo puede estar en polvo o en forma liofilizada para reconstitucién con un
vehiculo adecuado, tal como agua estéril libre de pirdgenos, antes de su uso.

En adicidn a las formulaciones descritas previamente, los compuestos pueden ser formulados también como una
preparacion depot. Tales formulaciones de accion a largo plazo pueden ser administradas por implantacién (por ejem-
plo subcutdneamente o intramuscularmente) o por inyeccion intramuscular. Asi, por ejemplo, los compuestos pueden
ser formulados con materiales poliméricos o hidréfobos adecuados (por ejemplo como una emulsiéon en un aceite
aceptable) o resinas de intercambio iénico, o como derivados bastante solubles, por ejemplo, como una sal bastante
soluble.

Adicionalmente, los compuestos se pueden administrar usando un sistema de liberacion sostenida, tal como matri-
ces semipermeables de polimeros hidréfobos sélidos que contienen el agente terapéutico. Se han establecido diferentes
materiales de liberacion sostenida y son bien conocidos por los expertos en la técnica. Las cdpsulas de liberacién sos-
tenida pueden, dependiendo de su naturaleza quimica, liberar los compuestos durante unas semanas hasta mas de 100
dias.

Dependiendo de la naturaleza quimica y la estabilidad bioldgica del reactivo terapéutico, se pueden emplear estra-
tegias adicionales para la estabilizacion de las proteinas.

Las composiciones farmacéuticamente o fisiologicamente aceptables pueden comprender también vehiculos o ex-
cipientes adecuados sélidos o en fase de gel. Ejemplos de tales vehiculos o excipientes incluyen pero sin limitarse a
ellos, carbonato de calcio, fosfato de calcio, diferentes azicares, almidones, derivados de celulosa, gelatina, y polime-
ros tales como polietilenglicoles.

Dosificacion eficaz

Las composiciones farmacéuticamente o fisiol6gicamente aceptables pueden incluir composiciones en las que los
ingredientes activos estdn contenidos en una cantidad eficaz para alcanzar el fin que se proponen. Mds especificamente,
una cantidad terapéuticamente eficaz significa una cantidad eficaz para prevenir el desarrollo o aliviar los sintomas
existentes del sujeto a ser tratado. La determinacién de las cantidades eficaces estd dentro de la capacidad de los
expertos en la técnica, especialmente a la vista de la descripcién detallada proporcionada aqui.

Para cualquier compuesto usado descrito en esta memoria, la dosis terapéuticamente eficaz puede ser estimada
inicialmente a partir de los ensayos de cultivo de las células. Por ejemplo, una dosis puede ser formulada en modelos
animales para alcanzar un intervalo de concentracién circulante que incluye o engloba un punto o intervalo de concen-
tracién que se ha demostrado que aumenta la absorcién o unién de la leptina o lipoproteina en un sistema in vitro. Tal
informacidn se puede usar para determinar mds exactamente los dosis Utiles en los seres humanos.
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Una dosis terapéuticamente eficaz se refiere a aquella cantidad del compuesto que produce una mejoria de los
sintomas en un paciente. La toxicidad y la eficacia terapéutica de tales compuestos se puede determinar por procedi-
mientos farmacéuticos estandar en cultivos celulares o en animales de experimentacién, por ejemplo, para determinar
la LD50, (la dosis letal para el 50% de la poblacién de ensayo) y la ED50 (la dosis terapéuticamente eficaz en el
50% de la poblacion). La relacién de dosis entre los efectos toxicos y los efectos terapéuticos es el indice terapéutico
y se puede expresar como la relacién entre LD50 y ED50. Se prefieren los compuestos que presentan altos indices
terapéuticos.

Los datos obtenidos de estos ensayos de cultivos celulares y estudios animales se pueden usar para formular un
intervalo de dosis para uso en los seres humanos. La dosis de tales compuestos estd preferiblemente dentro de un
intervalo de concentraciones circulantes que incluyen la ED50, con poca o ninguna toxicidad. La dosis puede variar
dentro de este intervalo dependiendo de la forma farmacéutica empleada y de la via de administracién utilizada. La
formulacidn exacta, la via de administracion y la dosis pueden ser elegidas por cada médico a la vista del estado del
paciente. (Véase, por ejemplo, Fingl et al., 1975, en “The Pharmacological Basis of Therapeutics”, Ch. 1).

La cantidad de dosis y el intervalo se pueden ajustar individualmente para proporcionar niveles plasmaticos del
compuesto activo que sean suficientes para mantener o prevenir la pérdida o ganancia de peso, dependiendo de la
situacion particular. Las dosis necesarias para alcanzar estos efectos dependerd de las caracteristicas del individuo y
de la via de administracion.

Los intervalos de dosis se pueden determinar también usando el valor de la concentracién eficaz minima. Los com-
puestos se deben administrar usando un régimen que mantiene los niveles plasmadticos por encima de la concentracién
eficaz minima durante 10-90% del tiempo, preferiblemente entre 30-90%; y lo mas preferiblemente entre 50-90%. En
los casos de administracion local o absorcidn selectiva, la concentracién local eficaz del farmaco puede que no esté
relacionada con la concentracién plasmatica.

La cantidad de composicién administrada dependerd naturalmente, del sujeto a ser tratado, del peso del sujeto, de
la gravedad de la afeccién, de la manera de administracion y del criterio del médico prescriptor.

Un intervalo de dosis preferido para la cantidad de un fragmento de polipéptido gOBG3 descrito en esta memoria,
que puede ser administrada en base diaria o regular para alcanzar los resultados deseados, incluyendo una reduccién en
los niveles de lipoproteinas circulantes plasmadticas ricas en triglicéridos, varian de 0,01-0,5 mg/kg de masa corporal.
Un intervalo de dosis mds preferido varia de 0,05-0,1 mg/kg. Naturalmente, estas dosis diarias pueden ser liberadas o
administradas en pequefias cantidades periddicamente a lo largo de un dia. Se debe observar que estos intervalos de
dosis son solamente intervalos preferidos y no significa que sean limitantes para la invencion.

VI. Métodos de tratamiento

El tratamiento de ratones con fragmentos de polipéptido gOBG3 da como resultado la reduccion de los niveles de
triglicéridos, la reduccidén de los niveles de acidos grasos libres, la reduccién de los niveles de glucosa, y la reduccién
del peso corporal asi como un aumento de la oxidacién muscular.

Los métodos para prevenir o tratar las enfermedades y trastornos relacionados con la obesidad pueden comprender
proporcionar a un individuo que necesita tal tratamiento un fragmento de polipéptido gOBG3 como se describe en esta
memoria. Preferiblemente, el fragmento del polipéptido OBG3 tiene actividad relacionada con la obesidad ya sea in
vitro o in vivo. Preferiblemente el fragmento del polipéptido OBG3 se proporciona al individuo en una composicién
farmacéutica que preferiblemente se toma oralmente. Preferiblemente el individuo es un mamifero, y lo mds prefe-
riblemente un ser humano. En las realizaciones preferidas, la enfermedad o trastorno relacionado con la obesidad se
selecciona del grupo que consiste en ateroesclerosis, enfermedad cardiovascular, resistencia a la insulina, hipertension,
ictus, sindrome X, diabetes tipo II y diabetes lipoatréfica. Las complicaciones relacionadas con la diabetes tipo II a
ser tratadas por los métodos de la invencidn incluyen lesiones microangiopaticas, lesiones oculares, y lesiones renales.
La cardiopatia incluye, pero sin limitarse a ellas, insuficiencia cardiaca, insuficiencia coronaria, y tension arterial alta.
Otros trastornos relacionados con la obesidad a ser tratados con los compuestos descritos en esta memoria, incluyen
hiperlipidemia, hipertrigliceridemia, y hiperuricemia. Otras enfermedades o trastornos adicionales de la invencién re-
lacionados con la obesidad incluyen caquexia, consuncién, pérdida de peso relacionada con el SIDA, pérdida de peso
relacionada con neoplasia, anorexia, y bulimia. En las realizaciones altamente preferidas, se usan los fragmentos de
polipéptido gOBG3 en composiciones farmacéuticas para modular el peso corporal en individuos sanos por razones
estéticas.

Los métodos para prevenir o tratar enfermedades y trastornos relacionados con la obesidad pueden comprender
proporcionar a un individuo que necesita tal tratamiento un compuesto identificado por los ensayos descritos en la
Seccién VI de las Realizaciones preferidas y en los Ejemplos. Preferiblemente estos compuestos antagonizan o ago-
nizan los efectos de los fragmentos de polipéptido OBG3 o gOBG3 en las células in vitro, musculos ex vivo, o en
modelos animales. Alternativamente, estos compuestos agonizan o antagonizan los efectos de los fragmentos de poli-
péptido OBG3 o gOBG3 sobre la absorcion y/o unién de la leptina y/o lipoproteina. Opcionalmente, estos compuestos
previenen la interaccién, unién, o absorcién de los fragmentos de polipéptido OBG3 o gOBG3 con LSR in vitro o
in vivo. Preferiblemente, el compuesto se proporciona al individuo en una composicién farmacéutica que preferible-
mente se toma oralmente. Preferiblemente el individuo es un mamifero, y lo més preferiblemente un ser humano. En
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las realizaciones preferidas, la enfermedad o trastorno relacionado con la obesidad se selecciona del grupo que con-
siste en obesidad y enfermedades y trastornos relacionados con la obesidad tales como ateroesclerosis, cardiopatia,
resistencia a la insulina, hipertension, ictus, sindrome X, diabetes tipo II, y diabetes lipoatréfica. Las complicaciones
relacionadas con la diabetes tipo II a ser tratadas por los métodos descritos en esta memoria, pueden incluir lesiones
microangiopdticas, lesiones oculares, y lesiones renales. La cardiopatia incluye, pero sin limitarse a ellas, insuficiencia
cardiaca, insuficiencia coronaria, y tension arterial alta. Otros trastornos relacionados con la obesidad a ser tratados
con los compuestos descritos en esta memoria, pueden incluir hiperlipidemia, hipertrigliceridemia, y hiperuricemia.
Otras enfermedades o trastornos adicionales de la invencién relacionados con la obesidad incluyen caquexia, consun-
cion, pérdida de peso relacionada con el SIDA, pérdida de peso relacionada con neoplasia, anorexia, y bulimia. Las
composiciones farmacéuticas se pueden usar para modular el peso corporal razones estéticas.

El tratamiento se puede realizar con fragmentos de polipéptido gOBG3 cuando se ha demostrado que el individuo
tiene un particular genotipo para un marcador Apm1 (Apml designa el homdlogo humano del polipéptido OBG3 de
longitud completa), o cuando se ha demostrado que tiene una cantidad reducida de Apm1 plasmatico, ya sea de lon-
gitud completa o preferiblemente un fragmento mds biolégicamente activo de Apm1, en comparacién con los valores
control, por ejemplo los valores representativos de individuos no enfermos, o en comparacién con el del individuo
antes de la aparicion de una enfermedad o condicién. En cualquier caso, el tratamiento debe comprender proporcio-
nar al individuo fragmentos de polipéptido gOBG3 farmacéuticamente aceptables. La cantidad exacta de fragmento
gOBG3 proporcionada se debe determinar mediante ensayos clinicos bajo la direccién de médicos cualificados, pero
es de esperar que esté en el intervalo de 5-7 mg por individuo al dia. En general, un intervalo preferido debe variar de
0,5 a 14 mg por individuo al dia, siendo un intervalo altamente preferido entre 1 y 10 mg por individuo al dia. Los
individuos que podrian beneficiarse del tratamiento con fragmentos de polipéptido gOBG3 pueden ser identificados
por dos métodos al menos: determinaciones del nivel en suero plasmatico y caracterizacion del genotipo.

Niveles de OBG3/APM 1

Estudios preliminares han demostrado que las personas obesas tienen niveles mas bajos de OBG3/Apml de lon-
gitud completa que las personas no obesas. Se contempla el tratamiento de individuos (preferiblemente obesos) que
tienen niveles bajos de OBG3/Apml de longitud completa con los fragmentos de polipéptido gOBG3 descritos en
esta memoria. En adicién, se contempla el tratamiento de individuos con niveles bajos del fragmento de OBG3/Apm1
biolégicamente activo con fragmentos de polipéptido gOBG3. Los fragmentos de polipéptido gOBG3 descritos en
esta memoria, pueden ser administrados a individuos, preferiblemente individuos obesos, que tienen niveles de OBG3
de longitud completa (o alternativamente un fragmento maduro del polipéptido OBG3) que son al menos 10%, 20%,
30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, aproximadamente 100% o 100% m4s bajos que los de los individuos no obe-
sos, preferiblemente individuos sanos como se determina por un médico usando los estdndares normales en la técnica.
Los métodos para determinar y comparar los niveles de OBG3 de longitud completa en individuos son bien conocidos
en la técnica e incluyen, pero sin limitarse a ellos, el uso de un anticuerpo especifico para Apml en un formato tal
como un radioinmunoensayo, ELISA, transferencia Western, transferencia a membrana, o como parte de una matriz,
por ejemplo. Los métodos para generar anticuerpos frente a Apml y sus fragmentos asi como frente a proteinas con
SNPs se exponen en los documentos PCT/IB99/01858, solicitud de Estados Unidos No. 09/434.848, y WO 99/07736.
Ademds, los anticuerpos especificos para los fragmentos de polipéptido gOBG3 descritos aqui, su generacién, y su
uso estan descritos en esta memoria.

Otras caracteristicas y ventajas de la invencidn se describen en la Breve descripcién de las figuras y en los Ejemplos.
Estos son a titulo de ejemplos solamente, y no limitan la invencién de ningiin modo.

Ejemplos

Los siguientes ejemplos se proporcionan con fines ilustrativos y no como medios de limitacién. Un experto normal
en la técnica deberia ser capaz de disefiar ensayos y métodos equivalentes basados en esta descripcion y todos ellos
forman parte de la presente invencién.

Se debe observar que en el término polipéptido OBG3 de longitud completa usado a todo lo largo de la memoria
descriptiva se pretende englobar los homodlogos de la proteina ACRP30 (Scherer ef al (1995) J Biol. Chem. 270:
26746-9), AdipoQ (Hu et al (1996) J Biol Chem 271: 10697-10703) y el homé6logo humano Apm-1 (Maeda et al
(1996) Biochem Biophys Res Commun 221: 289-9) o GBP28 (Nakano et al (1996) J Biochem (Tokyo) 120:803-812).
También OBGS3 intenta englobar otros homélogos.

Ejemplo 1
Produccion de OBG3 recombinante

A continuacién se detalla un método a titulo de ejemplo para generar el OBG3 recombinante. Aunque el método
describe la produccion del andlogo de ratén, una persona experta en la técnica deberia ser capaz de usar la informacién
proporcionada para producir otros andlogos de OBG3, incluyendo pero sin limitarse a €I, el andlogo humano. En la

Fig.1 se muestra un alineamiento de las secuencias de aminodcidos del OBG3 humano (apml) y de ratén (AdipoQ y
acrp30).
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El andlogo de OBG3 recombinante es clonado en pTRC His B (Invitrogen) entre BamH1 y Xhol (Fig. 2) y se
mantiene en E. coli DH5-alfa. La secuencia del inserto de OBG3 corresponde a ACRP 30 genbank U37222 bases
88 a 791 excepto en la posicién 382 donde en #3 G reemplaza a A encontrado en ACRP 30 (V en lugar de M). El
correspondiente nucledtido en AdipoQ U49915 es G como en el clon #3. El aminodcido V se conserva también en la
secuencia humana APM-1 D45371.

Cultivo

Poner en placas las bacterias en medio agar LB que contiene 100 pg/ml de ampicilina. Inocular 1 colonia en 5 ml
de medio (sin agar) a 37°C durante la noche. Afiadir 2 ml de este cultivo inicial a matraces Erlenmeyer de 500 ml que
contienen 200 ml de medio LB y 100 pg/ml de ampicilina. Incubar a 37°C en un agitador vibrador hasta que la ODgy,
=0,2. Afadir IPTG hasta una concentracion final de 1 mM (solucién stock = 1 M). Incubar a 37°C durante la noche.
Lisis

Sedimentar las bacterias por centrifugacién (Sorvall, 3500 rpm, 15 min, 4°C) en un tubo pre-pesado.

A 4°C resuspender el sedimento en 3 ml/g de tamp6n de lisis

Anadir 40 ul/g de PMSF 10 mM

Anadir 80 ul/g de lisozima a 10 mg/ml

Incubar durante 20 min sobre hielo, agitando intermitentemente

Anadir 30 ul/g de desoxicolato de sodio al 10%

Incubar a 37°C hasta que el lisado se vuelve viscoso

Congelar en nitrégeno liquido y descongelar a 37°C tres veces

Sonicar 2X, 30 segundos, ciclo a 25%, nivel 2,5 de potencia

Centrifugar durante 30 min, 15000 rpm, 4°C

Recoger el sobrenadante

Nota: El lisado se puede conservar congelado antes de la etapa de sonicacion.

Purificacion del lote

1. Empaquetar 1 ml de resina Probond (Invitrogen; 1 ml =2 ml de gel suspendido) en una columna de 5 ml. Lavar
con 5 ml de PBS.

2. Aplicar 5 ml de sobrenadante bacteriano a dicho 1 ml de gel. (Si el volumen es muy alto, usar varias columnas
pequeiias)

3. Lavar con 24 ml de tamp6n fosfato, pH 7,8, seguido por un lavado con 24 ml de tampén fosfato, pH 6.
4. Eluir con tampdn de imidazol y recoger fracciones de 1 ml.

5. Analizar las fracciones por OD a 280 nm o por SDS-PAGE (12,5%, dilucién ¥2 en 2X tampén de muestra) en
condiciones reductoras (100°C, 5 min)

6. Reunir las fracciones que contienen proteinas (usualmente las fracciones nimeros 2-4 para las concentraciones
de 0,8-1 mg/ml y las fracciones 1, 5 y 6 para las concentraciones de 0,2-0,4 mg/ml).

7. Dializar a fondo frente a 1 X PBS, bicarbonato de amonio 24 mM o Tris 50 mM, pH 7,4 que contiene NaCl 250
nM. Concentrar mediante Speed-Vac si fuera necesario.

8. Analizar las proteinas por el método Lowry.

9. Dividir en alicuotas y almacenar a -20°C.
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Sistema de purificacion por cromatografia de liquidos
1. Empaquetar 5 ml de resina Probond en una columna de 5 ml.
2. Lavar con 4 volumenes del lecho de tampo6n fosfato pH 7,8, 1 ml/min.

3. Inyectar 25 ml de lisado (filtrado sobre 0,45 u o centrifugado a 3000 rpm, 30 min, 4°C, Beckman Allegra 6R) a
0,5 ml/min.

4. Lavar con 4 volimenes de lecho de tamp6n fosfato, pH 7,8 a 1 ml/min.
5. Lavar con 12 volimenes de lecho de tampén fosfato pH 5,5 a 1 ml/min.
6. Eluir la fraccién unida con tampén fosfato, pH 5,5, que contiene imidazol 1 M a 1 ml/min.

7. Recoger las fracciones, dializar y analizar las proteinas como se ha descrito para la purificacién del lote, etapas
7-9.

Ejemplo 2
Generacion de OBG3 globular por escision enzimdtica

Incubar el OBG3 purificado (obtenido como se ha descrito antes o por un método equivalente) con tripsina ace-
tilada-tipo V-S procedente de pancreas bovino (Sigma E.C. = 3.4.21.4) a 400 u/mg de proteina a 25°C durante 10
min.

Parar la reaccién pasando la muestra sobre una columna poli-Prep (Biorad 731-1550) a +4°C que contiene un
inhibidor inmovilizado de tripsina.

Recoger fracciones de 1,0 ml. Determinar la concentracién de proteina.

Reunir las fracciones que contienen proteina y dializar extensamente frente a PBS usando tubo de didlisis con un
corte de peso molecular = 10.000 da.

Concentrar sobre un filtro estéril Amicon YM-10 Centricon Filter (Millipore, corte de peso molecular = 10.000
da).

Determinar la concentracidn final de proteina usando el procedimiento de Lowry modificado por Markwell (1981)
o el ensayo BCA de proteinas (Pierce Chemical Co, Rockford, IL) y BSA como estandar.

Comprobar la pureza y la eficacia de la escisién por andlisis de SDS-PAGE usando un gel con gradiente 4-20%.
El OBG3 intacto migra como una banda simple a aproximadamente 37 kda aparentemente debido a las secuencias del
vector cotranscrito unido a la cola de histidina en el N-terminal de AdipoQ, y forma un dimero a 74 kDa. E1 OBG3
escindido forma una banda a aproximadamente 18 kda (gOBG3). También se generan productos de degradacién
adicionales, todos menores de 10 kda a partir de la regién N-terminal. Estos se separan de la banda de 18 kda deseada
por didlisis con membranas semipermeables con un corte de peso molecular de 10.000. Los dos sitios potenciales de
escision para gOBG3 se muestran en la Fig. 3. El sitio de escision real ha sido identificado como el que estd después
del aminodcido 103 (aminodcido 100 para el gOBG3 humano o APM1) (Fig. 7). Esto es, el N-terminal del producto
de escision de gOBG3 es Lys 104 (Lys 101 para el gOBG3 humano o APM1).

Se pueden usar también otros métodos enzimadticos/proteoliticos que producen productos similares, por ejemplo
clostripaina. Otras enzimas preferidas deberian preferiblemente escindir el OBG3 en un sitio préximo a la unién entre
la cola tipo coldgeno y la cabeza globular (aproximadamente el aminodcido 108 para el gOBG3 humano y aproxi-
madamente el aminoacido 111 para el gOBG3 murino), preferiblemente deberian permitir que la reaccién sea parada
facilmente, preferiblemente que sea separado facilmente usando un inhibidor inmovilizado, o un método similar, y
preferiblemente corta el fragmento N-terminal en pequefias piezas (menores que un MW de 10.000). La escisién pre-
feriblemente tiene lugar en la presencia de no mds de 6 repeticiones de coldgeno, mds preferiblemente 3 repeticiones
de colageno, y lo més preferiblemente sin repeticiones de coldgeno. Una repeticion de coldgeno consiste en GLY-X-
Y. La determinacion de si se ha generado un gOBG3 activo, se puede comprobar usando los ensayos in vitro y in vivo
descritos en esta memoria, (Ejemplos 4-6, 8-10).
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Ejemplo 3
Generacion de gOBG3 por metodologia recombinante

Clonacion en el sitio de restriccion

Una primera tictica es buscar sitios de restriccién tnicos cerca del comienzo de la regién de la cabeza globular (las
secuencias de dcido nucleico de ratén y de polipéptidos OBG3 humanos se proporcionan en el listado de secuencias).
Si estd presente este sitio Unico, se puede usar para escindir la region tipo coldgeno en 5 a partir de la region de
cabeza globular. Si no estd presente un tnico sitio, es posible también, aunque mads dificil, hacer esto usando enzimas
de restriccién que cortan en mds de una localizacién haciendo digestiones parciales. El extremo 3’ de la cabeza
globular puede ser cortado desde su vector de la cadena principal usando una enzima apropiada. La cabeza globular
puede ser clonada entonces en un vector de expresion y se pueden identificar las estructuras artificiales que contienen
los fragmentos correctos. Para AdipoQ, parece que la Tau I es la tinica enzima que deberia separar la cola del coldgeno
de la cabeza globular.

Clonacion por PCR

Otra tactica es someter a la PCR la regién de interés de la secuencia intacta (si el cDNA estd disponible) usando
cebadores con sitios de restriccion en el extremo de forma que los productos de la PCR pueden ser clonados en vectores
de interés. Alternativamente, el gOBG3 puede ser generado también usando RT-PCR para aislarlo del RNA del tejido
adiposo.

Vector de E. coli

Por ejemplo, la regién globular AdipoQ puede ser clonada en pTrcHisB, poniendo un sitio BamHI en el oligo
sentido y un sitio Xhol en el oligo antisentido. Esto permite el aislamiento del producto de la PCR, la digestiéon
de dicho producto, y el enlace con el vector pTrcHisB que también ha sido digerido con BamHI y Xhol (Fig. 4). El
vector, pTrcHisB, tiene un cola de 6-Histidina en N-terminal, que permite la purificacién de la proteina sobreexpresada
procedente del lisado usando una columna de resina Nickel. El vector pTrcHisB se usa para la sobre-expresion de
proteinas en E. coli.

Los oligos a titulo de ejemplos para clonacién en el vector de E. coli incluyen:

A) obg3 sentido CTTAGTGGATCCCGCTTATGTGTATCGCTCAG a 6 pares de bases desde la izquierda hay un
sitio BamHI de 6 bp. Asi la regién que es homéloga al gen empieza en el nucleétido 13.

B) obg3 antisentido GCTGTTCTCGAGTCAGTTGGTATCATGG a 6 pares de bases desde la izquierda hay un
sitio Xhol de 6 bp. Asi la regién que es homdloga al gen empieza en el nucledtido 13.

Lo que sigue son ejemplos de las condiciones de la PCR.

Las concentraciones finales de la reaccién son:

1X de tamp6n A de PE Biosystems

MgCl, 1,5 mM

Cada uno de dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) 200 uM

2,5 unidades de Amplitaq Gold de PE Biosystems

Cada cebador (sentido y antisentido) 0,4 uM

10 ng de modelo de plasmido

Pardametros de ciclo:
95°C 10 min --- 1 ciclo
95°C 30's

56°C 30s
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72°C 30's
repetir las 3 etapas anteriores durante 30 ciclos

72°C 7 min --- 1 ciclo.

Vector BAC

La cabeza globular también puede ser sobreexpresada en un sistema de Baculovirus usando el kit 6xHis Bacu-
lovirus (Pharmingen), por ejemplo. La regién globular AdipoQ es clonada en el vector apropiado usando enzimas
disponibles en el sitio de clonacién mdltiple. Esto permite la sobre-expresion de la proteina en un sistema eucariético
que tiene algunas ventajas sobre el sistema de E. coli, que incluye: expresiéon multiple del gen, escision del péptido
sefial, corte y empalme del intrén, transporte nuclear, proteina funcional, fosforilacién, glucosilacién, y acilacién.

Los oligos a titulo de ejemplos para clonacion en el vector de Baculovirus son los siguientes:

A). obg3 sentido CTTAGTGAATTCGCTTATGTGTATCGCTCAGA a 6 pares de bases desde la izquierda hay un
sitio EcoRI de 6 bp. Asf la regién que es homdéloga al gen empieza en el nucleétido 13.

B). obg3 antisentido GCTGTTCTGCAGTCAGTTGGTATCATGG a 6 pares de bases desde la izquierda hay un
sitio Pstl de 6 bp. Asi la region que es homoéloga al gen empieza en el nucleétido 13.

Lo que sigue son ejemplos de las condiciones de la PCR.

Las concentraciones finales de la reaccién son:

1X de tampén A de PE Biosystems

MgCl, 1,5 mM

Cada uno de dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) 200 uM

2,5 unidades de Amplitaq Gold de PE Biosystems

Cada cebador (sentido y antisentido) 0,4 uM

10 ng de modelo de plasmido

Pardmetros de ciclo:

95°C 10 min --- 1 ciclo

95°C 30's

60°C 30 s

72°C30s

repetir las 3 etapas anteriores durante 30 ciclos

72°C 7 min --- 1 ciclo.

Vector de un mamifero

El OBG3 globular puede ser clonado también en un vector de expresién de mamifero y puede ser expresado y
purificado a partir de células de mamifero, por ejemplo células 3T3-L1 (precursoras de adipocitos indiferenciados).
La cabeza globular se genera entonces en un entorno muy proximo a su entorno endégeno. Sin embargo, este no es
necesariamente el modo mas eficaz de preparar la proteina.
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Ejemplo 4
Ensayos in vitro de la actividad relacionada con la obesidad

La actividad de diferentes preparaciones y diferentes variantes de la secuencia de los fragmentos de polipéptido
gOBG3 se evalia usando diferentes ensayos in vitro incluyendo los que se indican a continuacién. Estos ensayos son
también ejemplos de los que se pueden usar para desarrollar antagonistas y agonistas del fragmento de polipéptido
gOBG3. Para hacer esto, el efecto de los fragmentos de polipéptido gOBG3 en los ensayos anteriores, por ejemplo
sobre la actividad de la leptina y/o LSR, en presencia de las moléculas candidatos se debe comparar con el efecto
de los fragmentos de polipéptido gOBG3 en los ensayos en ausencia de las moléculas candidatos. Puesto que se ha
demostrado que los fragmentos de polipéptido gOBG3 reducen el peso corporal en ratones con una dieta de alto
restaurante (Ejemplo 5), estos ensayos sirven también para identificar los tratamientos candidatos para reducir (o
aumentar) el peso corporal.

Linea de células hepdticas

Los ensayos de eficacia de los fragmentos de polipéptido gOBG3 sobre LSR se pueden realizar usando lineas de
células hepdticas, incluyendo por ejemplo, PLC, HepG2, Hep3B (humano), Hepa 1-6, BPRCL (de ratén), o MCA-
RH777, MCA-RH8994 (de rata). Para lineas de células humanas, se deben usar preferiblemente APM1 y APM1
globular; para roedores, se deben usar preferiblemente AdipoQ/ACRP30 de longitud completa y globular.

Las células hepdticas de ratén BPRCL (depdsito ATCC) se pusieron en placas a una densidad de 300.000 célu-
las/pocillo en placas de 6 pocillos (dia 0) en DMEM (rico en glucosa) que contiene glutamina y penicilina-estrepto-
micina (Bihain & Yen, 1992). Se cambi6 el medio el dia 2. El dia 3, se lavaron las monocapas confluentes una vez con
solucién salina tamponada con fosfato (PBS, pH 7,4) (2 ml/pocillo). Se incubaron las células a 37°C durante 30 min
con concentraciones crecientes de AdipoQ (AQ) recombinante o AdipoQ globular (AQ-GH) en DMEM que contiene
BSA al 0,2% (p/v), Hepes 5 mM, CaCI*> 2 mM, bicarbonato de sodio a 3,7 g/, pH 7,5. Se continuaron las incubaciones
durante 3 h a 37°C después de la adicion de 10 ng/ml de '*I-leptina de ratén (actividad especifica, 22100 cpm/ng).
Se lavaron las monocapas 2 veces consecutivamente con PBS que contiene BSA al 0,2%, seguido por 1 lavado con
PBS/BSA, y después 2 veces consecutivamente con PBS. Se lisaron las células con NaOH 0,1 N que contiene EDTA
0,24 mM. Se recogieron los lisados en tubos, y se contaron en un contador gamma.

Los resultados de un experimento a titulo de ejemplo se muestran como la media de determinaciones triplicadas
en la Fig. 5.

Los resultados indican que los fragmentos de polipéptido gOBG3 son al menos un 30% mas eficaces que el OBG3
para aumentar la absorcion de leptina en una linea celular hepatica (Fig. 5). Este ensayo se puede usar para determinar
la eficacia de los fragmentos de polipéptido gOBG3 y los compuestos relacionados (o agonistas o antagonistas) para
aumentar o reducir la absorcién de leptina en el higado, asi como el mecanismo por el que el fragmento/compuesto
polipeptidico gOBGS3 ejerce este efecto.

Modelo de barrera hematoencefdlica

El efecto de los fragmentos de polipéptido gOBG3 sobre el transporte de leptina en el cerebro se puede determinar
usando células derivadas del cerebro. Un método que se prevé, es usar el modelo de barrera hematoencefélica descrito
por Dehouck, et al (J Neurochem 54: 1798-801,1990) que usa un co-cultivo de células endoteliales capilares de cerebro
y astrocitos para analizar los efectos de los fragmentos de polipéptido gOBG3 sobre el transporte de leptina (u otras
moléculas) a través de LSR u otros receptores.

Este ensayo deberia ser un indicador del efecto potencial de los fragmentos de polipéptido gOBG3 sobre el trans-
porte de leptina al cerebro y podria ser usado para seleccionar variantes de los fragmentos de polipéptido gOBG3 en
cuanto a su capacidad para modular el transporte de leptina a través de LSR u otros receptores en el cerebro. En adi-
cion, también se podrian cribar usando este ensayo los supuestos agonistas y antagonistas del efecto de los fragmentos
de polipéptido gOBG3 sobre el transporte de leptina a través de LSR u otros receptores. El aumento del transporte de
leptina a través de la barrera hematoencefélica deberia aumentar presumiblemente su acciéon como un factor saciante.

Andlisis FACS de la expresion de LSR

El efecto de los fragmentos de polipéptido gOBG3 sobre LSR se puede determinar también midiendo el nivel de
expresion de LSR en la superficie celular mediante citometria de flujo de superficie, usando anticuerpos anti-LSR y
anticuerpos secundarios fluorescentes. La citometria de flujo es una tecnologia basada en laser que se usa para medir
las caracteristicas de las particulas bioldgicas. El principio en que se basa la citometria de flujo es que la luz se dispersa
y la fluorescencia que se emite como luz a partir de la fuente de excitacién golpea las particulas en movimiento.

Este es un ensayo de alto rendimiento que podria ser adaptado facilmente para seleccionar fragmentos de polipép-
tido OBG3 y gOBG3 y variantes, asi como los supuestos agonistas o antagonistas de los fragmentos de polipéptido
gOBG3. A continuacién se proporcionan dos ensayos. El anticuerpo, la linea celular y el andlogo del fragmento de
polipéptido gOBG3 podrian variar dependiendo del experimento, pero se podria usar una linea celular humana, un
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anticuerpo anti-LSR humano y APM1 globular para seleccionar variantes, agonistas, y antagonistas a ser utilizados
para tratar a seres humanos.

Ensayo 1

Se pretratan las células o con OBG3 intacto o con fragmentos de polipéptido gOBG3 (o no se tratan) antes de su
recogida y andlisis por FACS. Se recogen las células usando solucion de disociacién no enzimatica (Sigma), y después
se incuban durante 1 h a 4°C con una dilucién 1:200 de anti-L.SR 81B o un anti-suero irrelevante en PBS que contiene
BSA al 1% (p/v). Después de lavar dos veces con el mismo tampon, se afiade a las células anticuerpo anti-conejo de
cabra conjugado con FITC (Rockland, Gilbertsville, PA), seguido por una incubacién adicional durante 30 min a 4°C.
Después de lavado, se fijan las células en formalina al 2%. El anélisis por citometria de flujo se realiza en un citémetro
FACSCalibur (Becton-Dickinson, Franklin Lakes, NJ).

El ensayo in vitro con la linea celular hepdtica (descrito antes) ha demostrado que la actividad de LSR (unién
de leptina) aumenta con concentraciones crecientes de fragmentos de polipéptido gOBG3. Aunque no se desea que
esté limitado por ninguna teoria particular, esto podria ser o bien el resultado de un aumento del nimero de sitios de
unién a LSR sobre la superficie de la célula, o bien un cambio en la afinidad para la leptina. El ensayo FACS deberia
presumiblemente detectar cambios en el nimero de sitios de unién a LSR, aunque también podrian ser detectados
cambios en la conformacién que reflejan cambios en afinidad. Preferiblemente el anticuerpo deberia ser frente al C-
terminal del LSR.

Ensayo 2
Se cultivan las células en matraces T175 segtn las instrucciones del fabricante durante 48 horas antes del anélisis.

Se lavan las células una vez con tampén FACS (1x PBS/ FBS al 2%, filtro esterilizado), y se raspan manualmente
del matraz en 10 ml de tampén FACS. Se transfiere la suspension de células a un tubo cénico de 15 ml y se centrifuga
a 1200 rpm, 4°C durante 5 minutos. Se desecha el sobrenadante y se resuspenden las células en 10 ml de tampdn
FACS enfriado a 4°C. Se realiza el recuento de células y se ajusta la densidad celular con tampén FACS hasta una
concentracion de 1 x 10° células/ml. Se afiade un mililitro de suspension celular a cada pocillo de una placa de 48
pocillos para andlisis. Se centrifugan las células a 1200 rpm durante 5 minutos a 4°C. Se comprueban las placas para
asegurarse de que las células se han sedimentado, se separa el sobrenadante y se resuspenden las células poniendo la
placa sobre un mezclador en vortex. Se afiade un mililitro de tampén FACS a cada pocillo, seguido por centrifugacion
a 1200 rpm durante 5 minutos a 4°C. Este lavado de células descrito se realizé un total de 3 veces.

Se afiade a las células un anticuerpo primario, cuyo titulo se ha determinado en experimentos de cribado para
determinar las diluciones de trabajo apropiadas (por ejemplo 1:25, 1:50, 1:100, 1:200, 1:400, 1:500, 1:800, 1:1000,
1:2000, 1:4000, 1:5000, o 1:10000), hasta un volumen total de 50 ul de tampén FACS. Se incuban las placas durante
1 h a 4°C protegidas de la luz. Después de la incubacidn, se lavan las células 3 veces como se ha indicado antes. Se
afiade a las células un anticuerpo secundario apropiado, cuyo titulo se ha determinado en experimentos de cribado para
determinar las diluciones de trabajo apropiadas (por ejemplo 1:25, 1:50, 1:100, 1:200, 1:400, 1:500, 1:800, 1:1000,
1:2000, 1:4000, 1:5000, o 1:10000), hasta un volumen total de 50 ul de tampén FACS. Se incuban las placas durante 1
h a 4°C protegidas de la luz. Después de la incubacion, se lavan las células 3 veces como se ha indicado antes. Después
del lavado final, se resuspenden las células en 500 ul de tampén FACS vy se transfieren a un tubo de adquisicién de
FACS. Se ponen las muestras sobre hielo protegidas de la luz y se analizan antes de 1 hora.

Union celular y absorcion de gOBG-3 detectada por microscopia de fluorescencia

Conjugacién de gOBG3 con isotiocianato de fluoresceina (FITC): Se marcé gOBG3 purificado a una concentracion
de 1 mg/ml con FITC usando el kit de conjugacién FluoroTag FITC de Sigma (Stock No. FITC-1). Para marcar el
gOBG3 se siguid el protocolo indicado en el Sigma Handbook para conjugacién a pequefia escala.

Cultivo celular: Se sembraron células C2C12 del miisculo esquelético de ratén (ATCC, Manassas, VACRL-1772)
y hepatocitos de ratéon Hepa-1-6 (ATCC, Manassas, VA CRL-1830) en placas de 6 pocillos a una densidad celular de
2x10° células por pocillo. Las células C2C12 y Hepa-1-6 se cultivaron segtin instrucciones del depositario durante 24-
48 horas antes del andlisis. Se llevé a cabo el ensayo cuando las células tuvieron una confluencia del 80%.

Unidn celular y absorciéon del gOBG3 marcado con FITC usando microscopia: las células C2C12 y Hepa 1-
6 se incubaron en presencia/ausencia de anticuerpo dirigido frente a LSR humano (81B: secuencia N-terminal de
LSR humano; no reacciona de forma cruzada con LSR de ratén y 93A: la secuencia C-terminal, si reacciona de forma
cruzada con LSR de ratén) o un antisuero dirigido frente a gClqr (953) durante 1 hora a 37°C, 5% de CO2. Se afiadieron
anticuerpos LSR al medio a una concentracién de 2 ug/ml. Se afiadi6 el antisuero anti-gClgr al medio a un volumen
de 2.5 ul de suero sin diluir (alta concentracion) o dilucién 1:100 (baja concentracién). Después de incubacién con el
anticuerpo especificado, se afiadié FITC-gOBG3 (50 nM/ml) a cada pocillo de cultivo celular. Se incubaron de nuevo
las células durante 1 hora a 37°C, 5% de CO2. Se lavaron las células 2x con PBS, se rascaron las células del pocillo a
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1 ml de PBS. Se transfiri6 la suspensién de células a un tubo eppendorf y se centrifugé a 1000 rpm durante 2 minutos.
Se separ6 el sobrenadante y se resuspendieron las células en 200 ul de PBS. Se analizé la unién y absorcién de FITC-
gOBG3 por microscopia de fluorescencia con un aumento de 40X.

El andlisis de las células C2C12 y Hepa 1-6 revela idénticos fenotipos con respecto a los perfiles de unién y
absorcién de FITC-gOBG3 tanto en presencia como en ausencia de anticuerpos LSR. Parece que el FITC-gOBG3
se localiza dentro de las vesiculas del citoplasma tanto de los hepatocitos de raton como de los mioblastos de ratén,
dando a entender que la unién y absorcién de FITC-gOBG3 esta teniendo lugar. La absorcion de FITC-gOBG3 parece
que se bloquea cuando las células fueron pretratadas con el anticuerpo anti-LSR que reconoce el LSR de ratén. Sin
embargo, la unién de FITC-gOBG3 a la superficie celular tiene lugar en una pequeiia porcién de las células (C2C12 y
Hepa 1-6). A baja concentracion del antisuero gClqr, parece que FITC-gOBG3 estd localizado dentro de las vesiculas
del citoplasma de ambos tipos de células, similarmente al fenotipo de las células que no han recibido pre-tratamiento
con anticuerpo antes de la adicién de FITC-gOBG3. El fenotipo de absorcién y unién de FITC-gOBG3 no es afectado
por el pre-tratamiento con un anticuerpo LSR que no reconoce el LSR de ratén. Juntos, estos datos sugieren que la
absorcién de FITC-gOBG3 puede ser bloqueada por un anticuerpo LSR humano que reacciona de forma cruzada con
el LSR de ratén. Sin embargo, este fenotipo no se reproduce con otros anticuerpos LSR que no tienen reactividad
cruzada. Por tanto, este ensayo puede ser ttil para identificar agentes que facilitan o previenen la absorcién y/o unién
de OBG3 o fragmentos de polipéptido gOBG3 a las células.

Efecto sobre LSR como un receptor de lipoproteinas

Se puede ensayar también el efecto de gOBG3 sobre la actividad del LSR de unidn, internalizacién y degradacién
de las lipoproteinas. La medida de LSR como receptor de lipoproteinas estd descrita en Bihain & Yen, ((1992) Bio-
chemistry May 19; 31 (19): 4628-36). El efecto de gOBG3 sobre la actividad del LSR (u otros receptores) de union,
internalizacién y degradacion de lipoproteinas se puede comparar con la de OBGS3 intacto, con células sin tratar como
un control adicional. Este ensayo se puede usar también para cribar las variantes activas e inhibidoras de gOBG3, asi
como los agonistas y antagonistas de la actividad relacionada con la obesidad.

Las células hepaticas humanas PLC (Depésito ATCC) se pusieron en placas a una densidad de 300.000 célu-
las/pocillo en placas de 6 pocillos (dia 0) en DMEM (rico en glucosa) que contiene glutamina y penicilina-estrepto-
micina (Bihain & Yen, 1992). Se cambié el medio el dia 2. El dia 3, se lavaron las monocapas confluentes una vez con
solucidn salina tamponada con fosfato (PBS, pH 7,4) (2 ml/pocillo). Se incubaron las células a 37°C durante 30 min
con 10 ng/ml de leptina recombinante humana en DMEM que contiene BSA al 0,2% (p/v), Hepes 5 mM, CaCl,2 mM,
3,7 g/1 de bicarbonato de sodio, pH 7.5, seguido por otros 30 min de incubacién a 37°C con concentraciones crecientes
de gOBG3. Se continuaron las incubaciones durante 2 h a 37°C después de adicioén de oleato 0,8 mM y 20 pg/ml de
I25[-LDL. Se lavaron las monocapas 2 veces consecutivamente con PBS que contiene BSA al 0,2%, seguido por 1 la-
vado con PBS/BSA, y después 2 veces consecutivamente con PBS. Las cantidades de unidn, absorcién y degradacién
de '®I-LDL inducidas por el oleato, se midieron como se ha descrito previamente (Bihain & Yen, 1992, cita anterior).
Los resultados se presentan como la media de determinaciones triplicadas.

Como se muestra en la Figura 6, la adiciéon de gOBG3 lleva a un aumento de la actividad de LSR como un recep-
tor de lipoproteinas. La unién y absorcién de LDL inducidas por el oleato parecen mdas afectadas por el gOBG3 en
comparacién con la degradacion. Este aumento de la actividad de LSR podria producir potencialmente un mejor acla-
ramiento de las lipoproteinas ricas en triglicéridos durante el estado postprandial. De este modo, deberia ser eliminada
mads grasa de la dieta a través del higado, en lugar de ser depositada en el tejido adiposo.

Este ensayo podria ser usado para determinar la eficacia de un compuesto (o los agonistas o antagonistas) pa-
ra aumentar o reducir la actividad de LSR (o la absorcién, unién y degradacién de lipoproteinas a través de otros
receptores), y por tanto afecta a la tasa de aclaramiento de las lipoproteinas ricas en triglicéridos.

Efecto sobre la diferenciacion muscular

Se siembran células C2C12 (linea celular del musculo esquelético murino; ATCC CRL 1772, Rockville, MD) con
baja densidad (aproximadamente 15-20%) en DMEM completo (con glutamina, penicilina/estreptomicina, etc) + FCS
al 10%. Dos dias mads tarde tenian una confluencia de 80-90%. En este momento, se cambia el medio a DMEM+suero
de caballo al 2% para permitir la diferenciacién. Se cambia el medio diariamente. Después de 3-4 dias de estar en el
suero de caballo al 2%, aparece abundante formacién de miotubos aunque el tiempo exacto de diferenciacién de las
células C2C12 depende de cudnto tiempo han sido sometidas a pases y cdmo han sido mantenidas, entre otras cosas.

Para ensayar el efecto de la presencia de gACRP30 sobre la diferenciacién muscular, se afiadié gACRP30 (1 a 2,5
ug/ml) el dia después de la siembra cuando las células estaban todavia en DMEM con FCS al 10%. Dos dias después
de poner en placas las células (un dia después de que fue afadido gACRP30 por primera vez), a aproximadamente 80-
90% de confluencia, se cambi6 el medio a DMEM+ suero de caballo al 2% mas gACRP30.

Los resultados muestran que la adicién de gACRP30 hace que las células empiecen a organizarse dentro de un dia
después de su adicion. Por contraste con la orientacion aleatoria de las células no tratadas con gACRP30, las tratadas
con gACRP30 se alinearon ellas mismas en relacion una con otra. En adicidn, la diferenciacion tuvo lugar sélo 2 dias
después de tratamiento con gACRP30, en contraste con los 3 a 4 dias necesarios en su ausencia.
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Efecto sobre la oxidacion de los dcidos grasos de las células musculares

Se diferenciaron las células C2C12 en presencia o ausencia de 2 ug/ml de gACRP30 durante 4 dias. El dia 4,
se determinaron las tasas de oxidacién del oleato midiendo la conversién de 1-'*C-oleato (0,2 mM) aCO, durante
90 min. Las células C2C12 diferenciadas en la presencia de gACRP30 sufren el 40% mas de oxidacién del oleato
que los controles diferenciados en ausencia de gACRP30. Se puede usar este experimento para cribar los fragmentos y
péptidos activos asi como los agonistas y antagonistas o activadores e inhibidores de los polipéptidos OBG3 y gOBG3.

El efecto de gACRP30 sobre la tasa de oxidacidn del oleato se compar6 en células C2C12 diferenciadas (células del
musculo esquelético murino; ATCC, Manassas, VA CRL-1772) y en una linea celular de hepatocitos (Hepal-6; ATCC,
Manassas, VA CRL-1830). Se mantuvieron las células cultivadas segin las instrucciones del fabricante. El ensayo de
oxidacion del oleato se realizé como se ha descrito previamente (Muoio et al (1999) Biochem J 338; 783-791). En
resumen, se mantuvieron los miocitos casi confluentes en medio de diferenciacién bajo en suero (DMEM, suero de
caballo al 2,5%) durante 4 dias, a cuyo tiempo la formacién de miotubos llegé a ser maxima. Se mantuvieron los
hepatocitos en el mismo medio DMEM suplementado con FCS al 10% durante 2 dfas. Una hora antes del experimento
se separ6 el medio y se afiadié 1 ml de medio de preincubacién (MEM, suero de caballo al 2,5%, glucosa 3 mM,
glutamina 4 mM, Hepes 25 mM, BSA al 1% libre de FFA, oleato 0,25 mM, gentamicina a 5 ug/ml). Al comienzo del
experimento de oxidacién se afiadiddcido oleico marcado con “C (1 uCi/ml, American Radiolabeled Chemical Inc.,
St. Louis, MO) y se incubaron las células durante 90 min a 37°C en ausencia/presencia de 2,5 ug/ml de gACRP30.
Después del periodo de incubacion se separaron 0,75 ml del medio y se ensayaron en cuanto aproductos de oxidacién
marcados con “C como se describe mas adelante para el experimento de oxidacién de los FFA en el midsculo.

La oxidacion del oleato en las células C2C12 determinada a lo largo de 90 min aumenté de forma significativa
(39%; p = 0,036, test t de dos colas) en las células tratadas con gACRP30. Por contraste, no se observd ningtn
aumento detectable en la tasa de oxidacidn de los FFA en los hepatocitos incubados con gACRP30.

Andlisis de triglicéridos y proteinas después de oxidacion del oleato en células cultivadas

Después de la transferencia del medio para el ensayo de oxidacién del oleato, se pusieron las células sobre hielo.
Para determinar el contenido de triglicéridos y proteinas, se lavaron las células con 1 ml de 1x PBS para eliminar el
medio residual. Se afiadieron a cada pocillo 300 ul de solucién de disociacién de las células (Sigma) y se incubaron
a 37°C durante 10 min. Se taparon las placas para soltar las células, y se afiadieron 0,5 ml de 1x PBS. Se transfiri6 la
suspension celular a un tubo eppendorf, se lavé cada pocillo con 0,5 ml adicionales de 1x PBS, y se transfirié a un
tubo eppendorf apropiado. Se centrifugaron las muestras a 1000 rpm durante 10 minutos a temperatura ambiente. Se
eliminé el sobrenadante y se aiadieron al sedimento de células 750 ul de 1x PBS/chaps al 2%. Se agit6 la suspensioén
celular en vértex y se puso sobre hielo durante 1 hora. Se centrifugaron entonces las muestras a 13000 rpm durante 20
min a 4°C. Se transfirieron los sobrenadantes a un nuevo tubo y se congelaron a 20°C hasta su andlisis. Se determiné
cuantitativamente el nivel de triglicéridos en cada muestra usando el kit enzimatico GPO-TRINDER de Sigma Diag-
nostics. Se siguid el procedimiento indicado en el manual con las siguientes excepciones: se realizé el ensayo en una
placa de 48 pocillos, se ensayaron 350 ul de volumen de muestra, el blanco control consistié en 350 ul de PBS/chaps al
2%, y el estdndar contenia 10 ul de estandar proporcionado en el kit mds 690 ul de PBS/chaps al 2%. El andlisis de las
muestras se realiz6 en un Packard Spectra Count a una longitud de onda de 550 nm. El andlisis de proteinas se realizé
sobre 25 ul de cada muestra de sobrenadante usando el ensayo de proteinas BCA (Pierce) siguiendo las instrucciones
del fabricante. El andlisis de las muestras se realiz6 en un Packard Spectra Count a una longitud de onda de 550 nm.

La produccién de triglicéridos tanto en las células C2C12 como en las células Hepa 1-6 no cambié de forma
significativa en la ausencia/presencia de ACRP30 y gACRP30. El contenido de proteina de todas las células analizadas
fue equivalente en ausencia/presencia de ACRP30 y gACRP30.

Ejemplo 5
Efecto de gOBG3 sobre ratones alimentados con una dieta rica en grasas

Se realizan los experimentos usando ratones C57B1/6 de aproximadamente 6 semanas de edad (8 por grupo).
Todos los ratones se ponen en jaulas individuales. Se mantienen los ratones con una dieta rica en grasas a lo largo
de cada experimento. La dieta rica en grasas (dieta de cafeteria; D12331 de Research Diets, Inc) tiene la siguiente
composicién: kcal de proteinas 16%, kcal de sacarosa 26%, y kcal de grasas 58%. La grasa estaba principalmente
compuesta de aceite de cacahuete, hidrogenado.

Una vez que se hubo alimentado a los ratones con una dieta rica en grasas durante 6 dias, se insertan bombas micro-
osmoticas usando anestesia de isoflurano, y se usan para administrar a los ratones subcutdneamente (s.c.) durante 18
dias gOBG3, OBG3, solucién salina, y un péptido irrelevante. E1 gOBG3 se proporciona a dosis de 50, 25, y 2,5
ugl/dia; el OBG3 se proporciona a 100, 50, y 5 ug/dia, y el péptido irrelevante se proporciona a 10 upg/dia. El peso
corporal se determina el primero, tercero y quinto dia de la dieta rica en grasas, y después diariamente a partir del
comienzo del tratamiento. Se toman muestras finales de sangre por puncién cardiaca y se usan para determinar los
niveles de triglicéridos (TG), de colesterol total (TC), de glucosa, de leptina, y de insulina. Se determina también la
cantidad de alimento consumida por dia para cada grupo.
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En un experimento preliminar, los ratones tratados con 2,5 ug/dia de gOBG3 habian reducido de forma significativa
el peso corporal.

Ejemplo 6
Andlisis de la actividad relacionada con la obesidad en humanos

Los analisis de la eficacia de gOBG3 en humanos se realizan de acuerdo con las recomendaciones de un médico
y con las normas establecidas. Los pardmetros analizados en ratones se analizan también en los seres humanos (por
ejemplo, ingesta de alimento, peso, TG, TC, glucosa, insulina, leptina, FFA). Es de esperar que los factores fisioldgicos
presenten cambios a corto plazo. Los cambios en la ganancia de peso podrian requerir un periodo de tiempo mads largo.
En adicidn, la dieta necesitara ser vigilada cuidadosamente. E1 OBG3 globular se debe administrar a dosis diarias de
aproximadamente 6 mg de proteina por persona de 70 kg o aproximadamente 10 mg por dia. También se pueden
ensayar otras dosis, por ejemplo 1 mg o 5 mg al dia hasta 20 mg, 50 mg, o 100 mg al dia.

Ejemplo 7
Andlisis de la actividad relacionada con la obesidad en un modelo murino de diabetes lipoatrofica

Previamente, se habfa publicado que la leptina invierte la resistencia a la insulina y la diabetes mellitus en ratones
con lipodistrofia congénita (Shimomura et al. Nature 401: 73-76 (1999). Se encontré que la leptina era menos eficaz
en un modelo de diabetes lipoatréfica de raton lipodistréfico diferente (Gavrilova et al Nature 403: 850 (2000). Se
pueden usar fragmentos de polipéptido OBG3 o gOBG3 para reducir la resistencia a la insulina y la hiperglucemia en
este modelo bien solos o0 en combinacién con leptina, el péptido de leptina (solicitud provisional de Estados Unidos No
60/155.506), u otros compuestos. Los ensayos incluyen el descrito previamente en Gavrilova et al. ((2000) Diabetes
Nov; 49(11): 1910-6; (2000) Nature Feb 24; 403 (6772): 850) usando ratones A-ZIP/F-1, excepto que el gOBG3 debe
ser administrado usando los métodos previamente descritos en el Ejemplo 5 (o en los Ejemplos 8-10). Los niveles
de glucosa e insulina de los ratones deben ser analizados, y la ingesta de alimento y el peso del higado deben ser
monitorizados, asi como otros factores, tales como los niveles de leptina, FFA, y TG, tipicamente medidos en los
experimentos de esta invencion (véase el Ejemplo 5 anterior, o los Ejemplos 8-10).

Ejemplo 8
Efecto de gOBG-3 sobre los dcidos grasos libres del plasma, en ratones C57 BL/6

Se analiz6 el efecto de la cabeza globular de acrp-30 sobre la lipemia postprandial (PPL) en ratones C57BL6/J
normales. ACRP-30 es otro nombre para adipo Q y es la proteina de ratén homodloga de la proteina humana apm-1.
OBG3 es un modo genérico para referirse a todas estas formas. La forma de cabeza globular se indica colocando una
“g” delante, por ejemplo g-acrp30 o gOBG3. El gOBG3 usado se prepard mediante digestion proteolitica de OBG3
recombinante como se ha descrito previamente en el Ejemplo 2. Se usé tripsina acetilada como proteasa.

Los ratones usados en este experimento se mantuvieron en ayunas durante 2 horas antes del experimento tras lo
cual se tom6 una muestra de sangre como linea base. Todas las muestras de sangre fueron tomadas de la cola usando
tubos capilares recubiertos con EDTA (50 ul en cada punto de tiempo). En el tiempo 0 (8:30 AM), se dio a todos los
animales por sonda nasogdstrica (vol = 1% de peso corporal) una comida estdndar rica en grasas (6 g de mantequilla,
6 g de aceite de girasol, 10 g de leche desecada desnatada, 10 g de sacarosa, 12 ml de agua destilada preparada
recientemente siguiendo Nb#6, JF, pg.1).

Inmediatamente después de la comida rica en grasas, se inyectaron i.p. 25 ug de gOBG3 en 100 ul de solucién
salina. Se inyect6 de nuevo la misma dosis (25 ug/ml en 100 ul) a los 45 min 'y a 1 h 45 min (grupo tratado, n=8). Los
animales testigos (n=8) fueron inyectados con solucién salina (3x100 ul). Los animales tratados y no tratados fueron
manipulados de modo alternativo.

Se tomaron muestras de sangre a intervalos de una hora, y se pusieron inmediatamente sobre hielo. Se prepard
el plasma por centrifugacién después de cada punto de tiempo. Se mantuvo el plasma a -20°C y se determinaron los
acidos grasos libres (FFA), los triglicéridos (TG) y la glucosa dentro de las 24 horas usando kits de ensayo estandares
(Sigma and Wako). Debido a la cantidad limitada de plasma disponible, se determiné la glucosa por duplicado usando
las muestras reunidas. Para cada punto de tiempo, se reunieron volimenes iguales de plasma de los 8 animales por
grupo de tratamiento. Las barras de error mostradas para la glucosa representan por tanto la SD de la determinacién
por duplicado y no la variacién entre animales como para TG y FFA.

Resultados
El aumento de los FFA del plasma, debido a la comida rica en grasas fue significativamente mas bajo en los ratones

tratados con gOBG3 a todos los puntos de tiempo entre 1 y 4 h. Esto puede ser interpretado como un aumento de la
oxidacion de los FFA (Fig. 8).
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El tratamiento con gOBG3 también llevé a un aumento significativamente mas pequefio de los TG del plasma, en
comparacién con los ratones no tratados. Sin embargo, este efecto fue menos pronunciado que el efecto sobre los FFA
(Fig. 9).

El metabolismo de la glucosa se mejor6 significativamente después del tratamiento con gOBG3; este efecto puede
ser interpretado como un aumento de la sensibilidad de la insulina posiblemente debido a la reduccién de los FFA
(Fig. 10).

Similares resultados se vieron previamente en un experimento anterior que incluye solo 2 tratamientos (a 0 y a 45
minutos; no se muestran los datos). Se observé un fuerte efecto de reduccién de los FFA por el gOBG3 acoplado con
un menor efecto de reduccién de los TG.

Ejemplo 9
Efecto de gOBG-3 sobre la leptina e insulina plasmdticas en ratones C57 BL/6

Se analiz6 el efecto de la cabeza globular de acrp-30 sobre los niveles plasmdticos de leptina e insulina durante
la lipemia postprandial (PPL) en ratones normales C57BL6/J. El procedimiento experimental fue el mismo que se ha
descrito en el Ejemplo 8, excepto que la sangre fue tomada s6lo a las 0,2 y 4 horas para poder tener muestras de sangre
mads grandes que son necesarias para la determinacion de leptina e insulina por RIA.

En resumen, 16 ratones fueron mantenidos en ayunas durante 2 horas antes del experimento tras lo cual se tomé
una muestra de sangre como linea base. Todas las muestras de sangre fueron tomadas de la cola usando tubos capi-
lares recubiertos con EDTA (100 ul en cada punto de tiempo). En el tiempo 0 (9:00 AM), se administré a todos los
animales por sonda nasogéstrica (vol = 1% de peso corporal) una comida estandar rica en grasas (véase el Ejemplo
8). Inmediatamente después de la comida rica en grasas, se inyectaron i.p. 25 ug de gOBG3 en 100 ul de solucién
salina. Se inyect6 de nuevo la misma dosis (25 pug/ml en 100 ul) a los 45 min y a 1 h 45 min (grupo tratado, n=8). Los
animales testigos (n=8) fueron inyectados con solucién salina (3x100 ul). Los animales tratados y no tratados fueron
manipulados de modo alternativo.

Las muestras de sangre se pusieron inmediatamente sobre hielo y se preparé el plasma por centrifugacién después
de cada punto de tiempo. Se mantuvo el plasma a -20°C y se determinaron los dcidos grasos libres (FFA) antes de 24
horas usando un kit estdndar de ensayo (Wako). Se determinaron la leptina e insulina por RIA (ML-82K y SRI-13K,
LINCO Research, Inc., St. Charles, MO) siguiendo el protocolo del fabricante. Sin embargo, se usaron solamente
20 ul de plasma. Se hizo cada determinacién por duplicado. Debido a la limitada cantidad de plasma disponible, se
determinaron la leptina y la insulina en 4 conjuntos de 2 animales cada uno, en ambos grupos de tratamiento.

Resultados

Como se ha mostrado previamente (Ejemplo 8), el tratamiento con gOBG3 redujo de forma significativa el aumento
postprandial de los FFA del plasma, causado por la comida rica en grasas a las 2 horas (Fig. 11). No hubo ningtin
cambio significativo en los niveles de leptina del plasma, a ningin punto de tiempo; el tratamiento con gOBG3 no
afect6 a los niveles de leptina (Fig. 12). Los niveles de insulina (Fig. 13) indican un aumento marginal de la insulina
a las 2 horas. Sin embargo, cuando se analizé como porcentaje de cambio desde t,, este aumento (212% vs. 260%,
testigo vs. tratado) no fue estadisticamente significativo (p = 0,09).

Estos datos reconfirman la aceleracién previamente mostrada del metabolismo de los FFA por tratamiento con
gOBG3. También demuestran que el gOBG3 no afecta a los niveles de leptina e insulina del plasma, y que el gOBG3
reduce la hiperglucemia durante la lipemia postprandial y también induce la pérdida de peso durante el tratamiento a
lo largo de varios dias. Sin estar limitado por ninguna teoria particular, los datos sugieren: a) que la reduccién de peso
es causada por un aumento del metabolismo independiente de la leptina; y b) que el gOBG3 lleva a un aumento de la
sensibilidad a la insulina.

Ejemplo 10
Efecto de OBG-3 sobre los FFA, TG y glucosa del plasma, en ratones C57 BL/6

Se ha descrito el efecto de la cabeza globular de acrp30 sobre los niveles plasméticos de FFA, TG, glucosa, leptina
e insulina durante la lipemia postprandial (PPL) en ratones C57BL6/J normales. También se ha demostrado la pérdida
de peso que resulta a partir del gOBG3 (2,5 pg/dia) administrado a ratones C57BL6/J normales con una dieta rica
en grasas (Ejemplo 5). En comparacién, se necesité una dosis mucho mds alta de la forma completa de acrp30 (200
pg/dia) para inducir un efecto relativamente mas pequefio en los ratones. Este ejemplo demuestra el efecto de la forma
completa de acrp30 sobre los niveles plasmaticos de FFA, TG y glucosa.

El procedimiento experimental fue similar al descrito en el Ejemplo 8. En resumen, 14 ratones fueron mantenidos
en ayunas durante 2 horas antes del experimento tras lo cual se tomé una muestra de sangre como linea base. Todas
las muestras de sangre fueron tomadas de la cola usando tubos capilares recubiertos con EDTA (50 u en cada punto
de tiempo). Al tiempo 0 (9:00 AM), se administr6 a todos los animales por sonda nasogastrica (vol = 1% de peso
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corporal) una comida estdndar rica en grasas (véase el Ejemplo 8). Inmediatamente después de la comida rica en
grasas, se inyectaron i.p. 4 ratones con 25 ug de OBG3 en 100 ul de solucién salina. Se inyecté de nuevo la misma
dosis (25 pg enl100 pul) a los 45 min y a 1 h 45 min. Un segundo grupo de tratamiento (n=4) recibi6 3 veces 50 ug
de OBG3 a los mismos intervalos. Los animales testigos (n=6) fueron inyectados con solucién salina (3x100 ul). Los
animales tratados y no tratados fueron manipulados de modo alternativo.

Las muestras de sangre se pusieron inmediatamente sobre hielo. Se preparé el plasma por centrifugacion después de
cada punto de tiempo. Se mantuvo el plasma a —20°C y se determinaron los dcidos grasos libres (FFA), los triglicéridos
(TG) y la glucosa dentro de las 24 horas usando kits de ensayo estdndares (Sigma and Wako).

Resultados

El tratamiento con OBG3 de longitud completa no tuvo ningtin efecto sobre los niveles de FFA del plasma (Fig. 14)
excepto durante t = 2 horas cuando se demostré una reduccién estadisticamente significativa (p<0,05). No se observo
ninglin cambio significativo en los niveles postprandiales de TG (Fig. 15) y de glucosa (Fig. 16) en los animales
tratados.

Los datos presentados demuestran que la forma completa de OBG3 no redujo los niveles de FFA, TG y glucosa
en contraste con lo que se observé para la regién globular (Ejemplos 5, 8, 9). Solamente a las 2 horas después de la
administracién por sonda nasogdstrica, el tratamiento con OBG3 redujo las concentraciones plasmaticas de FFA de
forma significativa (p<0,05). Estos resultados demuestran que gOBG3 es mucho mads activo in vivo que la proteina
de longitud completa. Se observé un efecto similar para la reduccién del peso corporal; la cabeza globular fue mucho
mas activa que la proteina de longitud completa.

Ejemplo 11
Efecto de gACRP30 sobre los FFA después de inyeccion de epinefrina

En los ratones, los 4cidos grasos libres del plasma, aumentaron después de la administracién intragdstrica de una
comida de ensayo rica en grasas/sacarosa. Estos 4cidos grasos libres son producidos en su mayor parte por la actividad
de las enzimas lipoliticas, esto es, lipoproteina-lipasa (LPL) y lipasa hepdatica (HL). En estas especies, estas enzimas
se encuentran en cantidades significativas tanto unidas al endotelio como circulando libremente en el plasma'®. Otra
fuente de dcidos grasos libres del plasma, es la hormona sensitiva lipasa (HSL) que libera acidos grasos libres a partir
del tejido adiposo después de estimulacion S-adrenérgica. Para analizar si gACRP30 regula también el metabolismo
de los 4cidos grasos libres liberados por HSL, se inyectaron los ratones con epinefrina.

Dos grupos de ratones (n=5 cada uno) recibieron epinefrina (5 ug) por inyeccion intraperitoneal. Un grupo tratado
fue inyectado con gACRP30 (25 ug) una hora antes y de nuevo junto con epinefrina, mientras que los animales testigos
recibieron solucién salina. Se aisl6 el plasma y se midieron los 4cidos grasos libres y la glucosa como se ha descrito
antes (Ejemplo 10). Como se muestra en la Fig. 18, las inyecciones de epinefrina (5 ug) causaron un incremento en
los 4cidos grasos libres y en la glucosa del plasma. Ambos efectos se redujeron de forma significativa en los ratones
tratados con gACRP30.

Esta reduccién en el aumento de los niveles de glucosa y FFA no fue debida al bloqueo del efecto S-adrenérgico
de la epinefrina, como se demuestra induciendo la liberacién de los FFA a partir del tejido adiposo aislado in vitro.
En estos estudios control, se separé el tejido adiposo de los ratones C57BL/6J normales y se incubd en tampé6n de
bicarbonato de Krebs-Henseleit. Se afadi6 epinefrina y se determind la concentracién de los FFA en el medio después
de una incubacién de 90 min. La epinefrina (10 uM) produjo un aumento de 1,7 veces en los dcidos grasos libres
en el medio. Las concentraciones crecientes de gACRP30 o ACRP30 hasta 50 ug/ml no inhibieron este efecto de la
epinefrina.

Los datos presentados hasta ahora indican que la region globular de ACRP30 ejerce profundos efectos farmaco-
l16gicos sobre el metabolismo de sustratos de energia con el efecto mas evidente sobre los dcidos grasos libres del
plasma. Ademads, las reduccién de la concentracién de los FFA del plasma, no se puede explicar ni por la inhibicién
de LPL-esto causaria un aumento de los triglicéridos del plasma, mientras que realmente se observa una reduccién de
los triglicéridos en el plasma -ni por inhibicién de HSL. Por lo tanto, la explicacién mds sencilla es que el gACRP30
causa un aumento de la separacién de los dcidos grasos libres de la circulacién mediante la promocién de la absorcién
celular.

Ejemplo 12
Efecto de gACRP30 sobre la oxidacion de los FFA en el miisculo

Para investigar el efecto de gACRP30 sobre la oxidacion de los 4cidos grasos libres en el misculo, se aislaron
musculos intactos de las extremidades traseras de ratones C57BL/6J y se midié la oxidaciéon de los FFA usando
oleato como sustrato (Clee et al (2000) J Lipid Res 41:521-531; Muoio et al (1999) Am J Physiol 276: E913-921).
La oxidacién del oleato en el musculo aislado se midié como se ha descrito previamente (Cuendet et al (1976) J
Clin Invest 58:1078-1088; LeMarchand-Brustel (1978) Am J Physiol 234:E348-E358). En resumen, se sacrificaron
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los ratones mediante dislocacién cervical y se aislaron rdpidamente los musculos séleo y EDL de las extremidades
traseras. El tend6n distal de cada musculo se até a una pieza de sutura para facilitar la transferencia entre diferentes
medios. Todas las incubaciones se llevaron a cabo a 30°C en 1,5 ml de tampdn de bicarbonato de Krebs-Henseleit
(NaCl 118,6 mM, KCI 4,76 mM, KH,PO, 1,19 mM, MgSO, 1,19 mM, CaCl, 2,54 mM, NaHCO; 25 mM, Hepes 10
mM, pH 7,4) suplementado con seroalbimina bovina al 4% libre de FFA (fraccién V, grado RIA, Sigma) y glucosa
5 mM (Sigma). La concentracion total de oleato (Sigma) a lo largo del experimento fue 0,25 mM. Todos los medios
fueron oxigenados (O, al 95%; CO, al 5%) antes de la incubacién. La mezcla de gas fue hidratada a lo largo del
experimento haciendo burbujear a su través un lavador de gas (Kontes Inc., Vineland, NJ).

Se lavaron los musculos durante 30 min en medio de incubacién con oxigenacion. Se transfirieron entonces los
misculos a medio fresco (1,5 ml) y se incubaron a 30°C en la presencia de 1 uCi/ml de [1-'*C]4cido oleico (American
Radiolabeled Chemicals). Los viales de incubacién que contienen este medio se sellaron con un séptum de goma del
cual se suspendi6 un pocillo central que lleva una pieza de papel Whatman (1,5 cm x 11,5 cm).

Después de un periodo inicial de incubacién de 10 min con oxigenacidn constante, se separ6 la circulacién de gas
para cerrar el sistema al entorno exterior y se incubaron los musculos durante 90 min a 30°C. Al final de este periodo,
se inyectaron 0,45 ml de Solvable (Packard Instruments, Meriden, CT) sobre el papel Whatman en el pocillo central y
se paré la oxidacion del oleato por el musculo transfiriendo el vial al hielo.

Después de 5 min, se separ6 el musculo del medio, y se separd también una alicuota de 0,5 ml del medio. Se
cerraron los viales de nuevo y se inyectd 1 ml de 4cido percldrico al 35% con una jeringa hasta el medio penetrando a
través del séptum de goma. Se recogié el CO, liberado del medio acidificado mediante Solvable en el pocillo central.
Después de un periodo de recogida de 90 min a 30°C, se separ6 el papel Whatman del pocillo central y se puso en
viales de centelleo que contienen 15 ml de fluido de centelleo (HionicFlour, Packard Instruments, Meriden, CT). La
cantidad de radioactividad *C se cuantificé por contaje de centelleo liquido. La tasa de oxidacién del oleato se expresé
como nmol de oleato producido en 90 min/g de musculo.

Para analizar el efecto de gACRP30 o ACRP30 sobre la oxidacién del oleato, se afiadieron estas proteinas al medio
a una concentracién final de 2,5 yg/ml y se mantuvieron en el medio a lo largo del procedimiento.

Se analizaron dos musculos de diferente capacidad oxidativa (séleo y extensor digitorum longus (EDL)) (Fig. 19).
Se aislaron los musculos EDL y séleo de ambas patas de ratones C57BL/6J normales (n=18). Se incubé un miisculo
de cada par en medio con 2,5 pug/ml de gACRP30 (gris oscuro) y el otro en medio sin gACRP30 (testigo-gris claro).
Este disefio experimental permitié comparar la oxidacién del oleato en pares de musculos aislados del mismo animal.
Se determiné laoxidacién de C-oleato a lo largo de 90 minutos. La incubacién de los miisculos EDL y séleo durante
90 minutos en medio que contiene 2,5 ug/ml de gACRP30 lleva a un aumento estadisticamente significativo en la
oxidacién del oleato (p<0,05, t-Test apareado, una cola) o (p=0,0041, andlisis de varianza de medidas repetidas, tests
univariados de hipdtesis para efectos dentro del sujeto) en ambos tipos de musculos.

Ambos tipos de musculos mostraron una respuesta significativa a gACRP30. El aumento relativo en la oxidacién
de los FFA fue del 17% (p=0,03) y del 10% (p=0,04) para EDL y séleo, respectivamente. En los seres humanos,
los miisculos representan aproximadamente el 25% del peso corporal. Por tanto, incluso un aumento moderado en
la oxidacién de los 4cidos grasos libres puede tener consecuencias cuantitativamente importantes sobre la utilizacién
global de energia.

Ejemplo 13
Efecto de gArcp30 sobre los triglicéridos en miisculo e higado aislados de ratones

Para determinar si el aumento de la oxidacidn de los FFA inducido por gACRP30 va acompafiado también por un
aumento de la liberacién de los FFA en el misculo o en el higado, se midié el contenido de triglicéridos en el miisculo
de la pata trasera y en el higado después de tratamiento de los ratones con gACRP30. Se separaron muestras de los
musculos de la pata trasera asi como del higado de los animales tratados y no tratados y se determiné la concentracién
de triglicéridos y dcidos grasos libres siguiendo un método estdndar de extraccion de lipidos (Shimabukuro et al (1997)
Proc Natl Acad Sci USA 94:4637-4641) seguido por andlisis de TG y FFA usando kits estdndar de ensayo.

El tratamiento a corto plazo de los animales con gACRP30 (2 inyecciones de 25 ug cada una administradas dentro
de las 3 horas antes del sacrificio) no cambi6 el contenido de triglicéridos ni del misculo de la pata trasera ni del tejido
del higado (no se muestran datos). Sin embargo, después de 3 dias de tratamiento, durante cuyo periodo los ratones
C57BL/6] normales consumieron una dieta normal de roedores, los ratones que habian recibido 25 ug de gACRP30
dos veces al dia mostraron un contenido significativamente mds alto (p=0,002) de triglicéridos en el misculo (Fig.
20A) que los que recibieron solucién salina (testigo: gris claro; gACRP30: gris oscuro). Esto estuvo en contraste con
una falta de aumento de los triglicéridos en el higado (Fig. 20B). Ademds, no se observé un aumento detectable en los
TG del musculo después del dia 16 de tratamiento demostrado independientemente por medida directa del contenido
de TG en el musculo tifiendo con rojo oleoso O las secciones del microscopio congeladas. En resumen, los datos
indican que el aumento del contenido de TG fue transitorio.
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Estos datos son consistentes con la idea de que el gACRP30 aumenta la tasa de separacién de los dcidos grasos
libres del plasma al menos parcialmente al aumentar su liberacién al misculo; muchos de los FFA son oxidados
inmediatamente mientras que algunos se almacenan como triglicéridos y son oxidados posteriormente. Se obtuvo un
soporte adicional para esta interpretacion midiendo la concentracién de cuerpos ceténicos en el plasma de animales
tratados y no tratados después de una comida rica en grasas/sacarosa.

Los cuerpos ceténicos (KB) se producen en el higado como resultado de la oxidacién de los 4cidos grasos libres,
pero la formacién de KB no ocurre de forma significativa en el musculo. En los ratones que reciben la comida de
ensayo rica en grasas y la inyeccion de solucidn salina, el nivel de KB del plasma, aument6 de forma significativa a lo
largo de las 3 horas siguientes (183 + 12%, n=6). Los animales tratados con gACRP30, por otro lado, no mostraron
aumento de las concentraciones de KB del plasma. Por lo tanto, el gACRP30 inhibe o bien directamente la formacién
de KB o puede reducir la produccién de KB inhibiendo la oxidacién de los FFA en el higado.

Ejemplo 14
Efecto de gACRP30 sobre la ganancia de peso y la pérdida de peso de los ratones

Dos estudios independientes demostraron que el gACRP30 también afecta a la homeostasis global de la energia.
En el primero, se administr6é a ratones C57BL/6J machos de 10 semanas de edad una dieta purificada muy rica en
grasas/sacarosa durante 19 dfas para promover la ganancia de peso (véase el Ejemplo 5); la media de peso corporal en
este momento fue de 30 g. Se implantd entonces quirdrgicamente a los ratones una bomba osmética (Alzet, Newark,
DE) que libera 2,5 ug/dia de gACRP30, o 5 ug/dia de ACRP30, o solucién salina fisiolégica. Se mantuvieron los
ratones con la dieta rica en grasas y se registrd su peso corporal a lo largo del siguiente periodo de 10 dias.

Los ratones tratados con solucién salina o con 5 pg/dia de ACRP30 de longitud completa continuaron ganando
peso a un ritmo medio diario de 0,16% y 0, 22%, respectivamente. Por contraste, los ratones tratados con gACRP30
experimentaron una reduccién de peso significativa (-3,7%, p = 0,002) durante los primeros 4 dias y después su
peso permanecié constante (Fig. 21A). Por lo tanto, en esta cepa endogdmica de ratones normales, una infusién
continua de una dosis diaria baja de gACRP30 puede prevenir la ganancia de peso causada por una alimentacion rica
en grasas/sacarosa, de un modo sostenible.

Se confirmé este resultado y se extendié en un segundo estudio realizado en ratones C57BL/6] machos obesos,
maduros, de 9 meses de edad, que habian recibido la misma dieta rica en grasas/sacarosa durante 6 meses; el peso
corporal medio cuando empezé el estudio era 52,5 + 0,8 g. Se trataron tres grupos de 8 ratones con solucién salina,
ACRP30 o gACRP30 durante 16 dias. Los animales en el grupo tratado recibieron dos veces al dia 25 ug de proteina
subcutdneamente. Se registraron los pesos corporales en los puntos de tiempo indicados.

El tratamiento con gACRP30 llevé a una pérdida de peso significativa (p < 0,05) el dia 3. Este efecto se hizo
atn mds significativo cuando continué el estudio. Durante el periodo de estudio de 16 dias, los ratones C57BL/6J
obesos que recibieron gACRP30 perdieron aproximadamente 8% (p=0,001) de su peso corporal inicial a pesar del
hecho de haber sido mantenidos con una dieta rica en grasas/sacarosa (Fig. 21B). Los animales tratados con solucién
salina s6lo presentaron fluctuaciones marginales en su peso corporal (p = n.s). Los animales tratados con ACRP30 de
longitud completa, pero a una dosis 10 veces mds alta que la usada en el primer experimento, también perdieron peso
significativamente (-3,2%, p=0,025). De modo interesante, los ratones tratados con gACRP30 continuaron perdiendo
peso a un ritmo constante durante el periodo de 16 dias del estudio, mientras que el ritmo de reduccién de peso en los
tratados con el ACRP30 de longitud completa disminuy6 durante la Gltima fase del estudio. El consumo de alimentos
en los animales tratados con gACRP30 no fue significativamente diferente del de los animales tratados con solucién
salina o con ACRP30 (Fig. 21D).

El tratamiento con gACRP30 causé una reduccién significativa en la concentracion de acidos grasos libres en el
plasma (Fig. 21C). Este efecto fue significativo después de 3 dias de tratamiento (p<0,05 vs. solucién salina) y con-
tinud a lo largo del periodo completo del estudio. Se muestra el nivel de los FFA en el plasma el dia 16 del estudio.
La concentracién inicial de FFA en el plasma fue la misma en los tres grupos de tratamiento. Se debe observar, sin
embargo, que a pesar de esta reduccién la concentracién de los dcidos grasos libres en el plasma de estos animales ma-
sivamente obesos permanece aproximadamente 40-60% mads alta que la de los ratones normales. Un andlisis quimico
de la sangre (incluyendo determinacién de SGPT, SGOT, urea, creatinina o bilirrubina) realizado sobre las muestras
terminales de sangre no reveld ningiin pardmetro anormal en el plasma (Fig. 22).

Los datos se expresan como la media + SEM. Un valor de p < 0,05 se consideré estadisticamente significativo. El

analisis estadistico se realiz6 tipicamente usando o la prueba t de Student no pareada o la prueba t de Student pareada,
como se indica en cada estudio.

43



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2312450 T3

Ejemplo 15
Deteccion del fragmento APM-1 (gOBG3) en el plasma humano después de inmunoprecipitacion

La forma recombinante de la proteina ACRP30 usada tiene un peso molecular aparente de 37 kDa y forma un
dimero de 74 kDa (Fig 23A, pista II). Se gener6 un fragmento proteolitico que contiene la regién completa de la
cabeza globular (gACRP30) y que migra con un peso molecular aparente de 18 kDa usando tripsina acetilada (Fig.
23A, pista I). Ambas preparaciones de proteina (ACRP30 y gACRP30) estaban esencialmente libres de endotoxina;
se usaron columnas de afinidad ActiClean Etox (Sterogen Bioseparations Inc., Carlsbad, CA) para separar contamina-
ciones potenciales de endotoxina siguiendo el protocolo del fabricante. Los niveles de endotoxina se determinaron por
Endosafe, Charleston, SC. Como se determina por la secuenciacion en N-terminal de gACRP30 purificado, el sitio de
escision estaba justo antes del aminoédcido 104 (justo antes del aminoacido 101 para gOBG3 o APM1 humanos).

La inmunoprecipitacion de Apml en el plasma humano seguida por transferencia Western se utilizé para detectar
un producto de escisién de apm-1, el homélogo humano de ACRP30, usando un anti-suero especifico de la cabeza
globular para la etapa de inmunoprecipitacion asi como para la etapa de deteccién. El suero preinmune o el suero
preparado frente al dominio de la cabeza globular o regién no-homéloga humana (HDQETTTQGPGVLLPLPKGA)
se reticularon con la proteina A (Sigma Chemical CO, Saint Louis, MO) usando dimetil-pimelimidato-dihidrocloruro
(Sigma Chemical Co, Saint Louis, MO). Después de lavado (sal 0,2 M) se eluyeron las proteinas a partir de la proteina
A, se separaron por SDS-PAGE, se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa pura Protran® (Schleicher and
Schuell, Keene, NH) usando procedimientos estdndar. Los productos Apm-1 se visualizaron usando anticuerpos del
dominio de la cabeza globular marcados con biotina; kit de peroxidasa de rdbano conjugada con estreptavidina y
sustrato de CN/DAB (Pierce, Rockford, IL) segtin las instrucciones del fabricante.

El peso molecular aparente de esta forma truncada fue 27 kDa, que corresponde a aproximadamente 70% de la
forma completa de apm-1 (Fig. 23B, pista IV). Esta forma truncada no fue detectable cuando se realiz6 la inmuno-
precipitacién usando un anticuerpo diferente dirigido frente a la regiéon no-homéloga humana (HDQETTTQGPGVLL
PLPKGA) de apm-1; este dominio estd localizado hacia el extremo del terminal NH, de la proteina fuera del domi-
nio globular (Fig. 23, pista V). Ambos anticuerpos anti-apm-1 dirigidos frente al dominio globular o el dominio no
globular identificaron la forma de la protefna de longitud completa, asi como una baja abundancia de dimero de MW
aparente de 74 kDa.

Ejemplo 16
Efecto de gACRP30 sobre los FFA después de una inyeccion de Intralipid

Se inyectaron intravenosamente (vena caudal) dos grupos de ratones (n=5 cada uno) con 30 ul en embolada de
Intralipid al 20% (Clintec) para generar una subida rapida de los FFA del plasma, evitando de este modo la absorcién
intestinal. (Intralipid es una emulsién de grasa intravenosa usada en terapia nutricional). Se inyectd un grupo tratado (¢
tratado con gACRP30) con gACRP30 (25 ug) a los 30 y 60 minutos antes de la administracién de Intralipid, mientras
que los animales testigos (A testigo) recibieron solucién salina. Se aisl6 el plasma y se midieron los FFA como se ha
descrito previamente.

Después se monitorizé el efecto de gACRP30 sobre la caida de los FFA en el plasma después del pico inducido por
la inyeccién de Intralipid. Como se muestra en la Fig. 24, el gACRP30 acelera la separacion de los FFA del plasma
después de la inyeccion de Intralipid. Por lo tanto, el gACRP30 acelera el aclaramiento de los FFA sin interferir con la
absorcion intestinal. Aunque sin desear que sea limitada por ninguna teoria, debido a que el Intralipid no produce una
respuesta significativa a la insulina, los resultados indican también que la regulacién por gACRP30 del metabolismo
de los FFA tiene lugar independientemente de la insulina.
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REIVINDICACIONES

1. El uso de un fragmento globular de OBG3, en el que el fragmento globular de OBG3 se selecciona del grupo
que consiste en:

(i) aminodcidos 104 a 247 de la SEQ ID NO: 2 o de la SEQ ID NO: 4, aminoacidos 111 a 247 de la SEQ
ID NO: 2 o de la SEQ ID NO: 4, aminodcidos 135 a 247 de la SEQ ID NO: 2 o de la SEQ ID NO: 4,
aminodcidos 101 a 244 de la SEQ ID NO: 6, aminodcidos 108 a 244 de la SEQ ID NO: 6, y aminoacidos
132 a 244 de 1a SEQ ID NO: 6, o

(ii) una variante de cualquiera de los fragmentos globulares de OBG3 que tienen una o mds sustituciones
permisivas de aminoécidos, en la que cada una de dichas sustituciones permisivas de aminodcidos es una
sustitucién conservadora de aminodcidos, en la que la variante tiene al menos una pero no mas de 10
sustituciones conservadoras de aminoacidos; o

(iii) aminoacidos 104 a 247 de la SEQ ID NO: 2 o de la SEQ ID NO: 4, aminoacidos 111 a 247 de la SEQ
ID NO: 2 o de 1a SEQ ID NO: 4, aminoacidos 135 a 247 de la SEQ ID NO: 2 o de la SEQ ID NO: 4,
aminodcidos 101 a 244 de la SEQ ID NO: 6, aminodcidos 108 a 244 de la SEQ ID NO: 6, y aminoacidos
132 a 244 de 1a SEQ ID NO: 6; ligados a polietilenglicol o en la forma de un péptido de fusién IgG Fc;

causando el fragmento globular de OBG3 de (ii) o (iii) un cambio en al menos uno de los pardmetros seleccionados
entre lipemia post-prandial, nivel de 4cidos grasos libres, nivel de triglicéridos, nivel de glucosa, oxidacién de los
acidos grasos libres, o peso, siendo comparable el cambio causado por el fragmento globular de OBG3 de (ii) o (iii)
a un cambio causado por el fragmento globular de OBG3 de (i), para la preparacion de un medicamento para la
prevencion o tratamiento de un trastorno relacionado con la obesidad.

2. El uso segtn la reivindicacion 1, en el que el trastorno relacionado con la obesidad se selecciona entre obesi-
dad, resistencia a la insulina, ateroesclerosis, enfermedad ateromatosa, cardiopatia, hipertension, ictus, sindrome X,
diabetes no dependiente de la insulina, y diabetes tipo II.

3. El uso de un fragmento globular de OBG3, en el que el fragmento globular de OBG3 se selecciona del grupo
que consiste en:

(i) aminodcidos 104 a 247 de la SEQ ID NO: 2 o de la SEQ ID NO: 4, aminoacidos 111 a 247 de la SEQ
ID NO: 2 o de la SEQ ID NO: 4, aminodcidos 135 a 247 de la SEQ ID NO: 2 o de la SEQ ID NO: 4,
aminodcidos 101 a 244 de la SEQ ID NO: 6, aminodcidos 108 a 244 de la SEQ ID NO: 6, y aminodcidos
132 a 244 de 1a SEQ ID NO: 6, o

(i) una variante de cualquiera de los fragmentos globulares de OBG3 que tienen una o mds sustituciones
permisivas de aminodcidos, en la que cada una de dichas sustituciones permisivas de aminodcidos es una
sustitucién conservadora de aminodcidos, en la que la variante tiene al menos una pero no mas de 10
sustituciones conservadoras de aminoacidos; o

(iii) aminoacidos 104 a 247 de la SEQ ID NO: 2 o de la SEQ ID NO: 4, aminoacidos 111 a 247 de la SEQ
ID NO: 2 o de la SEQ ID NO: 4, aminodcidos 135 a 247 de la SEQ ID NO: 2 o de la SEQ ID NO: 4,
aminodcidos 101 a 244 de la SEQ ID NO: 6, aminodcidos 108 a 244 de la SEQ ID NO: 6, y aminoacidos
132 a 244 de 1a SEQ ID NO: 6; ligados a polietilenglicol o en la forma de un péptido de fusién IgG Fc;

causando el fragmento globular de OBG3 de (ii) o (iii) un cambio en al menos uno de los pardmetros seleccionados
entre lipemia post-prandial, nivel de 4cidos grasos libres, nivel de triglicéridos, nivel de glucosa, oxidacién de los
dcidos grasos libres, o peso, siendo comparable el cambio causado por el fragmento globular de OBG3 de (ii) o (iii)
a un cambio causado por el fragmento globular de OBG3 de (i), para la preparacién de un medicamento para la
reduccién de la masa corporal o prevencioén de ganancia de peso.

4. El uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que dicha sustitucidon conservadora de amino4-
cidos es:

(a) el reemplazamiento de un aminodcido con otro aminodacido, en el que el aminoacido a ser reemplazado
se selecciona entre los aminodcidos alifaticos Ala, Val, Leu y Phe, y es reemplazado con otro de dichos
aminodacidos alifaticos;

(b) el intercambio de los restos hidroxilo Ser y Thr;

(c) el cambio de los restos dcidos Asp y Glu;

(d) la sustitucion entre los restos amida Asn y Gln;
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(e) el cambio de los restos bésicos Lys y Arg; o

(f) el reemplazamiento de un resto aminodcido aromatico con otro resto aminodcido aromdtico, en el que el
aminodcido Phe se reemplaza con Tyr, o el aminoacido Tyr se reemplaza con Phe.

5. El uso segtin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el fragmento globular de OBG3 tiene una
secuencia de aminoacidos que consiste en los aminodcidos 101 a 244 de la SEQ ID NO: 6.

6. El uso segin una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el fragmento globular de OBG3 tiene
una secuencia de aminoécidos que consiste en los aminodcidos 108 a 244 de la SEQ ID NO: 6.

7. El uso segtin una cualquiera de reivindicaciones 1 a 6, en el que el fragmento globular de OBG3 o variante es
un homotrimero.

8. El uso segiin una cualquiera de reivindicaciones 1 a 7, en el que el fragmento globular de OBG3 o variante tiene
un enlace peptidico modificado, que es resistente a la proteolisis.
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GTTTGACAGCTTATCATCGACTGCACGGTGCACCAATGCTTCTGGCGTCAGGCAGCCATCGGAAGCTGTGGTATGGCTGT
GCAGGTCGTAAATCACTGCATAATTCGTGTCGCTCARGGCGCACTCCOGTTCTGGATAATGT T TTTTGCGCCGACATCAT
AACGGTTCTGGCAAATATTCTGAAATCGAGCTGTTGACAATTAATCATCCGGCTCGTATAATGTGTGGAATTGTGAGCGGA
TAACAATTTCACACAGGAAACAGCGCCGCTGAGAAAAAGCGAAGCGGCACTGCTCT TTAACAATTTATCAGACAATCTGT
GTGGGCACTCGACCGGAAT TATCGATTAACT TTATTATTARAAATTARAGAGGTATATATTAATGTATCGATTAAATAAG
GAGGAATAAACCATGGGGGGTTCTCATCATCATCATCATCATGGTATGECTAGCATGACTGGTGGACAGCARATGGETCG
GGATCTGTACGACGATGACGATAAGGATCCGAGTCATGCCGAAGATGACGTTACTACAACTGAAGAGCTAGCTCCTGCTT
TGGTCCCTCCACCCAAGGGAACTTGTGCAGGTTGGATGEBCAGGCATCCCAGGACATCCTGGCCACAATGGCACACCAGGC
CGTGATGGCAGAGATCGCACTCCTGGAGAGAAGGGAGAGAAAGGAGATGCAGGTCTTCTTGGTCCTARGGGTGAGACAGG
AGATGTTGGAATGACAGGAGCTGANGGGCCACGGGGCTTCCCCGGANCCCCTGGCAGGRAAGGAGAGCCTGGAGAAGCCG
CTTATGTGTATCGCTCAGCGTTCAGTGTGGGGCTGGAGACCCGCGTCACTGTTCCCAATGTACCCATTCGCTTTACTAAG
ATCTTCTACAACCAACAGRAATCATTATGACGGCAGCACTGGCAAGTTICTACTGCAACATTCCGGGACTCTACTACTTCTC
TTACCACATCACGGTGTACATGAAAGATGTGAAGGTGAGCCTCTITCAAGAAGGACAAGGCCGTTCTCTTCACCTACGACC
AGTATCAGGAAAAGAATGTGGACCAGECCTCTGGCTCTGTGCTCCTCCATCTGGAGGTGGGAGACCAAGTCTGGCTCCAG
GTGTATGGEGGATGCGGACCACAATGGACTCTATGCAGATAACGTCAACGACTCTACATTTACTGGCTTTCTTCTCTACCA
TGATACCAACTGACTCGAGATCTGCAGCTGGTACCATATGGGAATTCGAAGCTTGGCTGTTT TGGCGGATGAGAGAAGAT
TTTCAGCCTGATACAGAT TAAATCAGAACGCAGAAGCGGTCTGATAAMAACAGARTTTGCCTGGCGGCAGTAGCGCGGTGG
TCCCACCTGACCCCATGCCGAACTCAGAAGTGAAACGCCGTAGCGCCGATGGTAGTGTGGGGTCTCCCCATGCGAGAGTA
GGGAACTGCCAGGCATCAAATAAAACGARAGGCTCAGTCGAAAGACTCGGCCTTTCGTTTTATCTGTTGTTTGTCGGTGA
ACGCTCTCCTGAGTAGGACARATCCGCCGGGAGCGGATTTGAACGTTGCGARGCARCGGCCCGGAGGETGGCCGGCAGGA
CGCCCGCCATAAACTGCCAGGCATCAAATTARGCAGARGGCCATCCTGACGGATGGCCTTTTTGCGTTTCTACAAACTCT
TTTTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTATCCGCTCATGAGACAATAACCCTGATAAATGCTTCAATAATATTG
AAAAAGGAAGAGTATGAGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTITTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTITTTG
CTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCTGAAGATCAGTTCGETGCACGAGTGGGTTACATCGARCTGEATCTC
AACAGCGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCCAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTARAGTTCTGCTATGTGG
CGCGGTATTATCCCGTGTTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCCCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGT
ACTCACCAGTCACAGAAAAGCATCTTACGGATGGCATGACAGTAAGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGAT
AACACTGCGGCCARCTTACTTCTGACARCGATCGGAGGACCGARAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACARCATGGGGGATCA
TGTAACTCGCCTTGATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGARGCCATACCAAACGACGAGCGTGACACCACGATGCCTGTAG
CAATGGCAACAACGTTGCGCAARACTATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAACAATTAATAGACTGGATG
GAGGCGGATARAGTTGCAGGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATARATCTGGAGCCGG
TGAGCGTGGGTCTCGCGGTATCATTGCAGCACTGGCECCAGATGETAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTATCTACACGACGG
GGAGTCAGGCAACTATGGATGAACGAAATAGACAGATCGCTGAGATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAACTGTCA
GACCAAGTTTACTCATATATACTTTAGATTGATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAARAGGATCTAGGTGAAGATCCTTTT
TGATAATCTCATGACCAAMATCCCTTAACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGAT
CTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACCACCGCTACCAGOGGTGGTTTGTTTG
CCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGARGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTCCTTCTAGT
GTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCTGCTARTCCTETTACCAGTGG
CTGCTGCCAGTGGCEATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGARATARGGCGCAGCGGTCGGGC
TGAACGGGGGGTTCETGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGARCGACCTACACCGRAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATG
AGAAAGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAMAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGA
GGGAGCTTCCAGGGGGARACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTITTTG
TGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGARAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTIGCTGGCC
TTTTGCTCACATGTTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCG
CTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGCGCCTGATGCGGTATTTTCTCCTT
ACGCATCTGTGCGGTATTTCACACCGCATATGGTGCACTCTCAGTACAATCTGCTCTGATGCCGCATAGTTAAGCCAGTA
TACACTCCGCTATCGCTACGTGACTGGGTCATGGCTGCGCCCCGACACCCGCCARCACCCGCTGACGCGCCCTGACGGGE
TTGTCTGCTCCCGGCATCCGCTTACAGACAAGCTGTGACCGTCTCCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGGTTTTCACCGTCAT
CACCGAAACGCGCGAGGCAGCAGATCAATTCGCGCGCGAAGGCGAAGCGGCATGCATTTACGTTGACACCATCGARTGGT
GCAAAACCTTTCGCGGTATGGCATGATAGCGCCCGGRAGAGAGTCAATTCAGGGTGGTGAATGTGARACCAGTAACGTTA
TACGATGTCGCAGAGTATGCCEGTGTCTCTTATCAGACCGTTTCCCGCGTGGTGARCCAGGCCAGCCACGTTTCTGCGAA
AACGCGGGAAAAAGTGGAAGCGGCGATGGCGGAGCTGARTTACATTCCCAACCGCGTGGCACAACAACTGGCGGGCAAAC
AGTCGTTGCTGATTGGCGTTGCCACCTCCAGTCTGGCCCTGCACGCGCCGTCCCARATTGTCGCGGCGATTAAATCTCGC
GCCGATCAACTGGGTGCCAGCGTGGTGGTGTCGATGGTAGAACGAAGCCGCGTCGAAGCCTGTARAGCGGCGGTGCACAR
TCTTCTCGCGCAACGCGTCAGTGGGCTGATCATTAACTATCCGCTGGATGRCCAGGATGCCATTGCTGTGGRAGCTGCCT
GCACTAATGTTCCGGCGTTATTTCTTGATGTCTCTGACCAGACACCCATCARCAGTATTATTTTCTCCCATGAAGACGGT
ACGCGACTGGGCGTGGAGCATCTGGTCGCATTGGCTCACCAGCAAAT CGCGCTGTTAGCGGGCCCATTAAGTTCTGTCTC
GGCGCGTCTGCGTCTGGCTGGCTGGCATAAATAT CTCACTCGCAATCARATTCAGCCGATAGCGGAACGGGAAGGCGACT
GGAGTGCCATGTCCGGTTTTCAACARACCATGCARATGCTGAATGAGGGCATCGTTCCCACTGCGATGCTGGTTGCCAAC
GATCAGATGGCGCTGGGCGCAATGCGCGCCATTACCGAGTCCGGGCTGCGCGTTGGTGCGGATATCTCGGTAGTGGGATA
CGACGATACCGARAGACAGCTCATGTTATATCCCGCCGTTAACCACCATCAAACAGGATTTTCGCCTGCTGGGGCARRCCA
GCGTGGACCGCTTGCTGCARCTCTCTCAGGGCCAGGCGGTGAAGGGCAATCAGCTGTTGCCCGTCTCACTGGTGARAAGA
AAAACCACCCTGGCGCCCAATACGCAAACCGCCTCTCCCCGCGCGTTGGCCGATTCATTAATGCAGCTGGCACGACAGGT
TTCCCGACTGGARAGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAATTAATGTGAGTTAGCGCGAATTGATCTG

FIG. 2
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GTTTGACAGCTTATCATCGACTGCACGGTGCACCAATGCTTCTGGCGTCAGGCAGCCATCGGARGCTG TGGTATGGCTGT
GCAGGTCGTAARTCACTGCATAATTCGTGTCGCTCAAGGCGCACTCCCGTTCTGGATAATGTTTTTTGCGCCGACATCAT
AACGGTTCTGGCAAATATTCTGAAATGAGCTGTTGACAATTAATCATCCGGCTCGTATAATGTGTGGAATTGTGAGCGGA
TAACAATTTCACACAGGAAACAGOGCCGCTGAGAARAAGCGAAGCGGCACTGCTCTTTARCAATTTATCAGACAATCTGT
GTGGGCACTCGACCGGAATTATCGATTARCTTTATTATTAAAAATTAAAGAGGTATATATTAATGTATCGATTAAATAAG
GAGGAATAAACCATGGGGGGTTCTCATCATCATCATCATCATGGTATGGCTAGCATGACTGGTGGACAGCAAATGGGTCG
GGATCTGTACGACGATGACGATAAGGATCCCGCTTATGTGTATCGCTCAGCGT TCAGTGTGGGGCTGGAGACCCGCGTCA
CTGTTCCCAATGTACCCATTCGCTTTACTAAGATCTTCTACAACCAACAGAATCATTATGACGGCAGCACTGGCAAGTTC
TACTGCAACATTCCGGGACTCTACTACTTCTCTTACCACATCACGGTGTACATGAAAGATGTGARGGTGAGCCTCTTCAA
GAAGGACAAGGCCGTTCTCTTCACCTACGACCAGTATCAGGAAAAGAATGTGGACCAGGCCTCTIGGCTCTGTGCTCCTCC
ATCTGGAGGTGGGAGACCAAGTCTGGCTCCAGGTGTATGGGGATGGGGACCACAATGGACTCTATGCAGATAACGTCAAC
GACTCTACATTTACTGGCTTTCTTCTCTACCATGATACCAACTGACTCGAGATCTGCAGCTGGTACCATATGGGAATTCG
AAGCTTGGCTGTTTTGGCGGATGAGAGAAGATTTTCAGCCTGATACAGATTARATCAGAACGCAGAAGCGGTCTGATARA
ACAGAATTTGCCTGGCGGCAGTAGCGCGGTGGTCCCACCTGACCCCATGCOGAACTCAGAAGTGAAACGCCGTAGCGCCSG
ATGGTAGTGTGGGGTCTCCCCATGCGAGAGTAGGGAACTGCCAGGCATCARATAAARCGAAAGGCTCAGTCGAARGACTG
GGCCTTTCGTTTTATCTGTTGTTTGTCGGTGAACGCTCTCCTGAGTAGGACAAATCCGCCGGGAGCGGATTTGAACGTTG
CGAAGCAACGGCCCGGAGGGTGGCGGGCAGGACGCCCGCCATAAACTGCCAGGCATCAAATTAAGCAGAAGGCCATCCTG
ACGGATGGCCTTTTTGCGTTTCTACAAACTCTTTTTGTTTATT TTTCTAAATACATTCAAATATGTATCOGCTCATGAGA
CAATAACCCTGATAAATGCTTCAATAATATTGARAAAGGAAGAGTATGAGTAT TCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCC
CTTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGARACGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCTGARGATCAGTTGG
GTGCACGAGTGGGTTACATOGAACTGGATCTCAACAGCGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGARCGTTTTCCA
ATGATGAGCACTTTTAARAGTTCTGCTATGTGGCGCGGTAT TATCCOGTGTTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCG
CATACACTATTCTCAGAATGACTTGGT TGAGTACTCACCAGTCACAGRARACCATCTTACGGATGGCATGACAGTAAGAG
AATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACACTGCGGCCAACTTACTTCTGACAACGATOGGAGGACCGAAGGAG
CTAACCGCTTTTTTGCACAACATGGGGGATCATGTAACTCGCCTTGATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCATACC
AAACGACGAGCGTGACACCACGATGCCTGTAGCAATGGCAACAACGTTGCGCAAACTATTAARCTGGCGAACTACTTACTC
TAGCTTCCCGGCAACAATTAATAGACTGGATGGAGGCGGATAAAGTTGCAGGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCGGCT
GGCTGGTTTATTGCTGATARATCTGGAGCCGGTGAGCGTGGGTCTCGOGGTATCATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAA
GCCCTCCCGTATCGTAGTTATCTACACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATGARCGAAATAGACAGATCGCTGAGATAG
GTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAACTGYCAGACCAAGTTTACTCATATATACTTTAGATTGATTTARAACTTCATTTT
TAATTTARAAGGATCTAGGTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAAATCCCTTARCGTGAGTTTTCGTTCCACTG
AGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCARAGGATCTTCTTGAGATCCTTTTTTICTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCARACAR
AAARACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGC
AGAGCGCAGATACCAAATACTGTCCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGRAACTCTGTAGCACCGCCTAC
ATACCTCGCTCTGCTARTCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGAC
GATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTAC
ACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAARAGCGCCACGCTTCCOGARGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGT
AAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGEGGGAAACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGT
TTCGCCACCTCTGACTTGAGOGTCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCOGGAGCCTATGGAAARACGCCAGCAACGCG
GCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAA
CCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGOGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAG
CGGAAGAGCGCCTGATGCGGTATTTTCTCCTTACGCATCTGTGCGGTATTTCACACCGCATATGGTGCACTCTCAGTACA
ATCTGCTCTGATGCCGCATAGTTARGCCAGTATACACTCCGCTATCGCTACGTGACTGGGTCATGGCTGCGCCCCGACAC
CCGCCAACACCCGCTGACGCGCCCTGACGGGCTTGTCTGCTCCOGGCATCCGCTTACAGACAAGCTGTGACCGTCTCCGG
GAGCTGCATGTGTCAGAGGTTTTCACCGTCATCACCGAAACGCGCGAGGCAGCAGATCAATTCGCGCGCGARGGCGAAGC
GGCATGCATTTACGTTGACACCATCGAATGGTGCAAAACCT TTCGCGGTATGGCATGATAGCGCCCGGAAGAGAGTCAAT
TCAGGGTGGTGAATGTGAAACCAGTAACGTTATACGATGTCGCAGAGTATGCOGGTGTCTCTTATCAGACCGTTTCCCGC
GTGGTGAACCAGGCCAGCCACGTTTCTGCGAAAACGCGGGAARRAGTGGARGCGGCGATGGCGGAGCTGARTTACATTCC
CAACCGCGTGGCACAACAACTGGCGGGCAAACAGT CGT TGCTGATTGGCGTTGCCACCTCCAGTCTGGCCCTGCACGCGT
CGTCGCAAATTGTCGCGGCGATTAAATCTOGCGCCGATCAACTGGGTGCCAGCGTGGTGGTGTCGATGGTAGAACGAAGC
GGCGTCGAAGCCTGTAAAGCGGCGGTGCACAATCT TCTCGCGCAACGCGTCAGTGGGCTGATCATTAACTATCCGCTGGA
TGACCAGGATGCCATTGCTGTGGAAGCTGCCTGCACTAATGTTCCGGCGTTATTTCTTGATGTCTCTGACCAGACACCCA
TCAACAGTATTATTTTCTCCCATGAAGACGGTACGCGACTGGGCGTGGAGCAT CTGGTCGCATTGGGTCACCAGCAAATC
GCGCTGTTAGCGGGCCCATTAAGTTCTGTCTCGGCGCGTCTGOGTCTGGCTGGCTGGCATAAATATCTCACTCOGCARTCA
AATTCAGCCGATAGCGGARCGGGARGGCGACTGGAGTGCCATGTCCGGTTTTCAACAAACCATGCARATGCTGAATGAGG
GCA'rCGTTCCCACTGCGATGCTGGTTGCCMCGATCAGM’GGCGCTGGGCGCAATGCGCGCCMTACCGAGTCCGGGCTG
CGCGTTGGTGOGGATATCTCGGTAGTGGGATACGACGATACCGARGACAGCTCATGTTATATCCCGCCGTTAACCACCAT
CAAACAGGATTTTCGCCTGCTGGGGCARACCAGCGTGGACCGCTTGCTGCAACTCTCTCAGGGCCAGGCGGTGAAGGGCA
ATCAGCTGTTGCCCGTCTCACTGGTGAAARGAAAARCCACCCTGGCGCCCAATACGCAARCCGCCTCTCCCCGCGOGTTG
GCCGATTCATTAATGCAGCTGGCACGACAGGTTTCCCGACTGGAAAGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAATTAATGTGAGTT
AGCGCGAATTGATCTG

FIG. 4
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Fig. 11B.

Fig. 11A.
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Fig. 14B.

Fig. 14A.
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Fig. 15B.

Fig. 15A.
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LISTA DE SECUENCIAS

<120> Cabeza globular de OBG3 y sus usos para reducir la masa corporal

<130> 341 627

<150> US 60/176,228
<151> 2000-01-14

<150> US 60/229,881
<151> 2000-09-01

<160> 7

<170> Patent.pm
<210> 1

<211> 1152
<212> DNA

<213> mus musculus

<400> 1

gaattcggca cgaggg atg cta ctg ttg caa gct ctc ctg ttc ctc tta atc
Met ILeu Leu Leu Gln Ala Leu Leu Phe Leu Leu Ile

ctg ccc agt

Leu Pro Ser
15

cct gect ttg

Pro Ala Leu

30

ggc atc cca

Gly Ile Pro

45

aga gat ggc

Arg Asp Gly

ctt ggt cct
Leu Gly Pro

ggg cct cgg

Gly Pro Arg
95

gaa gcc gct

Glu Ala Ala

110

cgc gtc act

Arg Val Thr

125

aac caa cag

Asn Gln Gln

att ccg gga
Ile Pro Gly

gat gtg aag

cat
His

gtc
Val

gga
Gly

act
Thr

aag
Lys
80

ggc
Gly

tat
Tyxr

gtt
Val

aat
Asn

cte
Leu
160

gtg

1
gcc
Ala

cct
Pro

cat
His

cct
Pro
65

ggt
Gly

ttc
Phe

gtg
val

cee
Pro

cat
His
145
tac
Tyr

agc

gaa
Glu

cca
Pro

tct
Ser
50

gga
Gly

gag
Glu

cce
Pro

tat
Tyr

aat
Asn
130
tat
Tyr

tac
Tyr

ctc

gat
Asp

cccec
Pro
35

ggc
Gly

gag
Glu

aca
Thr

gga
Gly

cgc
Arg
115
gta
Val

gac

tte
Phe

ttc

gac
Asp
20

aag
Lys

cac
His

aag
Lys

gga
Gly

acc
Thr
100
tca
Ser

ccc
Pro

aac
Asn

tct
Ser

aag

S
gtt act
Val Thr

gga act
Gly Thr

aat ggc
Asn Gly

gga gag
Gly Glu
70

gat gtt
Asp Val
85

cct ggc
Pro Gly

ggc ttc
Gly Phe

att cgc
Ile Arg

agc act

Ser Thr
150

tac cac

Tyr His

165

aag gac

aca
Thr

tgt
Cys

aca
Thr
55

aaa
Lys

gga
Gly

agg
Arg

agt
Ser

ttt
Phe
135
ggc
Gly

atce
Ile

aag

act
Thr

gca
Ala
40

cca
Pro

gga

10

gaa gag
Glu Glu
25

ggt tgg
Gly Trp

ggc cgt
Gly Arg

gat tca

Gly Asp Ser

atg
Met

aaa
Lys

gtg
Val
120
act
Thr

aag
Lys

acg
Thr

gcc

aca gga
Thr Gly

S0
gga gag
Gly Glu
105

ggg ctg
Gly Leu

aag atc
Lys Ile

ttc tac
Phe Tyr

gtg tac
Val Tyr

170
gtt ctc

cta
Leu

atg
Met

gat
Asp

ggt
Gly
75

gct
Ala

cct
Pro

gag
Glu

tte
Phe

tgc
Cys
155
atg
Met

ttc

gct
ala

gca

Ala

ggc
Gly
60

ctt
Leu

gaa
Glu

gga
Gly

acc
Thr

tac
Tyr
140
aac
Asn

aaa
Lys

acc

52

100

148

196

244

292

340

388

436

484

532

580



ES 2312450 T3

Val Val Ala Val Leu
185
tct ggc

Ser Gly

Lys Ser Leu Phe Thr

175
cag
Gln

Asp Phe Lys

180
aat

Asn

Lys Asp Lys

tat
Tyr

tac
Tyr

gac
Asp
190
cte
Leu

cag
Gln

aag
Lys
135

gga
Gly

cag
Gln

gce
Ala

200
ctc
Leu

tct
Ser

gaa 628

Glu

gtg
Val

gac
Asp

gtg
Val

cat
His

ctc
Leu
205
gat
Asp

ctg
Leu

caa
Gln

gtec
Val

tat
Tyr

tgg 676
Trp
215
aac

Asn

cag gtg
Gln Val

gtg
Val
210
gga
Gly

gag
Glu

gac
Asp

999
Gly

220
aca
Thr

tat
Tyr

ctc
Leu

aat
Asn
225
ctt
Leu

tct
Ser
235
ctgcaactac

cac
His

gat
Asp
230
acc
Thr

gtc
Val

999 724

Gly

gac
Asp

gca
Ala

aac gac
Asn Asp

ttt
Phe
240

ttc
Phe

cat
His

ctc
Leu

ttt act
Phe Thr

gat
Asp
245

aac tga
Asn *

ggc 770

Gly
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tcatagccca
gattgatttt
tcattaaacg
tggtctccac
gcttcacaat
cacaaatatt
aaaaaaaact

<210>2
<211> 247
<212> PRT

<213> mus musculus

<400> 2

Met Leu

Ala Glu

Pro Pro
Ser
50

Gly

His

Pro
65
Gly Glu

Phe Pro

Val Tyr
Asn
130
Tyr

Pro

His
145
Tyr Tyr

Ser Leu

Gln Glu
Val

210
Gly

Glu

Asn
225

Leu Leu

<210>3
<211> 1276

tacaccagga
attgcttagt
actttataaa
gactcttaca
attcgcatga
gttcacataa
cgtgccgaat

Leu Leu

Asp Asp
Pro

35
Gly

Lys
His
Glu Lys
Thr Gly
Thr

100
Ser

Gly

Arg
115

Val Pro

Asp Asn

Phe Ser

Phe Lys
180
LYysS Asn
195

Gly Asp

Leu Tyx

Phe His

gaatcatgga
ttgagagtcc
aaataatttyg
tggtagcaat
ctgtctggaa
accctataat
tc

acgtcgacac
tgagtattat
tgttectagt
aacagaatga
gtagaccatg
gtaaatatga

Gln
Val
Gly
Asn
Gly
Asp
85

Pro
Gly
Ile
Ser
Tyr
165
Lys
val
Gln

Ala

Asp

Ala Phe Leu
10

Glu

Leu Leu

Thr Thr Thr Glu

25
Thr Ala Gly
40

Pro

Cys Trp
Thr
535

Lys

Gly Gly Arg
Glu
70

Val

Gly Asp Ser

Gly Met Thr Gly

90

Gly Arg Lys Gly Glu
105

Phe Val Gly
120

Thr

Serx Leu

Phe
135
Gly

Axg Lys Ile
Thr
150

His

Lys Phe Tyr

Ile Thr Val Tyr

170
Leu

Ala Val

185
Ser

Asp Lys

Gln Ala
200

Leu

Asp Gly

Val Gln Val

Trp
215
Asp Asn Val Asn
230

Thr

Asp

Asn

245

actttcagct
ccacacgtgt
ccagaaaaaa
aaatcacatt
ctatttttet
aatacagtga

Leu Jle

Leu Ala

Met Ala

Asp Gly
60
Gly Leu

Ala Glu

Pro Gly

Glu Thr

Leu
Pro
Gly
Arg
Leu
Gly
Glu

Arg

tagtttgaga
actcacttgt
aggcactcce

tggtatgggg
gctcactgta

ttatcttctc

Ser
15
Leu

Pro

Ala
30
Ile Pro

Asp Gly

Gly Pro

Pro Arg
95
Ala Ala
110

Val Thr

125

Phe Tyr
140
Cys Asn
155
Met Lys

Phe Thr

Ser Val

Asn
Ile
Asp
Tyr

Leu

Gln Gln

Pro Gly

Val Lys
175
Asp Gln
190

Leu His

205

Tyr Gly
220
Ser Thr

235

Asp

Phe

Gly

Thr Gly

His
Val
Gly
Thr
Lys
80

Gly
Tyr
Val

Asn

Leu
160
Val

Leu
His

Phe
240

830
890
950
1010
1070
1130
1152
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<212> DNA

<213> mus musculus

<400> 3

ES 2312450 T3

ctctaaagat tgtcagtgga tctgacgaca ccaaaagggc

caa
Gln
5

gtt
val

gga
Gly

aat
Asn

gga
Gly

gat
Asp
85

cct
Pro

gcg
Ala

att
Ile

agc
Ser

tac
Tyx
165
aag
Lys

gtg
Val

caa
Gln

gca
Ala

gat
Asp
245

gect
Ala

act
Thr

act
Thr

ggc
Gly

gag
Glu
70

gtt
Val

ggc
Gly

ttc
Phe

cgc
Arg

act
Thr
150
cac
His

gac
Asp

gac
Asp

gtc
val

gat
Asp
230
acc
Thr

ctc
Leu

aca
Thr

tgt
Cys

aca
Thx
55

aaa
Lys

gga
Gly
agg
Arg

agt
Ser

ttt
Phe
135

gge
Gly

atc
Ile

aag
Lys

cag
Gln

tgg
Trp
215
aac
Asn

aac
Asn

ctg
Leu

act
Thr

gca
Ala
40

cca
Pro

gga
Gly

atg
Met

aaa
Lys

gtg
Val
120
act
Thr

aag
Lys

acg
Thr

gcc

Ala

gcc
Ala
200
cte
Leu

gtc
Val

tga
¥

tte
Phe

gaa
Glu
25

ggt
Gly

ggce
Gly

gat
Asp

aca
Thr

gga
Gly
105

999
Gly

aag
Lys

ttc
Phe

gtg
Val

gtt
Val
185
tct
Ser

cag
Gln

aac
Asn

cte
Leu
10

gag
Glu

tgg
Trp

cgt
Arg

gca
Ala

gga
Gly
90

gag
Glu

ctg
Leu

atc

Ile

tac
Tyx

tac
Tyr
170
ctc
Leu

ggc
Gly

gtg
Val

gac
Asp

tta
Leu

cta
Leu

atg
Met

gat
Asp

ggt
Gly
75

gct
Ala

cct
Pro

gag
Glu

tte
Phe

tgc
Cys
155
atg
Met

ttc
Phe

tct
Ser

tat
Tyr

tct
Ser
235

atc
Ile

gct
Ala

gca
Ala

ggc
Gly

ctt
Leu

gaa
Glu

gga
Gly

acc
Thr

tac
Tyr
140
aac
Asn

aaa
Lys

acc
Thr

gtg
Val

999
Gly
220
aca
Thr

ctg
Leu

cct
Pro

ggce
Gly
45

aga
Arg

ctt
Leu

999
Gly

gaa
Glu

cgc
Arg
125
aac
Asn

att
Ile

gat
Asp

tac
Tyr

ctce
Leu
205
gat
Asp

ttt
Phe

cce agt
Pro Ser
15

gct ttg
Ala Leu
30

atc cca
Ile Pro

gat ggc
Asp Gly

ggt cct
Gly Pro

cca cgg
Pro Arg
85

gcc gct
Ala Ala
110

gtc act
Val Thr

caa cag
Gln Gln

ccg gga
Pro Gly

gtg aag
Val Lys
175
gac cag
Asp Gln
190
ctc cat
Leu His

ggg9 gac
Gly Asp

act ggc
Thr Gly

tcagg atg cta ctg ttg
Met Leu Leu Leu

cat
His

gtc
Val

gga
Gly

act
Thr

aag
Lys
80

ggc
Gly

tat
Tyr

gtt
Val

aat
Asn

ctc
Lel
160
gtg
Val

tat
Tyr

ctg
Leu

cac
His

ttt
Phe
240

1
gcc
Ala

cct
Pro

cat
His

cct
Pro
65

ggt
Gly

ttc
Phe

atg
Met

ccc
Pro

cat
His
145
tac
Tyr

agce
Ser

cag
Gln

gag
Glu

aat
Asn
225
ctt
Leu

gaa
Glu

cca
Pro

cct
Pro
50

gga
Gly

gag
Glu

ccce
Pro

tat
Tyrx

aat
Asn
130
tat
Tyr

tac
Tyr

ctc
Leu

gaa
Glu

gtg
Val
210
gga
Gly

ctc
Leu

gat gac
Asp Asp
20

ccc aag
Pro Lys
35

ggc cac
Gly His

gag aag
Glu Lys

aca gga
Thr Gly

gga acc
Gly Thr
100
cgc tca
Arg Ser
115
gta ccc
Val Pro

gac ggc
Asp Gly

ttec tct
Phe Ser

ttc aag
Phe Lys
180
aag aat
Lys Asn
195
gga gac
Gly Asp

ctc tat
Leu Tyr

tac cat
Tyr His

ctgcaactac ccatagccca tacaccagga gaatcatgga

acagtcgaca cactttcagc ttagtttgag agattgattt tattgcttag
ctgagtatta tccacacgtg tactcacttg ttcattaaac gactttataa
gtgttcctag tccagaaaaa aaggcactcc ctggtctcca cgactcttac
taacagaatg aaaatcacat ttggtatggg ggcttcacaa tattecgcatg

tttgagagtc
aaaataattt
atggtagcaa
actgtctgga

57

105

153

201

345

383

441

489

537

585

633

681

729

777

829

889
949
1009
1069



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2312450 T3

agtagaccat gctatttttc tgctcactgt acacaaatat tgttcacata aaccctataa
tgtaaatatg aaatacagtg attactcttc tcacaggctg agtgtatgaa tgtctaaaga
cccataagta ttaaagtggt agggataaat tggaaaaaaa aaaaaaaaaa aagaaaaact
ttagagcaca ctggcggeccg ttactag

<210> 4
<211> 247
<212> PRT

<213> mus musculus

<400> 4

<210>5
<211> 4517

Met
Ala
Pro
His
Pro
65

Gly
Phe
Met
Pro
His
145
Tyr
Ser
Gln
Glu
Asn

225
Leu

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 5

ctgattccat accagagggg ctcagg atg ctg ttg ctg gga gct gtt cta ctg
Met Leu Leu Leu Gly Ala Val Leu Leu

cta
Leu
10

gga
Gly

ggc
Gly

tta
Leu

gte
Val

atce
Ile

Leu
Glu
Pro
Pro
50

Gly
Glu
Pro
Tyr
Asn
130
Tyr
Tyr
Leu
Glu
Val
210
Gly

Leu

gct
Ala

ctg
Leu

cca
Pro

Leu
Asp
Pro
35

Gly
Glu
Thr
Gly
Arg
115
Val
Asp
Phe
Phe
Lys
185
Gly

Leu

Tyr

ctg
Leu

ctt
Leu

gg9g9
Gly

Leu

Asp
20

Lys
His
Lys
Gly
Thr
100
Ser
Pro
Gly

Ser

Lys
180
Asn

Asp
Tyr

His

cee
Pro

ccc
Pro
30

cat
His

Gln
Val
Gly
Asn
Gly
Asp
85

Pro
Ala
Ile

Ser

Tyr
165
Lys

val
Gln

Ala

Asp
245

999
Gly
15

ctg
Leu

ccg
Pro

Ala
Thr
Thr
Gly
Glu

70
Val

Gly
Phe
Arg
Thr
150
His
Asp
Asp
Val
Asp

230
Thr

cat
His

cccC
Pro

ggc
Gly

Leu
Thr
Cys
Thr
55

Lys
Gly
Arg
Ser
Phe
135
Gly
Ile
Lys
Gln

Trp
215
Asn

Asn

1
gac
Asp

aag
Lys

cat
His

Leu
Thr
Ala
40

Pro
Gly
Met
Lys
Val
120
Thr
Lys
Thr
Ala
Ala
200

Leu

Val

cag
Gln

999
Gly

aat
Asn

Phe
Glu
25

Gly
Gly
Asp
Thr
Gly
105
Gly
Lys
Phe
val
Val
185
Ser

Gln

Asn

Leu Leu
10
Glu Leu

Trp Met
Arg Asp
Ala Gly
75
Gly Ala
90
Glu Pro
Leu Glu
1le Phe
Tyr Cys
155
Tyr Met
170
Leu Phe
Gly Ser
Val Tyr

Asp Ser
235

5

Ile
Ala
Ala
Gly
Leu
Glu
Gly
Thr
Tyr
140
Asn
Lys
Thr
Val
Gly

220
Thr

gaa acc acg act
Glu Thr Thr Thr

20

gcc tgc aca ggt
Ala Cys Thr Gly

35

ggg gcc cca ggc
Gly Ala Pro Gly

Leu
Pro
Gly
45

Arg
Leu
Gly
Glu
Arg
125
Asn
Ile
Asp
Tyx
Leu
205
Asp

Phe

caa
Gln

tgg
Trp

cgt
Arg

Pro
Ala
30

Ile
Asp
Gly

Pro

Ala
110
Val
Gln
Pro

Val

Asp
190
Leu
Gly

Thr

Ser
15

Leu
Pro
Gly
Pro
AXg
95

Ala
Thr
Gln
Gly
Lys
175
Gln
His
Asp

Gly

ggg ccc
Gly Pro

25

atg gcg
Met Ala

40

gat ggc
Asp Gly

His
Val
Gly
Thr
Lys
80

Gly
Tyr
Val
Asn
Leu
160
Val
Tyr
Leu
His

Phe
240

1129
1188
12439
1276

S3

101

149

197
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45 S0 55
aga gat ggc acc cct ggt gag aag ggt gag aaa gga gat cca ggt ctt 245
Arg Asp Gly Thr Pro Gly Glu Lys Gly Glu Lys Gly Asp Pro Gly Leu
60 65 70
att ggt cct aag gga gac atc ggt gaa acc gga gta ccc ggg gct gaa 293
Ile Gly Pro Lys Gly Asp Ile Gly Glu Thr Gly Val Pro Gly Ala Glu
75 80 85
ggt ccc cga ggc ttt ccg gga atc caa ggc agg aaa gga gaa cct gga 341
Gly Pro Arg Gly Phe Pro Gly Ile Gln Gly Arg Lys Gly Glu Pro Gly
90 95 100 105
gaa ggt gcc tat gta tac cgc tca gca ttc agt gtg gga ttg gag act 389
Glu Gly Ala Tyr Val Tyr Arg Ser Ala Phe Ser Val Gly Leu Glu Thr
ii10 115 120
tac gtt act atc cec aac atg ccc att cgc ttt acc aag atc ttc tac 437
Tyr Val Thr Ile Pro Asn Met Pro Ile Arg Phe Thr Lys Ile Phe Tyr
125 130 135
aat cag caa aac cac tat gat ggc tcc act ggt aaa ttc cac tgc aac 485
Asn Gln Gln Asn His Tyr Asp Gly Ser Thr Gly Lys Phe His Cys Asn
140 145 150
att cct ggg ctg tac tac ttt gcc tac cac atc aca gtc tat atg aag 533
Ile Pro Gly Leu Tyr Tyr Phe Ala Tyr His Ile Thr Val Tyr Met Lys
155 160 165
gat gtg aag gtc agc ctc ttc aag aag gac aag gct atg ctc ttc acc 581
Asp Val Lys Val Ser Leu Phe Lys Lys Asp Lys Ala Met Leu Phe Thr
170 175 180 185
tat gat cag tac cag gaa aat aat gtg gac cag gcc tcc ggc tct gtg 629
Tyr Asp Gln Tyr Gln Glu Asn Asn Val Asp Gln Ala Ser Gly Ser Val
190 185 200
ctc ctg cat ctg gag gtg ggc gac caa gtc tgg ctc cag gtg tat ggg 677
Leu Leu His Leu Glu Val Gly Asp Gln Val Trp Leu Gln Val Tyr Gly
205 210 215
gaa gga gag cgt aat gga ctc tat gct gat aat gac aat gac tcc acc 725
Glu Gly Glu Arg Asn Gly Leu Tyr Ala Asp Asn Asp Asn Asp Ser Thr
220 225 230
ttc aca ggc ttt ctt ctc tac cat gac acc aac tga tcaccactaa 771
Phe Thr Gly Phe Leu Leu Tyr His Asp Thr Asn *
235 240 245
ctcagagcct cctccaggcecc aaacagcccc aaagtcaatt aaaggetttc agtacggtta 831
ggaagttgat tattatttag ttggaggcct ttagatatta ttcattcatt tactcattca 891
tttattcatt cattcatcaa gtaactttaa aaaaatcata tgctatgttc ccagtectgg 951
ggagcttcac aaacatgacc agataactga ctagaaagaa gtagttgaca gtgctatttt 1011
gtgcccactg tctctcctga tgctcatatc aatcctataa ggcacaggga acaagcattce 1071
tcctgttttt acagattgta tcetgagget gagagagtta agtgaatgtc taaggtcaca 1131
cagtattaag tgacagtgct agaaatcaaa cccagagctg tggactttgt tcactagact 1191
gtgccctttt atagaggtac atgttctett tggagtgttg gtaggtgtct gtttcccacc 1251
tcacctgaga gccattgaat ttgccttccect catgaattaa aacctccccc aagcagagcet 1311
tcctcagaga aagtggttct atgatgaagt cctgtcttgg aaggactact actcaatggc 1371
ccctgcacta ctctacttec tcttacctat gtcecttcte atgectttec ctccaacggg 1431
gaaagccaac tccatctcta agtgctgaac tcatccctgt tcctcaaggc cacctggcca 1491
ggagcttcte tgatgtgata tccacttttt tttttttttg agatggagtc tcactctgte 1551
acccaggctg gagtacagtg acacgacctc ggctcactgc agcctcctte tcctgggtce 1611
aagcaattat tgtgcctcag cctcccgagt agctgagact tcaggtgcat tccaccacac 1671
atggctaatt tttgtatttt tagtagaaat ggggtttcgt catgttggcc aggctggtct 1731
cgaactcctg gcctaggtga tccacccgcc tegacctccc aaagtgetgg gattacaggce 1791
atgagccacc atgcccagtc gatatctcac tttttatttt geccatggatg agagtcctgg 1851
gtgtgaggaa cacctcccac caggctagag gcaactgccc aggaaggact gtgcttccegt 1911
cacctctaaa tcccttgcag atccttgata aatgcctcat gaagaccaat ctcttgaatc 1971
ccatatctac ccagaattaa ctccattcca gtctctgcat gtaatcagtt ttateccacag 2031
aaacattttc attttaggaa atccctggtt taagtatcaa tccttgttca gctggacaat 2091
atgaatcttt tccactgaag ttagggatga ctgtgatttt cagaacacgt ccagaatttt 2151
tcatcaagaa ggtagcttga gcctgaaatg caaaacccat ggaggaattc tgaagecatt 2211
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gtctccttga
ttaagaatta
ccagtgatgt
ataaatttaa
tgtgtattgce
gttgttgttg
atctcggctt
cgagtagctg
aagacagggt
cgcctccatt
aggtgagagt
aaacccaaaa
ttatteccttt
aaagctcaaa
aggctttacc
gactgtggec
tgttttctgg
gtgtaacctt
agtcaggagg
ggtattttce
atgcaaaata
tcccagagag
taaagtctgg
ctttcacagt
agagacagtc
ttaatggtcc
gtcagctttt
atgtcttatt
attttctgtg
ctttcttect
ttcctcettt
gcectggcetg
ctcctgcecte
tttttgtatt
tgactttgtg
cacacctggt
actttaaata
gggtataatt
tatttaataa

<210> 6
<211> 244
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 6
Met
Asp
Lys
His
50
Lys
65
Gly
Ile

Ser

Leu
Gln
Gly
Asn
Gly
Glu
Gln

Ala

gtaccaacag
caggttgagg
ttttcaaaga
aaaactatct
taatcattaa
tttttaagat
actgcaacct
ggdgaccacagg
ttcaccatat
gtgttgttat
aagccttgtg
tattatgcaa
gcataataga
acaatcaaga
ctcaggtgct
tgcccagcte
tgatgcccaa
gcatctcatt
atgaaatatt
ctaaagcaaa
atacctgtce
acatagctgg
ctatgctcac
taccctaaac
aactgaggcc
tgtgatgctt
gcttcatata
ggtgcattta
ttctgaagte
tcectttettt
tctctetcete
gagttcagtg
agcctcccaa
tttcgtagag
atccacccge
caactttctt
tatctatatt
tttatccagt
aatggtggaa

Leu Leu
5
Glu Thr
20
Ala Cys
35
Gly Ala

Glu Lys

Thr Gly

Thr
Thr
Pro
Gly

Val

ES 2312450 T3

ggtcagggaa
tagttgatgg
ttttagcaaa
ttttgcttac
ggtattattt
ggagtttece
ttgcctcecca
tgcctaccac
tggccaggcet
ttgtgagaaa
ttagtcagaa
actactgtaa
aattaccaga
cccttttcty
acacagtata
tcgtatccec
agaggagaga
gctctggctg
catattgact
attgggacac
acaacaaact
aaaattccta
agtctcacat
tctectgggygce
caacagaggc
tgaagtacaa
ttttageget
ctctcttate
tactttgtct
cttcecttect
tctectetcte
gtgtgatctt
gtagctggaa
acggggtttc
cteggectcece
ttgattagtg
attgtattta
ctaaaaatat
tttaaa

Gly Ala Val

Thr Gln

Gly Trp

Gly Arg
55

Asp Pro

70

Pro Gly

85

Gly Arg
100

Phe Ser

Lys

Vval

Gly Glu

Gly Leu

Asp

gactgggcct
tggtaaacat
aacagagtaa
agttttaaat
tttccacata
tctgttgeca
ggtttaagcg
catgccagge
ggtctcgaac
gatagatatg
ctctgtgttg
gcaagaaaaa
gttgttctgt
tatgtccttce
gttctagggt
aagccacacc
ggaagctcte
agttgtgtgce
taattgcagc
tgttatcaga
cttaatgctg
ttgattttct
ctggtgggag
agggttattc
ctgagagaaa
ttgtggattt
ctattattag
attatgtaat
aaaaataaca
ttctttctcet
tctcttttct
ggctcactgc
ctacaggctc
accacattcg
caaagtgctg
tttttgtggt
aaatgtgttt
ctgtctttta

Leu
10
Gly

Leu Leu
Pro
25

Ala

Gly

Met
40

Gly

Gly Arg

Gly Leu Ile

Ala Glu Gly

90
Pro Gly Glu
105
Thr

Glu Tyr

cctgaattta
tectctcagga
atagcattct
tctgaacaat
taaagctttyg
ggctagagtg
attcttectge
taatttttgt
tcctgacctt
aggtttagag
tgaatgtcat
taaaggaaaa
ctttagataa
tgttectgect
ttcecctceeg
atctggctaa
tttcccagat
ctgtttctga
ttaagttagg
aataggagag
tgtttgaget
ctaaaatttc
tgggctecctt
ctttgtggaa
ctgaggtcaa
gtccaattct
atatatacat
gtccttettt
tacgcactca
ctctctettt
tgacagactc
tacctctace
atgccactgce
tcaggttggt
ggattacagg
atatcttttt
cttacagact
attggtgttt

Leu Ala

Val-Leu

Ile Pro
45

Asp Gly

60

Gly Pro

Pro Arg
Gly Ala

Val Thr

Leu Pro
Leu Pro
Gly His
Thr Pro
Lys Gly
Gly Phe
Tyr Val

Ile Pro

ttattgttct
gacaataact
ctatcaatat
ttctcttata
tetttttgtt
cagtggcatg
ctcagectcec
atttttagta
gtgatctgcc
agggatgaag
tcacaacaga
atggaaacat
ggtttgaacc
tccgecagtgt
atatcaaaaa
atggacatca
gccccagcaa
ccaatcactg
ggtatgtaga
tggatgatag
ttcatgagtt
aacaagtagc
acagaacacg
ccagaggcac
gatttcagga
ctttagttct
gtttagtatt
atctgtgata
acttcctttt
ccttcecttce
tcgttctgtg
atgagcaatt
gcccagctaa
ttcaaactcc
catgagccat
ccatcatgtt
gcatgtagtt
agacaattta

15

30

80
95

110

Gly His
Leun Pro
Pro Gly
Gly Glu
Asp Ile
Pro Gly
Tyr Arg

Asn Met

2271
2331
2391
2451
2511
2571
2631
2691
2751
2811
2871
2931
2991
3051
3111
3171
3231
3291
3351
3411
3471
3531
3591
3651
3711
3771
3831
3891
3951
4011
4071
4131
4191
4251
4311
4371
4431
4491
4517
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115
Pro Ile Arg Phe Thr
130
Gly Ser Thr Gly Lys
145
Ala Tyr His Ile Thr
165

Lys Lys Asp Lys Ala
180
Asn Val Asp Gln Ala
195
Asp Gln Val Trp Leu
210
Tyr Ala Asp Asn AsSp
225
His Asp Thr Asn
<210>7
<211> 20966
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristica_misc
<222>1.4811

<223> 5’ regién reguladora

<220>

<221> exén
<222>4812..4851
<223> exén 1

<220>

<221> ex6én

<222> 15144..15365
<223> ex6n 2

<220>

<221> exén

<222> 16277..20559
<223> ex6n 3

<220>

<221> caracteristica_misc
<222> 20560..20966
<223> 3’ regién reguladora

<220>

<221> alelo

<222> 3787

<223> 9-27-261: base polimérfica Go C

<220>
<221> alelo

Lys
Phe
150
Vval
Met
Ser

Gln

Asn
230

ES 2312450 T3

Ile
135
His
Tyr
Leu
Gly
Val

215
Asp

120
Phe

Cys
Met
Phe
Ser
200
Tyr

Ser

Tyr Asn
Asn Ile
Lys Asp
170
Thr Tyr
185
Val Leu
Gly Glu

Thr Phe

Gln
Pro
155
Val
Asp
Leu

Gly

Thr
235

125
Gln Asn
140
Gly Leu

Lys Val
Gln Tyr

His Leu
205

Glu Arg

220

Gly Phe

His
Tyr
Ser
Gln
190
Glu
Asn

Leu

Tyr
Tyr
Leu
175
Glu
Val
Gly

Leu

Asp
Phe
160
Phe
Asn
Gly

Leu

Tyr
240
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<222> 11118
<223> 99-14387-129: base polimérfica A o C

<220>

<221> alelo

<222> 15120

<223> 9-12-48: base polimérfica Co T

<220>

<221> alelo

<222> 15196

<223> 9-12-124: base polimérfica Go T

<220>

<221> alelo

<222> 15427

<223> 9-12-355: base polimoérfica Go T

<220>

<221> alelo

<222> 15500

<223> 9-12-428: base polimérfica A o G

<220>

<221> alelo

<222> 15863

<223> 99-14405-105: base polimoérfica A o G

<220>

<221> alelo

<222> 17170

<223> 9-16-189: base polimorfica delecidon de A

<220>

<221> unién_cebador
<222> 3528..3545
<223> 9-27.pu

<220>

<221> unién_cebador
<222> 3928..3946

<223> 9-27.complemento rp

<220>

<221> unién_cebador
<222>10990..11008
<223> 99-14387.pu

<220>
<221> unién_cebador
<222> 11423..11442
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<223> 99-14387.complemento rp

<220>

<221> unién_cebador
<222> 15073..15092
<223>9-12.pu

<220>

<221> unién_cebador
<222> 15503..15520
<223> 9-12.complemento rp

<220>

<221> unién_cebador
<222> 15759..15776
<223> 99-14405.pu

<220>

<221> unién_cebador
<222>16191..16211

<223> 99-14405.complemento rp

<220>

<221> unién_cebador
<222>16892..17001
<223> 9-16.pu

<220>

<221> unién_cebador
<222> 17384..17402
<223> 9-16.complemento rp

<220>

<221> unién_misc
<222> 3775..3799
<223> 9-27-261.sonda

<220>

<221> unién_misc
<222>11106..11130
<223>99-14387-129.sonda

<220>

<221> unién_misc
<222> 15108..15312
<223> 9-12-48.sonda

<220>

<221> unién_misc
<222> 15184..15208
<223> 9-12-124.sonda



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2312450 T3

<220>

<221> unién_misc
<222> 15415..15439
<223> 9-12-355.sonda

<220>

<221> unién_misc
<222> 15488..15512
<223> 9-12-428.sonda

<220>

<221> unién_misc

<222> 15851..15875
<223> 99-14405-105.sonda

<220>

<221> unién_misc
<222>17158..17182
<223> 9-16-189.sonda

<220>

<221> unién_cebador
<222> 3768..3786
<223> 9-27-261.mis

<220>

<221> unién_cebador

<222> 3788..38006

<223> 9-27-261.complemento mis

<220>

<221> unién_cebador
<222>11099..11117
<223> 99-14387-129.mis

<220>

<221> unién_cebador
<222>11119..11137

<223> 99-14387-129.complemento mis

<220>

<221> unién_cebador
<222>15101..15119
<223> 9-12-48.mis

<220>

<221> unién_cebador

<222> 15121..15139

<223> 9-12-48.complemento mis

10
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<220>

<221> unién_cebador
<222>15177..15195
<223> 9-12-124.mis

<220>

<221> unién_cebador
<222>15197..15215

<223> 9-12-124.complemento mis

<220>

<221> unién_cebador
<222> 15408..15426
<223> 9-12-355.mis

<220>

<221> unién_cebador

<222> 15428..15446

<223> 9-12-355.complemento mis

<220>

<221> unién_cebador
<222> 15481..15499
<223> 9-12-428.mis

<220>

<221> unidén_cebador

<222> 15501..15519

<223> 9-12-428.complemento mis

<220>

<221> unién_cebador
<222> 15844..15862
<223> 99-14405-105.mis

<220>

<221> unién_cebador

<222> 15864..15882

<223> 99-14405-105.complemento mis

<220>

<221> unién_cebador
<222> 17151..17169
<223> 9-16-189.mis

<220>

<221> unién_cebador

<222> 17171..17189

<223> 9-16-189.complemento mis

11



15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<400> 7

gctgatctgce
cctgcctagt
catttatagt
tggtgatttt
tgtttgtcat
taattgaatt
ctcttgtctc
ctcttaacag
ttttttettt
atccttgtat
gacagaaatt
tgctcattcc
tttttctatt
gccagatcat
tcetggagcet
tagcttgtgce
gttgtgtttc
tggtggagca
agtcaccgat
aattattgta
tttaaaaagt
cttctggteg
attatcatct
aatgttctcc
agggggtgga
tgtctctact
actcgggagg
gagatcatgc
aaaaaagaaa
tggcgtacat
aaatacagtg
Caaaaatata
agtatcccaa
tgatcgcatt
ctagcctcaa
acagaactgg
tcgcaaaatg
gtgtgattgt
gctgecattct
tgttgccecag
gttcaaacga
acgcccggcet
tggtctcaga
tacaggcatg
accctgaagc
tgaggaatta
gtgccttgaa

tgectcagece
gttgtacatt
attcectgttt
aatttgcgtt
ttgtgtttee
tttttttace
aaatatggtt
gatgtttcac
agtggattgt
tggtttccta
tattrtcact
tatgacatct
agctttgtta
gtctgttagt
tgatgcctga
acatgggaga
agtgagcgcec
gctagcaaga
tcectggtett
ccttgactag
atgaattcag
gtggcaggag
gagatacttc
tggccaggcg
tcacctgagg
aaaaatacaa
ctaaggcagg
catagtactc
aaaagataaa
tgctgecaggg
cttatgcttg
tggccatgcet
ctcacatgct
tatttggtta
ggcatttctg
ctctttecac
ctaggctttce
ggggctaaag
tataaagtta
gctggagtgce
ttctecteee
aacttttttg
ctecctgacct
agctactgtg
acatacatca
gaaagcatag
caaattattt

ES 2312450 T3

ttcccaaagt
ctgtgggttt
ttaattttag
tccgtaatgg
tacttggtga
atttagtttt
tgcaaataca
agagcaaaag
gecttttgttyg
agattgccat
tcctactgtyg
ttctgatata
ccttgggtgt
acttagccct
aatgacacat
caaccgtgaa
cttggcagtg
catgcagtaa
taggcaatat
tacaattttt
ggttgcctac
gtgacagtcc
agaagtacag
cggtggctca
tcgggagttc
aattagcggg
ataatcgctt
cagcctggge
gaaatgttct
cgtgctcact

gttacttcag

taaacatatt
aacaggggct
tttcggtcta
attgaatgtt
atgacggcct
acaatgtcac
ttattccacc
gaagaaaata
aatggtgcga
tcagacccce
tatttttagt
caagtgatct
cccggecaaa
accttgaggc
ggatttttag
accctcattg

gctgtaattt
tgacaattgt
ccattctagt
ttaataatgc
aataattgtt
gagatttctt
ttcectcectaat
ttctagtttt
tcatatgtaa
agcaaatcac
ggcagactag
ataattatag
cactttttct
ccattcacct
cctacattcc
aagactgaag
gcggtgacag
gcgcaggctce
catctcecett
tagtattggg
ctgcattgac
aaatcatgca
ccgtagcecat
cgcctgtcat
gagaccagcc
gcgtggtgge
gaacctgaga
aacaagagtg
cctttcttge
ctaccatctt
ttaagattat
taagataaat
tgacctgtag
agtagtaata
tttcaattac
ttgtggtggg
tgactgacag
ttgtgcaata
ctttttettt
tctcggeteg
gagtagctgg
ggagacgggyg
gcccgectca
gaaaatactt
ctcacactcc
ttagacagat
aactctagat

12

attaggcata
atgcatctac
aggcatgtag
tgaacatctt
catgtcettt
tatacaatct
tcatatattg
gttgaaatct
gaactcttca
catgaactta
acgttaatta
ttattcttaa
tttttgacat
ctccataatc
tttgccagat
tggggaagaa
tggctcetgt
ataggctatg
tgcttctcca
ggtagtccaa
tgcgecttgaa
gtagcaaacc
accttcagaa
tccagcactt
tgaccaacat
acatgcccat
ggcagaggtt
aaactccatc
catttctagg
gctccaatct
ttttaaaaat
taagtgattt
ctacggtacc
grtetgtect
agtctttaaa
tggcagattg
ccaggcccag
gctacagcct
tttgagatgg
ctgcaacctc
gattgcaggt
tttcaccatc
gcctoccaaa
tttatgccag
atcaagaggg
ctggttcaaa
tcattatttg

agccactgtg
atgtatgtac
tgatatctca
tgcatgtgcect
gtccattttce
agatccaaat
ccttttecte
cacttttcat
ctggccctag
gtgacaaaaa
ttttcatgta
gcttcaccct
tgtgacctat
ccttttgtat
gggtaccagt
gggaggagct
tcagtggcaa
gtccaggagce
gcctttctaa
ggacacaggc
tcatgatgge
agatacttaa
gagataaaga
tgggaggcecyg
ggggaaacce
aatcccagct
gcggtgaact
tcaaaaaaaa
ggtttgggga
ttatttttca
cataattaag
ggcctgtttc
ctggaggaaa
gggaaaaaga
ccagtatgcc
ccctgaggece
cacagtcttg
tctctaacca
attctcgete
cgcctectgg
gcctgceccace
ttcgtcaggce
atgctgggat
ccctgaaact
gtgaagggca
tcctagactt
taaaatgaaa

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
1580
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
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gacaataata
aacatttatt
tgaataggca
gtttcactct
cctectgggt
gtgccaccac
cagactggtc
gggattacag
agacagtaac
ataattgaga
ctatatggaa
tcatgtctct
gaagctgagg
ttttaggctc
cctctgtctg
cccttgcectgg
tcctgesctt
cacttcaagc
ctgcttctag
aactggaaaa
gtcaaaatgt
acattttatg
taagaattca
ccccagttct
tggaggatgt
agcactcact
tggtgtgata
tggaccactg
aaatcttgtt
ggcaaaataa
ccgaagccca
ggacatgtgce
ttgtgaggtg
tcctcacttce
attctgtgaa
aggctctccc
cactggtgga
gaaagggtta
ttcgectctgt
gtccacagat
gaccaggtag
cactgacttc
tttactgagce
gacatggttg
aatcaagagg
ggagaccgag
gtgaaacccc
aatcccagct
gcagtgagcc
tcaaaaaaaa
aagcctggca
agaagaaact
tgtttctgag
ttttagaggt
ttctggtttt
tagaaggaag
agaatatgtc
gggagccegg
ctttttttgg
ctgcctecagt
ttatatttet

gttatctcca
attgcctact
aaatctctge
tgtcacccag
tcaagtgatt
gceccggetat
tcaaactcct
gcctgagcca
ataaaccaaa
gttgcttcta
cctcatttte
catctcaacg
ctttacatca
tgtgtggact
agaaaattct
ggtcgtaatt
caaaaacaaa
ctaaactttc
gccagagctg
acaggctcte
tatccgaaat
taagttttct
gggccttttt
cagaattcat
gctctatttc
gtctgaacgt
attggcgtcce
agcaattaat
ttcctgctgt
gggtcaaggc
agctgggttg
ctgcecaccg
gggactgect
cattctgact
gttccaggct
gtccgtagta
ggcagatatg
tttcagacat
agcaggatac
gaagtccaat
ggcaaaggaa
agactggaat
aaattctatg
ttgtctatgg
ttctaatgag
gcgggtggat
gcctctacca
tctcgggagg
gagattgttg
aaaaaaaaag
tgtagtggceca
ggatctacct
gcatcctggt
taggtctgcece
tggatcaagc
gccagctctg
cgaaggagca
cagcttcctc
cacaatctca
ctceccaagta

agtagagatg
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aaggaaagtt
ttgtgccagg
tctcctgaag
gctggagege
ctettgtcete
ttctgcattt
gatctcaggt
ctgcacctga
aataaatagg
tttctttttg
atgggccact
gcctaatgtg
gatctttact
gtggagatga
gttttggatg
taattcatca
acatgagcgt
taggaacacc
ggttccacaa
tctctectcecac
tttggaacca
attatattag
gacttgccaa
gtgcaaggtc
ttacctgatt
acacagtcte
ctgacttatt
tcatttacat
ggttttgact
ctggaaacac
taccaggttc
gcctetggcec
gcccccgtga
gcagtctgtg
gggtggggga
gtgtgggagt
cactgggctt
tcettctaag
ctattgagaa
tcgattaagg
gaagcatata
taggaatcca
ggctagacag
atttggggat
gccagccatg
cacctgaggt
aaaatacaaa
ctgaggcagg
ccactgcatt
aaagaaaaga
acttatgaaa
ggtttttctg
tgttttgagce
cctcttgtgt
ctcacaaggg
cctaattcgg
tgatggtgtc
agcagtccct
gctcactgca
gctgagacta
gggttcacca

gaatatgatc
ttctattcta
tttacttttt
aatggtgctc
agcctcccaa
ttagtagaga
gatatgcctg
cctgaagttt
aaaacaccat
ttgtcttett
tatttaagcc
acttctcttg
ttaatggtgg
tatctggggg
tcttgttgaa
gaatgtgtgg
gccaagaaag
taagtgggtg
gagacagaat
aaacacacac
aaaaatcttg
attcaaatta
gccccacacc
tttcctaaat
gcagacccct
agacttaatc
agggcaaatc
taggaagttt
tttgccceat
aagtgctttg
cctagggtgc
ctcactgagt
gtaccaggct
gttctgattc
tgcatgcata
ggatacaggt
cttectecegt
atgcatggaa
aaagttaggg
gggataaggg
tgaaggcagc
gctctgccac
tggattgggt
atatgtaggt
gtggctcaca
caggagttcc
aattagttgg
agaattgtct
ccagcctggg
aaaagaggct
aattgtaatt
aagcctaatc
tgtggatgct
tagaggacat
gtggcaccaa
ttggggagat
agctttgttc
gctgccacte
acctccgect
caggcatgcg
tattggccag

13

attcatttat
ggaactaagg
ttttttttet
ttggctcact
gtagctggga
tggggtttca
tcttggectt
atgttctatt
aacaaaaatc
ggttcaatca
gggggacctt
aaatatttgg
acttgacttt
gcaggcagac
gttggtgctg
cttgcaagaa
tccaaggtgt
gcagcttcca
aggcatatat
acacacatac
aaagatggta
cgattcgagg
actccaggaa
ccagggtcca
ctgacagtgc
atgcacagtg
tatgggaggg
ctccgtcaga
cttctgttgce
actgaagctc
aggctgtggg
tggccaatgg
gttgaggctg
cataccagag
gcctetgget
ggatactctg
tctecccacag
ccattctqgaa
tcagtaaggt
aatacattgt
ttcagaaaag
tttattctac
tcacaagata
atagggatat
cctgtaatcc
agactagcct
gcgtgatgge
gaacctggga
tgacagagcg
ctaatgagat
aaaaaaaaac
ctgctcgceec
gaaggttaga
ggatccctgg
ctcacteccta
gggggtcect
atgaaggcca
tteccttaagt
cccaggttca
ccaccacgcc
gatggtctcg

tcattaattc
gatacaactt
ttgagacaga
gcaacctcca
ctacaggtat
ccatgttggce
ccaaagtact
aaatagcaac
aaacagtgat
gcctgctaaa
ggaaagtctc
acattagcag
actggtagat
acttgcectg
gcatcctaag
ccggctcaga
tgaatgttgce
gttctccagg
atgcttaagg
caaggtagct
ttccaatatc
ccacaagctt
cttccccaca
ggtcagagag
tcccttctga
agcaagactg
ggagacctcce
tgcaggaaaa
tgttgtagga
cacttggctt
caactgccag
gaaatgacaa
ggccatctcc
ggtaagagca
gggatcaccc
gtcagagcag
ccccaagaga
ttttacccag
ggaagggtct
ctcttagett
tcaagctgag
tcagcaaata
caatgagtgt
cttacaaggt
cagcaatttg
gaccaacatg
aggtgcctgt
ggcagaggtt
agactttgtg
aaaatgagaa
attttctgac
cagtgagtgc
gtgggaggga
tctggagagg
ggaactccge
ttatgctagc
gtggtacaca
cttgaggagt
agcgattctce
cagctaattt
atctcttgac

2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
33860
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
€000
6060
6120
6180
€240
6300
6360
6420
6480



15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ctcatattcc
cctggccgag
caaaactcca
ggggacaggyg
gcagcctcga
ctacaggtgt
tcactatatt
cccaaaaggc
acctactcct
tgatgtcttt
agagagactt
acagtatgta
tatgtgtgtg
cgcgtgceata
atattgacag
caaagctgag
caatattcta
cacacttgtc
tcatggattc
gctaccacgc
aggctggtct
ggattacagg
tataattcaa
cctacacgtt
tgccttatga
atctcacatg
tttttecggag
tctgagggat
ttccttcatg
ctggcttcta
gtaaaagcaa
attttgtatc
atgcaaattc
gattacaggc
tttgccatat
cctcccaaag
taatgccctt
gctctgectc
ttgcaactga
aatgatcaca
tttaaaagca
acagtggaag
ttgaaaggca
gttattgggt
cttggaaagc
catcactaac
gactacacca
atgatttgtg
tctctcaaaa
agcattttaa
tccctttgtt
tttgectttt
aatcagaagg
attttttttt
ctttgtgacc
tgagacttag
acaaaggcaa
ttttaggcat
ctgatagaaa

ttgggaggec
atggtgaaat

acctgcctceg
gagtcttaag
tctcaaaaaa
tctecactcta
tttecccaggce
gtgcaaccat
ggctgggggg
tgggattata
tgtcaagcca
tggagagata
atcctaaaaa
tgtgtgtgag
ggggggtggt
ggtggaggtg
ctctceccagg
ttgattcctg
cactttgact
acctaggctg
aagtgattct
ctgactaatt
gaaactcctg
catgagccac
tccagtggtt
agagtcaaaa
aaattacact
atcacatttc
gcaccgtgat
catttcctta
gagttattgt
taaggttcta
ggcaggggtg
cttttttttt
cgcctcecag
aggcaccacc
tggccaggct
tgctgagatg
ttctgctgga
ctgccagtcce
aattccagta
gtatggccct
gatgaatcca
tctttttatg
ggatgtgtga
tetgaagatc
cacttaacct
atttactgag
tttgatcttc
cctaagcacc
tgattgtgag
aaatttttta
ttataaaaag
tgtatgctge
tctgectgga
atgacacttc
aaaaacaatt
gaacttttag
agaattgtga
aattgagttt
tacagtgtaa
gaggcgggeg
cccatctcta
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gcctcccaaa
ctgagatcac
aaaaaaaaaa
tcacccaggc
tcaagtgace
gcctggctaa
cctcaaactc
tgcttgcetct
gtggaccggt
ctttcaatca
tgtggtggty
tgtgtgtgtg
gcgtacgtat
tgtgtatggg
gctgagtgaa
gttatgccat
tttatttatt
gagtgcagtg
cctgcectcag
tttgtatttt
acatcaggta
tgcgcecgge
gaattagcta
gcagggctat
ccaaagaact
gcggattagg
gtgatggaag
atctgtcagt
aaagatgaaqg
ataagtgcat
aggtgatttc
tcagagtctt
gctcaagcaa
acccccagcet
ggtcttgaac
acaggtgtga
agagttggca
cagaggggac
ggtcaaagtg
ttaggatcct
tgcctgtgceg
ctactttttt
ccacgatact
agagtttaat
ttctgaagtce
cactgacatg
caacaaacag
aagaccgtag
aatcgaatga
aagtccacaa
taacaaaatt
caggaaagaa
ctttttattg
aagggtgcge
aagcagattc
tgccatgcta
cacttgagat
tagatcatag
caggccggge
gatcacttga
ctaaaaatac

gtgctggtat
agcattgcac
tagacacaag
tggagtgcag
ctceccatcett
tttttaaaaa
ctgggctcag
ttttaaggtg
ggtcccagac
ggaatttcaa
cgtgggatge
tgcgecgegea
gtggatgtgt
tgcgggtatg
ggcttteggg
ttattattgg
tttattttta
gcgcgatctce
cctcccaagt
tggtagagac
atccacccac
ccattttgac
gcatcgttcc
gggaagatta
cgcgccagtg
aagctgagtc
gctcactcgt
ttectcatct
ataaataacg
tcctactect
tggggctect
gctctgtecac
ttcttatgte
aattttttgt
tcctgactte
gctaccgtgc
ccaggtttgg
cctgtecttg
aaatttctca
gagaacatca
aggtttgcca
cttgtatccce
tttctectee
ttccgactece
ccctttecte
tgccagacac
aacactgaaa
agceccgtgcet
gacactaggt
aatttttaat
tgttatacaa
acattaagaa
ctctaactgt
ttagcttecat
ctgagtcact
agcccacagg
ttagettgtt
tactcactat
gcagtggctce
ggtcaggagt
aaaaaattag
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tacaggtgtg
tccagcctgg
actggctcct
tggtgcaatc
agcctcectga
ttttttgtag
cagtcctccece
gctgtaggga
atacggctaa
tcagaaattc
tctgttttat
cactcatttg
ggatgtggtg
tgtgtgtgtt
caaagctcct
gttgcaccgt
ttttttttga
agctcactgc
agctggaatt
gggatttcac
ctcagcctec
ttttaaaaat
ctctccaagt
agtaaaataa
tcagtgttct
tgagaagctc
taggaagtca
ctgaagttgg
tgtaaaatct
tcccctcage
tttggctctg
ccaggttgga
tcagcctcct
attttcagta
atgtgaccca
ctggccaatt
tgatctcttt
catttcacag
tacactttaa
cggtcatccc
ggaaagccag
tcaccccatg
tggactatgt
tctctgtgta
atctctaaaa
cattctaagc
cgcattacag
ccctattcta
gagaaaaggg
tttaatacag
caactatgtt
atcttaaatt
acagctgatc
cacteccttcg
aaatgacaca
gacacaacaa
gatccttgta
tacttagtaa
atgcctgtaa
ttgagaccag
ccaggtgtgg

agccactgceg
gcaaaaagag
tgtctttttt
acagctcact
gtagctggga
agatgaggtc
acctcagcct
caaactttec
agtcaagagg
aatcatgtgg
tagttcettg
gatgggtgtg
tgtgggtgtg
gggcatggag
gggagctagg
gtgaaactgc
gacagagttt
aacctctgcecce
acaggtgccc
catgttgtcc
caaagtgctg
gggagtttga
ctcaggttct
attttgaaaa
catgttcctc
cgtgtagtgce
gaacagagtc
gctcatttcc
agcatgggaa
cttcccattt
acatttgaqg
gtgcagctca
gagtacctgg
gagacggggt
cccatctcag
ttgtgtgctt
cccccacacg
gattctgctg
catgaagata
ctggtataat
tgctgggatt
gggtggcata
ctaagagtct
gctctgggat
tgcatacact
attttacaca
gtcagaacaa
ccctatcectg

ttttataaat

ataaaataga
atttattaat
gattatggtg
atactacctc
ttgccaaaag
taaccagagt
atagcatttt
aaagttttct
taattttttt
tceccagcecact
cccggccaac
tcgtggattc

6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7820
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
9000
9060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
9540
8600
9660
9720
9780
9840
9900
9960
10020
10080
10140
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ctgtgatccc
ggttgcagtg
acttcagaaa
ggaaagaagg
ggaaagaagg
gtaacaatgg
gacccccact
gttctgactt
cggagcttct
tgagaacgct
acttatttta
tggagagcgce
aaataaaaaa
gaccttcaat
cttttacaat
actcttgtat
cctattagtg
gggtaggaga
cccctgagtt
gggctttcac
acagattctt
tttattgcca
atgcatgaaa
ctggtctececc
aacctaagct
caaattcagt
actcatgaca
ctgtctctct
tattagaacc
gcaattaaag
ggtcacagct
tatcaaacaa
agaactgttt
gactttggga
caacatggtg
atgcctgtaa
tggaggctgt
tcctectcectcet
tcctttgectc
ggtagttaag
acatatgctg
ccagtaattt
gcctaaggat
ataatatttt
attgattata
aaaaactaga
cactatgttt
atgtccaaag
agtttatatg
atgtgccacg
cagataccag
cacagaggag
tggagacttc
ggtaaaataa
ttaacccaca
tgtgagatgc
gaggtggagg
cctatacctg
ggaggctttt
caaatacatt
cttettttee

agctacttgg
agccaagatg
caaaaaaaaa
aaggaaggaa
aaggaaggaa
caatatctaa
ttagagatga
ccaaatcggt
cagacttagc
gacatgggtg
cctaatcttc
aagatgctag
gaacacaaat
tgttattaat
cagagtccgt
ttttggcacc
gagaaatmtg
aagagatctt
tgccctctcet
atattctgga
cccatttctg
aagccataat
tctgtaaagt
cttggcttct
gtttctcatt
agagggcgac
cctaaagggg
tctctctgtc
tgatatttga
gtgttgtaac
tacatcaaaa
tagaaaaaaa
aacacttaga
gcccaaggcg
aaaccccgtce
tctcagctac
agtgagccga
caaaaaaaaa
actaaactga
gtatgccctt
ccatgtgggg
acttctggga
atttaaaata
aaaatgaaaa
tccacttact
aaatgccaaa
aaaaataaac
aactatataa
tatatacaaa
tgaagtgggt
gcccatgttt
taggtttgtc
atataatcta
agtacatgga
gagggtctta
tttcteccaa
cctaagatcce
tattgggcce
gactacctgt
cccectcect
ttectectte
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gagggtgagg
gtgccattge
aagagagaga
ggaaagaagg
agaaggaagg
aaaaataggt
ggaaactgag
gagctttcca
ttcctaatce
agggttcctt
ccaaagccct
cgacagagca
aattttgaaa
tgctggtttc
tcttggtctt
tctacccegt
tccataatac
tatttttaac
ccaaggtttg
ttctctcecte
gagaaaaaca
aagaaagggt
ctcagaacaa
catgtagctc
ttatttccag
aaatgtacat
cagcacctga
tgccatttca
taaatgatgc
agctagtctt
caaaaaatca
cagaagaaaa
ggcaaggact
ggcggatcac
tctactaaaa
ttgggaggct
gattgtgcca
aaaaaaaaaa
caacacacaa
ttatacacac
atatgtatca
atctgtcata
ttatttaaaa
tatgctaaaa
agactagcac
gacaaaataa
agagacattc
ctattatttt
atttatctca
agtatagaaa
ttggggtgag
ttcaacaaac
gaagagacaa
ctacactttg
gtgatgcctc
ctccttggtg
ccctaagatce
ttttetggga
gccacttgag
ccttecttec
ccttecttte

caggagcatc
actccagcect
gagaaaagaa
aaggaaggaa
aaggaaggaa
atttttatat
agattaagga
tcgcatcacg
gctaaacggg
ggagtatcat
gcttttgact
agactccatc
atttttttga
ccacccagaa
ggaaacttct
gccactgtca
tgaagtttgg
aaagggggag
gggtaagccc
ctgtttccca
tgcatggagc
ggaggtgaca
gaattctcct
acctcttttt
aagctattga
ataaatgatg
gtctgattgc
ttatcaatgg
atcagatcta
caagtgggga
gagctacatt
ttgaatactt
gggcgtggtg
ctgaggtcag
aatgcaaaaa
aaggcatgag
ctgcactaca
agcaaactag
atgtttttta
actaatgatg
ggagacttaa
acagaataat
atcaaagtat
gtttgatgaa
tcactctgag
aggaataaag
ttggagttga
taatgaacta
tatatatgat
cccaggtaat
attgccaate
cttcagttgt
gcaaactgat
tttagaatca
taatccagga
agagtgggaa
ggaggcagaa
gggggatatc
ctctttgcta
ctcttccact
tctggctcte
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agttgaaccc
gggccacaaa
ggaaggaagg
ggaaggaaag
ggaagggtaa
gtttgtcgtt
aacgatccct
gtgcctcecega
attatgtgag
tttcatgtgg
ctaatgtgtc
tccagataaa
aaattaggca
ttaagttgga
gaggctcctg
tggaacccag
ggacaaacag
gagccagaaa
cccgtcacce
gcagaaaagg
tcaaagttct
agcagtgagg
aaaatgcaaa
tcttatcttg
gaacactctc
gtagtgggtc
acctgtttct
ttactttact
tagtgagaga
gaaatcattt
aaaaagtgaa
actaaatctt
gctcatgctt
gagtttgaga
ttagctgcgt
aatcgcttga
gcctgggtga
agcagtgagg
taatacccaa
tactactggt
aaatgtgcat
aatcttgggg
aatttcttac
atataaatgg
acgttaaaaa
ttttacataa
gtattgtttt
tatatgtaat
aaagatgaaa
ggggcatagg
acggtctttc
cctgaagaca
gaaaaatagt
gattcttggg
tcctaggacc
gactaagacc

‘tctgagaggg

aaagaatgat
gggctccaga
ctteccttttt
tcatgatttc

aggaggcgga
gcgagactcec
aaggaaggaa
aaggaaggaa
caagcaaagt
ttatatatat
gagagactct
aagcatgaca
atgaggaaca
cattttcaaa
tcctgagact
taaataagta
cgtttgcact
atgcaacttt
tgctaatccc
gctgatcgca
tgttccctta
actccagaga
tttatctctg
atggagcctc
tctcaggagt
aagtttaaag
aggggctttg
agactagtca
ctgaattctt
ttaaataaag
gttgctgttt
tataagatca
aaaaattaat
gagtacctta
attttaacta
agcatgaata
ttaatcccag
ctagectggce
gtggtggtgc
acctgggagg
cagtgtgaaa
taccattatt
agctgatgag
tggcagtata
accttttggt
aaagctacat
agaatataaa
tcaaatatat
tagtcattat
agtatgattc
cttttetgtce
atatacatat
gatgagttgg
agtgggattc
ttccatcect
aacctaattc
gaatttttaa
attaaccaca
tatttctctc
tcagcaatct
gataaaagte
tttgagacag
atacatattt
atcttecttt
ttttectcat

10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620
10680
10740
10800
10860
10920
10980
11040
11100
11160
11220
11280
11340
11400
11460
11520
11580
11640
11700
11760
11820
11880
115940
12000
12060
12120
12180
12240
12300
12360
12420
12480
12540
12600
12660
12720
12780
12840
12500
12960
13020
13080
13140
13200
13260
13320
13380
134490
13500
13560
13620
13680
13740
13800
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tataaaagtg
acttgetgtt
agagctaagc
tataaagaaa
gggaggcctce
tcacacagca
acacactttc
agtctgcctce
gctatttggg
gggaaagaac
atccaaactg
atggctcagg
ctgcttaaca
gtgtgtgtgc
gggtagagga
agaagggggyg
ggagcaatct
ttggagcttt
ctgtgcaatc
gctaagtatt
gtcttectgg
ggacggagtc
gacagtgcac
attagctctg
cctgcccaag
tggggccceca
tccaggtaag
atgaagkcat
ttaaccataa
gcctctataa
catcttcacc
ttaacttcca
cagtcctgcce
ggtggttacc
aagtatggag
ggaggaggca
acatcctaga
ggctggcagyg
tatgggagcc
gggagctctt
gatggtaatt
tcttctcatt
ggggctgaag
ggtgcctatg
aacatgccca
actggtaaat
tatatgaagg
gatcagtacc
gtgggcgacc
gataatgaca
ccactaactc
acggttagga
tcattcattt
gtcctgggga
ctattttgtg
agcattctcce
ggtcacacaa
actagactgt
ttcccacctc
gcagagcettce
tcaatggccc

cttatttagt
taatggagaa
caggtgtata
agaggtttaa
agaaaactta
gcaggagaga
aaccagatct
catgattcag
tggggacaca
cagccaagga
ggtcctgaaa
caaacaaagyg
caaggtgagt
atgtgtgcaa
agaaagagaa
aaagaaaaag
gtgtcatcgt
ccctgtgcett
actgaattca
acagatttca
aaaagttgaa
ctttgtaggt
atgtggattc
cccggkcatg
ggggcctgea
ggccgtgatg
aatgtttctg
tcattattaa
gcaacctgar
ccaagacttt
ctcatceccta
tttcacccag
tttggggaac
acaagaaagt
catagagaaa
gagcttcagc
tggagggggt
gtggagggtc
tccatgtctg
attggtttct
taggctgtaa
ccttaggtct
gtcccegagg
tataccgctc
ttegetttac
tccactgcaa
atgtgaaggt
aggaaaataa
aagtctggct
atgactccac
agagcctcecet
agttgattat
attcattcat
gcttcacaaa
cccactgtct
tgtttttaca
gtattaagtg
gcccttttat
acctgagagce
ctcagagaaa
ctgcactact
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ccctactctg
atgggtgage
aatccattct
ttgactcaca
caatcatggt
gagagagaaa
tgtgagaatt
tcacctccta
gacccaaacc
grgagatgga
gctgaataga
gccaggggat
ctctececctec
atgtaatata
tgagagagta
aagaaaggag
acttgggaaa
ggtcctgtgce
taatcttggt
gggcagaaag
tacttagaaa
cccaactggg
cagggctcag
accaggaaac
caggttggat
gcagagatgg
gcctctttca
ctaaggccta
gtgatttggg
ggctttgctyg
ttceccagtac
tggcattcaa
tcttgatcta
ctactctaaa
atrtactcac
taggccttga
agaattgcaa
tatgatagag
tgggagatat
tgatctataa
ccaacctagg
tattggtcct
cttteccggga
agcattcagt
caagatcttc
cattcetggg
cagcctctte
tgtggaccag
ccaggtgtat
cttcacaggc
ccaggccaaa
tatttagttg
tcatcaagta
catgaccaga
ctcctgatgce
cattgtatcc
acagtgctag
agaggtacat
cattgaattt
ctggttctat
ctacttcctc

ctattagtgt
aaaacagaaa
cacactgctg
gttccacagg
ggaagaaaga
gagagagaga
cacctactat
ccaggcccct
atattaccag
gaacaaggag
gattagacag
atgttcatgg
ctctctctet
cccaatagtc
agaaggagga
ccagaggaga
cccaaggatg
tcagacatgg
gaggaaagga
agatcaaggt
gcagctccta
tgtgtgtgtg
gatgctgttg
cacgactcaa
ggcgggeate
cacccctggt
tcacagacct
gacacaggga
gttggtcttce
catctgcagc
attcatattc
ccacatttac
ggtaagatgt
aatgtcaaac
cgtggacctg
atgatgggta
aaccagggtt
acctatagga
agaaggagga
gtcaagaagg
caggagttct
aagggagaca
atccaaggca
gtgggattgg
tacaatcagc
ctgtactact
aagaaggaca
gcctcececgget
ggggaaggag
tttettetcet
cagccccaaa
gaggccttta
actttaaaaa
taactgacta
tcatatcaat
tgaggctgag
aaatcaaacc
gttctctttg
gccttectcea
gatgaagtcc
ttacctatgt

16

gttagtcttt
ttacagcaga
taaaaaacta
ctgtacagga
gcgaagggga
gagaatatag
catgagaaca
tctccaacac

ggcactggag
gacttcttga
gggaggaggg
gatgatgtgt
ctttttetct
aaacatgtgce
atagacacag
gaagctggtt
gattcttgge
gaaaattaga
gactacacac
gggctgcaat
gaagtagact
gggtctgtct
ctgggagctg
gggcccggag
ccagggcatce
gagaagggtg
cctacactga
gaaagcaaag
caaggatgag
tccttttcca
tgattcctct
tgcacacccc
ctaatgtgca
tgaatgtgaa
atgaagaatg
ggcagaatag
gatggtgcca
gataaagata
ggtaacacct
ttgtgagtgg
gttctttgta
tcggtgaaac
ggaaaggaga
agacttacgt
aaaaccacta
ttgectacca
aggctatget
ctgtgctcct
agcgtaatgg
accatgacac
gtcaattaaa
gatattattc
aatcatatgce
gaaagaagta
cctataaggce
agagttaagt
cagagctgtg
gagtgttggt
tgaattaaaa
tgtcttggaa
cccttcteat

gtccecetggt
gtgcaataat
ctgggtaatt
agcatggctg
agcaagcaca
gggaagtgct
gcaagggata
atgtcgacgt
aaacacagag
aacagatgac
gcagctaaag
ctctcgttgt
gtgtgtgttt
cccaggagag
aaaatgagag
agcattgaat
aagtcgactc
ggagtgtcat
agggaataat
attcagaaaa
ctgctgagat
ctccatggcey
ttctactgcet
tcctgcecttec
cgggccataa
agaaaggaga
tataaactat
cttttttatg
tgtagatggt
tececeetttece
ttctgtctge
ctgaaaggct
aggctctgtt
caagtattca
aaggcttcaa
aggaggagag
gcacataaag
gagttgaaat
ctctcectttt
gagccacagg
gtcactgagg
cggagtaccc
acctggagaa
tactatcccce
tgatggctcc
catcacagtc
cttcacctat
gcatctggag
actctatgct
caactgatca
ggctttcagt
attcatttac
tatgttccca
gttgacagtg
acagggaaca
gaatgtctaa
gactttgttc
aggtgtctgt
cctcceccaa
ggactactac
gecctttecect

13860
133820
13980
14040
14100
14160
14220
14280
14340
14400
14460
14520
14580
14640
14700
14760
14820
14880
14840
15000
15060
15120
15180
15240
15300
15360
15420
15480
15540
15600
15660
15720
15780
15840
15900
15960
16020
16080
16140
16200
16260
16320
16380
16440
16500
16560
16620
16680
16740
16800
16860
16920
16980
17040
17100
17160
17220
17280
17340
17400
17460
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ccaacgggga
cctggccagg
actctgtcac

ctgggtccaa
caccacacat
gctggteteg
ttacaggcat
agtcctgggt
gcttccgtca
cttgaatccc
atccacagaa
ctggacaata
cagaattttt
gaagccattg
tattgttctt
acaataactc
tatcaatata
ctctcttaca
tctttttgtt
cagtggcatg
ctcagcctcc
atttttagta
gtgatctgce
agagggatga
attcacaaca
aaatggaaac
aaggtttgaa
cttccgecagt
cgatatcaaa
aaatggacat
atgccccage
gaccaatcac
ggggtatgta
agtggatgat
ctttcatgag
tcaacaagta
ttacagaaca
aaccagaggc
agatttcagg
tctttagttc
tgtttagtat
tatctgtgat
aacttccttt
tttcettect
ctctcgttct
accatgagca
tgcgcccage
ggtttcaaac
aggcatgagc
tttecatcat
actgcatgta
tttagacaat
ttgctgttca
ttcataatat
ttttagtggt
atattttgce
ctttctttta
caatgttatg
aaaatacata

aagccaactc
agcttctctg
ccaggctgga
gcaattattg
ggctaatttt
aactcctgge
gagccaccat
gtgaggaaca
cctctaaatc
gtatctaccc
acattttcat
tgaatctttt
catcaagaag
tctcettgag
taagaattac
cagtgatgtt
taaatttaaa
tgtgtattge
gttgttgttg
atctcggett
cgagtagctg
aagacagggt
cacctccatt
agaggtgaga
gaaaacccaa
atttattcct
ccaaagctca
gtaggcttta
aagactgtgg
catgttttcet
aagtgtaacc
tgagtcagga
gaggtatttt
agatgcaaaa
tttceccagag
gctaaagtct
cgctttcaca
acagagagag
attaatggtc
tgtcagcttt
tatgtcttat
aattttctgt
tctttettee
tecttectece
gtggccctgg
attctcctgce
taatttttgt
tcctgacttt
catcacacct
gttactttaa
gttgggtata
ttatatttaa
ccacttctgt
tttatcttaa
tgcttgaggg
acttgcagta
tgttgtagtt
atttttgcat
ttcagatatt
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catctctaag
atgtgatatc
gtacagtgac
tgcctcagec
tgtattttta
ctaggtgatc
gcccagtcga
cctcccacca
ccttgcagat
agaattaact
tttaggaaat
ccactgaagt
gtagcttgag
taccaacagg
aggttgaggt
cttcaaagat
aaactatctt
taatcattaa
tttttaagat
actgcaacct
ggaccacagg
ttcaccatat
tttgttgtta
gtaagccttg
gatattatgc
ttgcataata
aaacaatcaa
ccctcaggtg
cctgecccecagce
ggtgatgcce
ttgcatctca
ggatgaaata
ccctaaagca
taatacctgt
agacatagct
ggctatgctc
gttaccctaa
tcaactgagg
ctgtgatgct
tgcttcatat
tggtgcattt
gttctgaagt
ttectttcett
ttttetttcet
ctggagttca
ctcagcctce
atttttcgta
gtgatccacc
ggtcaacttt
atatatctat
atttttatec
taaaattgtt
tttattctct
tttatttatt
attacaatgt
aaccgtagaa
gtcatatata
tcgtcagtca
catcat

tgctgaactc
cacttttttt
acgacctcgg
tccecgagtag
gtagaaatgg
cacccgcctc
tatctcactt
ggctagaggce
ccttgataaa
ccattccagt
ccctggtttt
tagggatgac
cctgaaatgc
gtcagggaag
agttgatggt
tttagcaaaa
tttgcttaca
ggtattattt
ggagtttccc
ttgcctccea
tgcctaccac
tggcecaggcet
ttttttgaga
tgttagtcag
aaactactgt
gaaattacca
gaccctttitce
ctacacagta
tctegtatcee
aaagaggaga
ttgctctggce
ttcatattga
aaattgggac
ccacaacaaa
ggaaaattcc
acagtctcac
actctctggg
ccaaaagagg
ttgaagtaca
attttagcege
actctcttat
ctactttgtc
tcttecttec
ctctctctet
gtggtgtgat
caagtagctg
gagacggggt
cgceccteggcee
cttttgatta
attattgtat

agtctaaaaa

gaatttaaga
ttccagaatt
gggtatttge
acttaacttt
ggcttataat
ttacatctat
tatatatatt
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atccctgttc
tttttttgag
ctcactgcag
ctgagacttc
ggtttcgtca
gacctcccaa
tttattttge
aactgcccag
tgcctcatga
ctctgcatgt
aagtatcaat
tgtgattttc
aaaacccatg
actgggcctce
ggtaaacatt
acagagtaaa
gttttaaatc
ttteccacata
tctgttgcca
ggttcaagcg
catgccaggc
ggtctcgaac
aagatagata
aactctgtgt
aagcaagaaa
gagttgttct
tgtatgtcct
tagttctagg
ccaagccaca
gaggaagctc
tgagttgtgt
cttaattgca
actgttatca
ctcttaatgce
tattgatttt
atctggttgg
gcagggttat
cctgagagaa
attgtggatt
tctattatta
cattatgtaa
taaaaataac
tttctttcte
ctctctettt
cttggctcac
gaactacagg
ttcaccacat
tcccaaagtg
gtgtttttgt
ttaaaatgtg
tatctgtctt
tggatgactg
cttttggatt
ctatatctct
tcacagtgtyg
catattagta
atacactgaa
ttaaagaatt

ctcaaggcca
atggagtctce
ccteettetce
aggtgcattc
tgttggccag
agtgctggga
catggatgag
gaaggactgt
agaccaatct
aatcagtttt
cettgttcag
agaacacgte
gaggaattct
ctgaatttat
ctctcaggag
tagcattctc
ctgaacaatt
taaagctttg
ggctagagtg
attcttctgc
taatttttgt
tecctgaccett
tgaggtttag
tgtgaatgtc
aataaaggaa
gtctttagat
tctgttctge
gtttccctcee
ccatctggct
tctttcecag
gcctgtttet
gcttaagtta
gaaataggag
tgtgtttgag
ctctaaaatt
ggtgggctce
tcectttgtgg
actgaggtca
tgtccaattc
gatatataca
tgtecttcett
atacgcactc
tctctetcte
ttttgacaga
tgctacctct
ctcatgccac
tcgtcaggtt
ctgggattac
ggtatatctt
tttcttacag
ttaattggtg
ttttatttgt
gtttaaatat
ttgtggtatt
cataaagtta
cctctatcca
acattatagg
taagaggaga

17520
17580
17640
17700
17760
17820
17880
17%40
18000
18060
18120
18180
18240
18300
18360
18420
18480
18540
18600
18660
18720
18780
18840
18900
18960
19020
19080
19140
18200
18260
19320
18380
19440
19500
19560
19620
19680
18740
18800
19860
19920
19980
20040
20100
20160
20220
20280
20340
20400
20460
20520
20580
20640
20700
20760
20820
20880
20940
20966
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