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DESCRIPCION

Procedimiento de identificacién de la proteina humana ADAMTS-17.
Campo de la invencion

La invencidn se adscribe al campo de los procesos bioldgicos de adhesion celular y remodelacidn tisular, incluyen-
do los asociados a condiciones fisiolégicas como la respuesta inmune, la angiogénesis, la coagulacion, la cicatrizacién
de heridas, los procesos reproductivos, la implantacién embrionaria, o el desarrollo fetal, asi como procesos pato-
l16gicos incluyendo los tumorales, artriticos, cardiovasculares, hematolégicos y neurodegenerativos. En concreto, la
presente invencion versa sobre una proteina humana que contiene dominios de adhesién celular y metaloproteasa,
sobre el gen que la codifica, y sobre sus posibles inhibidores. Mds particularmente, la presente invencién aborda la
identificacién de la proteina humana llamada ADAMTS-17, y el andlisis de su estructura y de sus posibles funciones
normales y patoldgicas.

Estado de la técnica

Las proteinas denominadas ADAMs (a disintegrin and metalloproteinase domain) o desintegrinas celulares, son
una familia de enzimas que han adquirido una notable importancia dada su capacidad de participar en procesos bio-
16gicos que implican fenémenos de adhesion celular y proteolisis extracelular (Cell 90, 589, (1997)). Estas proteinas
poseen una peculiar organizacion estructural con dominios de proenzima, metaloproteasa, desintegrina, rico en cistei-
na, factor de crecimiento epidérmico, transmembrana, y citoplasmatico. Algunos de estos dominios son semejantes a
los encontrados en una familia de proteinas aisladas de venenos de serpientes (Methods Enzymol. 248, 345, (1995)).
Estas proteinas de serpientes junto con las ADAMs, constituyen la superfamilia de las reprolisinas, caracterizadas por
la presencia de una secuencia HEXXHXXGXXHD en su dominio catalitico.

Las ADAMs han sido identificadas en una variedad de tejidos de mamiferos, asi como en otros organismos eu-
cariotas como Xenopus laevis, Drosophila melanogaster y Caenorhabditis elegans, pero no en plantas, levaduras o
bacterias. Inicialmente, las ADAMs se asociaron a procesos reproductivos, pero posteriormente su espectro de funcio-
nes se ha extendido considerablemente (Curr. Opin. Cell Biol. 10, 654, (1998)). Asi, la meltrina-& (ADAM-12) se ha
implicado en fusién de mioblastos. Las meltrinas @ y 8 también participan en procesos de diferenciacién y actividad
osteobldstica. Otras ADAMSs como las denominadas MS2 y decisina, participan en distintos procesos de la respuesta
inmune. Ademds, estudios recientes han permitido caracterizar las propiedades enziméticas y especificidad de sustrato
de varias ADAMs como ADAM-9, ADAM-10 o ADAM-17 que actiian como proteasas implicadas en el procesamien-
to proteolitico de sustratos celulares relevantes, incluyendo precursores de citoquinas y factores de crecimiento.

La complejidad estructural y funcional de esta familia de proteinas se ha extendido considerablemente tras el
reciente hallazgo de una serie de nuevas proteasas relacionadas con las ADAMs y caracterizadas por la presencia en
su secuencia de aminodcidos de varias copias de dominios trombospondina (J. Biol. Chem. 274, 25555, (1999)). El
primer miembro de esta familia, denominado ADAMTS-1, se identificé como consecuencia de su asociacién con el
desarrollo de caquexia tumoral y de varios procesos inflamatorios. Posteriormente, se identificé la ADAMTS-2, con
actividad de procolageno I amino-proteasa y cuya deficiencia origina el sindrome de Ehlers-Danlos tipo VIIC (Am. J.
Hum. Gen. 65, 308, (1999)). Otros miembros de la familia son las proteinas denominadas ADAMTS-4 y ADAMTS-
11, las cuales poseen la actividad agrecanasa responsable de la degradacion del cartilago articular en enfermedades
artriticas. Por otra parte la ADAMTS-8 y la ADAMTS-1 han sido identificadas como proteinas capaces de inhibir los
procesos de angiogénesis. Finalmente, otras proteinas como las ADAMTS-3, ADAMTS-5, ADAMTS-6, ADAMTS-
7y ADAM-TS12 sélo se han caracterizado al nivel estructural y sus funciones todavia no han sido aclaradas. Todas
estas proteinas tienen una organizacion similar en dominios, pero difieren sustancialmente de la estructura prototipo de
las ADAMs. Asi, las ADAMTS-s carecen del dominio de factor de crecimiento epidérmico, la regién transmembrana,
y la cola citoplasmadtica caracteristicas de las ADAMs, pero contienen una serie de copias de trombospondina, que
representan la caracteristica distintiva de los miembros de esta familia de proteinas. El hallazgo de que las ADAMTS
pueden estar implicadas en una amplia variedad de procesos bioldgicos y patoldgicos ha estimulado la biisqueda de
nuevos componentes de la familia.

Una de las estrategias para la identificacién de nuevas ADAMTS humanas consistiria en la aplicacién de méto-
dos de clonacién por homologia. Una de las miiltiples formas de abordar este método, persigue en un primer paso la
busqueda en bancos de datos accesibles publicamente, de fragmentos de secuencias de nucledtidos de genes humanos
generados de manera aleatoria y que tengan similitud con las secuencias de los genes de las desintegrinas ya conocidas.
Tras su identificacion, los hipotéticos fragmentos homdélogos se pueden amplificar mediante PCR de ARN total de te-
jidos humanos en los que se sospeche la expresion de dichos genes, y utilizarlos como sondas para hibridar genotecas
de ADNCc preparadas a partir de ARN de los mismos tejidos. Alternativamente, se puede extender la secuencia hacia
los extremos 5° 0 3’ mediante técnicas de amplificacién rdpida de los extremos de los ADNcs (NACE). Finalmente,
la secuenciacidn y posterior caracterizacion de los clones humanos aislados mediante técnicas estdndar de Biologia
Molecular, permitirfa confirmar la identificacién de nuevas ADAMTS y definir el posible papel de las proteinas codifi-
cadas por dichos clones en procesos normales y patologicos de adhesion celular o proteolisis. Basdndose en esta idea,
los autores de la invencidn, tras los pertinentes estudios experimentales, han llegado a los objetivos antes enumerados
que constituyen los diversos aspectos de la presente invencion.
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Breve descripcion de la invencion

Un objeto de la presente invencion es identificar el gen humano que codifica una nueva proteina humana denomi-
nada ADAMTS-17.

Un segundo objeto de la invencién es analizar la expresion en tejidos humanos del gen de la ADAMTS-17.
Un tercer objeto de la invencion es analizar la expresion del gen de la ADAMTS-17 en tumores humanos.
Descripcion detallada de la invencion

El primer objeto de la invencién consistié en la identificaciéon de un gen humano que pudiera codificar una nue-
va ADAM humana. Para ello la secuencia de aminodcidos de regiones conservadas en las ADAMs descritas se
compard con la division de Expressed Sequence Tags (ESTs) de la base de datos GenBank utilizando el progra-
ma TBLASTN (J. Mol. Biol. 215, 403, (1990)). Se identific6 en ADN gendémico humano secuencias que podrian
corresponder a regiones metaloproteasa y disintegrina de una nueva ADAMTS human. Para llevar a cabo su amplifi-
cacion se sintetizaron dos oligonucleétidos, AD-1 (5’-CACGCAGCCTGGAGCAGGTG-3") y AD-2 (5’-AGGATGG
CAATGGCTTCAGG-3’). Estos oligonucleétidos fueron utilizados para amplificar el fragmento de ADNc correspon-
diente, empleando como molde DNA total aislado a partir de una genoteca de ADNc humano de pulmén fetal. Para
ello se utilizaron 20 pmoles de cada oligonucleétido, aproximadamente 1 microgramo de ADNc, 0,2 mM dNTPs
y 1,25 U de Taq DNA polimerasa en un volumen total de 50 microlitros de tampén ExpandLong 3 (Boehringer
Mannheim). La amplificacién se llevé a cabo en un aparato GeneAmp2400 de Perkin-Elmer, y consistié en 40 ciclos
de desnaturalizacion (15 s, 94°C), hibridacién (20 s, 64°C) y extension (20 s, 72°C). El fragmento de DNA resultante,
de 460 pares de bases (pb) se purificé mediante electroforesis en gel de agarosa y posterior extracciéon con GeneClean.
La identidad del fragmento amplificado se verificé mediante su clonacién en el vector pUC18 y posterior secuen-
ciacién de nucleétidos mediante técnicas estdndar de Biologia Molecular. La traduccién conceptual del fragmento
clonado indic6 que se trataba de una nuevo miembro de la familia ADAMTS.

Con el fin de obtener una secuencia de ADNc que contuviera la informacién codificante de la proteina completa, a
partir del producto de PCR obtenido con los oligonucleétidos AD-1 y AD-2 se llevé a acabo la extension de sus extre-
mos 5’y 3 mediante técnicas de amplificacion rapida de extremos de ADNcs utilizando ARN de pulmén fetal humano y
el método Marathon de Clontech. Tras una serie de amplificaciones sucesivas se obtuvo un fragmento que contenia un
codén de terminacion en la misma fase de lectura que el resto del ADNc identificado. Finalmente, el ADNc codifican-
te completo se obtuvo por amplificacion con los oligonucleétidos ADTS17F (5’-ATGTGTGACGGCGCCCTGCTG-
3’) y ADTS17R (5’-TCACGAGCTCGGCGGTGGCTG-3’). El andlisis informético de la secuencia obtenida revel6
la existencia de una fase abierta de lectura, que codifica una proteina de 1095 aminoécidos a la que denominamos
ADAMTS-17. Su secuencia de aminoécidos, asi como la secuencia nucleotidica que la codifica se muestra como SEQ
ID NO: 1. La comparacion de esta secuencia de aminodcidos con todas las secuencias presentes en los bancos de
datos accesibles publicamente demostro la existencia de un grado significativo de similitud con otras ADAMSs y mas
especificamente con miembros de la familia de las ADAMTS (J. Biol. Chem. 274, 25555, (1999). Asi, la proteina
presenta todos los motivos caracteristicos de estos enzimas incluyendo la secuencia sefal, el propéptido, los dominios
metaloproteasa, desintegrina y rico en cisteina, asi como diversas repeticiones tipo trombospondina (TS).

Un andlisis més detallado de la secuencia de aminodcidos deducida para la ADAMTS-17 determind la existencia
de un prodominio en el que se localiza un residuo de cistefna (posicién 201) que podrian estar implicado en el man-
tenimiento de la latencia enzimatica. Este prodominio termina en un motivo dibasico que podia corresponder al sitio
de activacion por furina, que poseen estos enzimas. El dominio catalitico incluye la secuencia HEXXHXXGXXHD
(posiciones 389-400) implicado en la coordinacién del 4tomo de zinc en el centro activo de las metaloproteasas, y
con el residuo de dcido aspértico que permite distinguir las reprolisinas de las MMPs. Este dominio también posee el
residuo de metionina (posicién 413) que contribuye a formar la estructura Met-giro presente en reprolisinas y MMPs.
Tras el dominio catalitico puede reconocerse el dominio desintegrina, similar en tamafio al de otras ADAMTS y con
las ocho cisteinas altamente conservadas en dicha region. Finalmente, el dominio rico en cisteinas muestra un alto
porcentaje de identidades (alrededor del 50%) con el dominio equivalente presente en otras ADAMTS incluyendo los
diez residuos de cisteina conservados en todas ellas. Por todo ello, podemos concluir que la proteina identificada per-
tenece a la familia de las ADAMTS y ha sido denominada ADAMTS-17 La secuencia fue depositada en el banco de
datos EMBL con el nimero de acceso AJ315735. Tanto el ADN aislado como el polipéptido codificado, representados
en SEQ ID NO: 1, como secuencias parciales obtenidas de ambos, pueden sintetizarse quimicamente también.

El segundo objeto de la invencidn es analizar la expresion en tejidos humanos del gen de la ADAMTS-17. Con
este fin, se realizaron reacciones de amplificacién mediante técnicas de PCR de ADNcs de diversas genotecas de
tejidos humanos adultos (préstata, cerebros, mama, gldndula submaxilar, endotelio, placenta, higado, aorta, ovario) y
fetales (corazén, pulmoén, higado y rifién). Para ellos se utilizaron 20 pmoles los oligonucleétidos especificos AD-1 'y
AD?2 Para ello se utilizaron 20 pmoles de cada oligonucleétido, aproximadamente 1 microgramo de ADNc, 0,2 mM
dNTPs y 1,25 U de Taq DNA polimerasa en un volumen total de 50 microlitros de tamp6n ExpandLong 3 (Boehringer
Mannheim). La amplificacién se llevé a cabo en un aparato GeneAmp2400 de Perkin-Elmer, y consistié en 40 ciclos
de desnaturalizacion (15 s, 94°C), hibridacion (20 s, 64°C) y extension (20 s, 72°C). Como puede observarse en la
figura 1, tras hibridacién con la sonda de ADAMTS-17, se detectd un producto de amplificacién en la genotecas de
ADNCc de pulmén fetal, asi como de ovario adulto. La confirmacién de que se trataba de ADAMTS17 se hizo mediante
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la secuenciacién directa del producto de amplificacién y posterior traduccién conceptual de la secuencia obtenida.

El tercer objeto de la invencién consistid en el estudio de la expresion del gen de la ADAMTS-17 en muestras
obtenidas de tumores humanos. Se realiz6 de forma similar a la anterior, utilizando ADNc de genotecas de carcinoma
mamario y de osteosarcoma.

Descripcion de las figuras

Figura 1. Andlisis de la expresiéon de ADAMTS17 en las diversas genotecas de ADNc analizadas.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento de identificacién de la proteina humana ADAMTS-17 caracterizado porque comprende las
siguientes etapas:

a) Comparar la secuencia de nucleétidos de regiones conservadas en proteinas ADAMTS con las secuencias par-
ciales de nucledtidos presentes en las bases de datos de genes expresados.

b) Identificar fragmentos homdlogos y amplificarlos mediante PCR de RNA total de tejidos humanos en los que
se puedan expresar dichas secuencias génicas.

¢) Utilizar los fragmentos amplificados como sondas para hibridar genotecas de ADNc humano o como moldes
informativos para extender la secuencia hacia los extremos 5° 0 3’.

d) Aislar los clones de ADNc obtenidos y determinar su secuencia completa de nucleétidos.

2. Procedimiento de identificacién de acuerdo con la reivindicacién 1 caracterizado porque la secuencia génica
identificada codifica una proteina humana denominada ADAMTS-17.

3. Procedimiento de identificacién de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores caracterizado
porque la secuencia génica identificada y su secuencia de aminodcidos deducida son SEQ ID NO: 1.

4. Secuencia génica de SEQ ID NO: 1 y sus polimorfismos, transcritos alternativos, mutaciones, derivados o se-
cuencias parciales, que codifiquen un enzima con actividad proteolitica o de regulacién de procesos de adhesion
celular, homeostasis y angiogénesis.

5. Utilizacién de la secuencia SEQ ID NO: 1 en el disefio de inhibidores de la actividad de la ADAMTS-17.

6. Utilizacion de la secuencia SEQ ID NO: 1 en la produccién de proteinas recombinantes o sintéticas.

7. Utilizacién de la secuencia SEQ ID NO: 1 en la produccién de anticuerpos.

8. Utilizacién de la secuencia SEQ ID NO: 1 en la produccién de sistemas de deteccion de proteinas con alguna de
las actividades descritas para las ADAMTS-s y/o de los genes que codifican para las mismas.

9. Utilizacién de la secuencia SEQ ID NO: 1 en la produccién de composiciones activas en el tratamiento de
procesos patolégicos mediados por ADAMTS-s, y/o por genes que codifican para las mismas.

10. Secuencia de aminoacidos completa o partes de la misma, reflejadas en SEQ ID NO: 1.
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FIGURA 1
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LISTA DE SECUENCIAS

INFORMACION GENERAL:
SOLICITANTE:

NOMBRE: Universidad de Oviedo
CALLE: San Francisco, 3
CIUDAD: Oviedo

PAIS: Espaiia

CODIGO POSTAL: 33003
TELEFONO: 34 (9)8 510 4058

FACSIMIL: 34 (9)8 522 7126
TITULO DE LA INVENCION: Procedimiento de identificacién de la proteina humana ADAMTS-17
NUMERO DE SECUENCIAS: 1
FORMA LEGIBLE POR ORDENADOR:

TIPO DE MEDIO: Disco flexible
ORDENADOR: PC IBM compatible
SISTEMA OPERATIVO: Windows 97

SOPORTE LOGICO: Microsoft Word 7.0
DATOS DE LA SOLICITUD ACTUAL

NUMERO DE LA SOLICITUD:
DATOS DE LA SOLICITUD ANTERIOR

NUMERO DE LA SOLICITUD:

FECHA DE PRESENTACION:
INFORMACION CONCERNIENTE A SEQ ID NO: 1

CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
LONGITUD: 3695
TIPO: 4cido nucleico
NUMERO DE HEBRAS: doble

CONFIGURACION: lineal
TIPO DE MOLECULA: ADNc a ARNm
FUENTE DE ORIGEN:

ORGANISMO: Homo Sapiens

TIPO DE CELULA:
FUENTE INMEDIATA:;

GENOTECA: pulmén fetal

CLON:
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NOMBRE/CLAVE: codén de iniciacion

LOCALIZACION: 1..3
CARACTERISTICA:

NOMBRE/CLAVE: secuencia codificante

LOCALIZACION: 1..3250
CARACTERISTICA:

NOMBRE/CLAVE: codén de parada

LOCALIZACION: 3251..3253

DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 1 (Depositada en el GeneBank Database el 23 de Junio de

2001, con nimero de acceso AJ315735)
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CTG
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CCG

Pro

ACG
Thr

CTG

Leu
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Ala
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GTG
Val

Trp
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GAG
Glu

CCG

Pro

CccC

Pro

CAC

His

CTG
Leu

100

CGG
Arg

CTC

Leu

Gly

GTG
Val

CTG

Leu

CCA

Pro

CTG
Leu

85

CcGC
Arg

CGC
Arg

GGC
Gly

Leu

GTG
Val
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Pro

GCC
Ala
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CcCG

Pro

TTC
Phe

CGC
Arg

CAC

His

CTG

Leu

GAC
Asp

CTC

Leu

GCA
Ala
55

GCC

Ala

GCC
Ala

CTG

Leu

GGC
Gly

ccc
Pro
135

CCT

Pro

CCG

Pro

CCG
Pro

40

GCC
Ala

CCG

Pro

TTC
Phe

TCC

Ser

CGC
Arg
120

GGC
Gly

cCG

Pro

GGC
Gly
25

TGG
Trp

CccC

Pro

CGC
Arg

GGG
Gly

CGA
Arg
105

ccc

Pro

TCC

Ser

CTC
Leu

10

ACA
Thr

CGG
Arg

GGG
Gly

GCC
Ala

CGC
Arg
90

GGC
Gly

GCC
Ala

CTC

Leu

GTC CTG CCC GTG CTG

Val

GCT
Ala

GTG
Val

ccce

Pro

CGG
Arg
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GAC
Asp

TTC
Phe

GAG
Glu

GTC
Val

Leu

GTC
val

CGC
Arg

cGA
Arg
60

ccc

Pro

CTG

Leu

GAG
Glu

CTG

Leu

TCG
Ser

140

Pro Val

GGC GAC
Gly Asp
30

CCC GAC
Pro Asp
45

CGG CGG
Arg Arg

GGA GAG
Gly Glu

TAC CTT
Tyr Leu

GTG GAG
Val Glu
110

TGC TTC
Cys Phe
125

CTC AGC

Leu Ser

Leu

15

GCG
Ala

GAC
Asp

CGA
Arg

CGC
Arg

CAG
Gln
95

GAG
Glu

TAC

Tyr

GCC
Ala

CTG

Leu

GCG
Ala

GTG
Val

CGC
Arg

GCC
Ala
80

CTG

Leu

GCG
Ala

TCG

Ser

TGC

Cys

48

96

144

192

240

288

336

384

432
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GGC
Gly
145

GTG

val

GAA
Glu

GAG
Glu

Lys

GCT
Ala
225

GAC
Asp

ATC
Ile

CTG

Leu

CAA
Gln

GAG

GCC
Ala

CTA

Leu

CAT

His

GCC
Ala

CCG
Pro

210

ATC

Ile

GCC
Ala

CTG

Leu

GGG
Gly

CGT
Arg
290

AGC

GCC
Ala

ATC
Ile

CTG

Leu

CAG
Gln
195

ACG

Thr

CGG
Arg

GAC
Asp

ACC
Thr

ATT
Ile
275

ccc

Pro

TTC

GGC
Gly

CAG
Gln

ATC
Ile
180

AGA

Arg

TGG
Trp

CTC

Leu

ATG
Met

GTC
Vval
260

Lys

GCT

Ala

TGT

GGC
Gly

cccC
Pro
165

AGG

Arg

CCT

Pro

GGC
Gly

ACC
Thr

GTG
Val
245

ATG
Met

ATT
Ile

AAG

Lys

CAC

CTG
Leu

150

CTC

Leu

CGC
Arg

GAG
Glu

AGG
Arg

AGC
Ser

230

CAG
Gln

AAC

Asn

AAC

Asn

TTG

Leu

TGG
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GTT
val

AAC

Asn

Lys

CAG
Gln

CCT
Pro

215

GAG

Glu

TAC
Tyr

ATG
Met

ATT
Ile

TCC
Ser

295

CAG

GGC
Gly

AAC

Asn

TGG
Trp

CTC
Leu

200

TCG

Ser

CAC

His

CAC

His

GTA
Val

Gln
280

ATT
Ile

AAC

CTC

Leu

TCC

Ser

TCC
Ser

185

TGC

Cys

CGG
Arg

ACG
Thr

Gly

TAC
Tyr
265

GTG
val

GGG
Gly

GAG

ATT
Ile

CAG
Gln
170

TTG

Leu

ARG
Lys

GAC
Asp

GTG
val

GCC
Ala
250

AAT

Asn

ACC
Thr

CAC

His

GAG

CAG
Gln
155

GGC

Gly

ACC
Thr

GTT
Val

Trp

GAG
Glu
235

GAG
Glu

ATG
Met

AAG

Lys

CAT

His

TAT

CTT

Leu

CCA

Pro

CCC

Pro

CTA

Leu

CGG
Arg
220

ACC

Thr

GCC
Ala

TTT
Phe

CTT

Leu

GGT
Gly
300

GGA

Gly

TTC
Phe

AGC

Ser

ACA
Thr
205

GAG
Glu

CTG

Leu

GCC
Ala

CAG
Gln

GTC
Val
285

GAG
Glu

CAG
Gln

AGT

Ser

CCT
Pro

1390

GAA
Glu

Arg

GTG
Val

CAG
Gln

CAC
His

270

CTG

Leu

CGG
Arg

GCG

GAG
Glu

GGA
Gly
175

TCT

Ser

Lys

AGG
Arg

GTG
Val

AGG
Arg
255

CAG
Gln

CTA

Leu

TCC

Ser

CGA

CAG
Gln
160

CGA

Arg

GCT
Ala

ARG

Lys

AAC

Asn

GCC
Ala
240

TTC
Phe

AGC

Ser

CGA

Arg

CTG

Leu

TAC

480

528

576

624

672

720

768

816

864

912

960
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Glu
305

CTC

Leu

GAT

Asp

GAA
Glu

GCT

Ala

TTT
Phe
385

GAT
Asp

TGG

Trp

CGA
Arg

CTA

Leu

CTG
Leu

465

Ser

GGC
Gly

GCT
Ala

CcG

Pro

ARG
Lys
370

ACC
Thr

GAC
Asp

GTG
val

GAT
Asp

GTC
Val
450

ccaG

Pro

Phe

AAT

Asn

GCT
Ala

TGT
Cys
355

AGG

Arg

ATC
Ile

CAC

His

Lys

GAC
Asp
435

ACG

Thr

GGC
Gly

Cys

AAC

Asn

GTG
Val
340

GAC
Asp

AAG

Lys

GCC
Ala

TCA

Ser

GGC
Gly
420

CTT

Leu

GAC
Asp

ATG
Met

His

CAG
Gln
325

TTT
Phe

ACT
Thr

TGT

Cys

CAT

His

TCT
Ser

405

CGG

Arg

GAA
Glu

CCcC

Pro

CAC

His

Trp
310

GTT
Val

GTG
val

GTT
val

GTG
vVal

GAG
Glu
390

TGC
Cys

AAC

Asn

AAC

Asn

AGA
Arg

TAC

Tyr
470

ES 2201 874 B1

Gln

CcCccC

Pro

ACC
Thr

GGA
Gly

CTT
Leu

375

CTG

Leu

GCT
Ala

CCA

Pro

TTC
Phe

AGC
Ser

455

AGT

Ser

Asn

GGC
Gly

AGG
Arg

ATT
Ile
360

GCC
Ala

GGC
Gly

GGC
Gly

AGT

Ser

CTC
Leu

440
CAG

Gln

GCC
Ala

Glu

Gly

ACA
Thr
345

GCT
Ala

GAA
Glu

CAC

His

AGG
Arg

GAC
Asp
425

AAG

Lys

CAC

His

AAC

Asn

Glu

Lys
330

GAT
Asp

TAC

Tyr

GAC
Asp

AAC

Asn

TCC
Ser

410

CTC

Leu

TCA

Ser

ACA
Thr

GAG
Glu

Tyr
315

GAC
Asp

TTC
Phe

TTA

Leu

AAT

Asn

TTG
Leu
395

CAC

His

TCT

Ser

Lys

GTA
Val

CAG
Gln
475

Gly

GAC
Asp

TGT
Cys

GGA
Gly

GGT
Gly
380

GGC
Gly

ATC
Ile

TGG
Trp

GTC
Val

CGC
Arg
460

TGC

Cys

Gly

CCG

Pro

GTA
Val

GGT
Gly
365

CTC

Leu

ATG
Met

ATG
Met

TCC

Ser

AGC
Ser

445

CTC

Leu

CAG
Gln

Ala

ccc

Pro

CAC
His

350

GTG
Val

AAT

Asn

AAC

Asn

TCA

Ser

TCC
Ser

430

ACC

Thr

CCG

Pro

ATC
Ile

Arg

CTG
Leu

335

Lys

TGC
Cys

TTG

Leu

CAC

His

GGA
Gly
415

TGC

Cys

TGC
Cys

CAC

His

CTG

Leu

Tyr
320

GTG
vVal

GAT
Asp

AGT

Ser

GCC

Ala

GAC
Asp
400

GAG
Glu

AGC

Ser

TTG

Leu

AAG
Lys

TTT
Phe
480

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1296

1344

1392

1440
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GGC
Gly

GGA
Gly

GAC

Asp

GCG
Ala

GAC
Asp
545

ACG

Thr

CCT

Pro

GAG
Glu

TGC

Cys

GCC
Ala
625

GGG

ATG
Met

CTG

Leu

CCT

Pro

GGG
Gly
530

TGG

Trp

GGA
Gly

GGA
Gly

AAC

Asn

CAG
Gln
610

GTG
Val

AAG

AAT

Asn

TGG

Trp

cce
Pro

515

GAG

Glu

AGC

Ser

GCC
Ala

GGC
Gly

CTG
Leu

595

GCA
Ala

GTG
Val

GAG

GCC
Ala

TGC
Cys
500

CTG

Leu

TGC
Cys

CCG

Pro

CGC
Arg

ACA
Thr
580

CcCcC

Pro

CAC

His

GTT
Val

TCC

ACC
Thr
485

CTG

Leu

GAT

Asp

GTG
val

TGG
Trp

TTC
Phe
565

CAC

His

TGC

Cys

GAC
Asp

GAC
Asp

CCA

TTC
Phe

GTA
Val

GGC
Gly

AGC

Ser

Gly
550

AGG

Arg

TGC
Cys

cccC

Pro

CGG
Arg

GAT
Asp
630

CTG

ES 2201 874 B1

TGC
Cys

GAA
Glu

ACC
Thr

AAG
Lys
535

GCC
Ala

Gln

CCG

Pro

AAG

Lys

CTG
Leu

615

AAG
Lys

CTG

AGA
Arg

Gly

GAG
Glu
520

ACG

Thr

TGG
Trp

AGG
Arg

GGT
Gly

GGT
Gly
600

AGC

Ser

CCa

Pro

GTG

AAC

Asn

GAC
Asp
505

TGT

Cys

cce

Pro

AGC

Ser

Lys

GCC
Ala
585

CTG

Leu

ccc

Pro

TGT
Cys

GCC

ATG
Met
490

ACA

Thr

GGG
Gly

ATC
Ile

ATG
Met

TGT
Cys
570

AGT

Ser

CcCC

Pro

ARG
Lys

GAA
Glu

GAC

GAG
Glu

TCC

Ser

GCA
Ala

ccG

Pro

TGC
Cys
555

GAC

Asp

GTA
Val

AGC

Ser

AAG
Lys

CTC
Leu

635

AGG

CAT

His

TGC
Cys

GAC
Asp

GAG
Glu
540
AGC

Ser

AAC

Asn

Glu

TTC
Phe

Lys
620

TAC
Tyr

GTC

CTA

Leu

AAG

Lys

AAG
Lys
525

CAT

His

CGA
Arg

ccc

Pro

CAT

His

CGG
Arg
605

GGC
Gly

TGC
Cys

CTG

ATG
Met

ACC
Thr
510

TGG

Trp

GTG
Val

ACA
Thr

ccc

Pro

GCG
Ala
590

GAC

Asp

CTG

Leu

TCG

Ser

GAC

TGT
Cys
495

AAG

Lys

TGC
Cys

GAC
Asp

TGT
Cys

CCT
Pro

575

GTC
Val

CAG
Gln

CTG

Leu

CcCcC

Pro

GGT

GCT
Ala

CTG

Leu

CGC
Arg

GGA
Gly

GGG
Gly
560

GGG

Gly

TGC
Cys

CAG
Gln

ACA
Thr

CTC
Leu

640

ACA

1488

1536

1584

1632

1680

1728

1776

1824

1872

1920

1968
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Gly

ccc

Pro

Lys

TGC
Cys

GAC
Asp
705

TCC

Ser

GCA
Ala

TCT

Ser

TTT
Phe

Asn

785

TTG

Leu

Lys

TGC
Cys

ATC
Ile

GGG
Gly
690

TTC
Phe

ATC
Ile

GGC
Gly

GCC
Ala

CAC
His

770

CGC

Arg

TTC
Phe

Glu

Gly

GGC
Gly
675

GTC
Val

AGC

Ser

AAC

Asn

ACA
Thr

AAG
Lys
755

GAC

Asp

ACT
Thr

ATC
Ile

Ser

ccce
Pro

660

TGT

Cys

TGC
Cys

CAC

His

AGT

Ser

ACT
Thr
740

GGA
Gly

Gln

GCG
Ala

TGG

Trp

Pro

645

TAC
Tyr

GAC

Asp

AGC

Ser

GCC
Ala

GAC
Asp
725

GTT
Val

Pro

GAT
Asp

GAA
Glu

ACC
Thr
805

Leu

GAG
Glu

GGC
Gly

GGG
Gly

CGG
Arg
710

TGG
Trp

CGC
Arg

ACC
Thr

TAT
Tyr

AAT
Asn

790

CAC

His

ES 2201 874 B1

Leu

ACT
Thr

ATC
Ile

GAC
Asp
695

Gly

Lys

TAT
Tyr

Lys

Gly
775

CAA

Gln

AGC

Ser

Val

GAT
Asp

ATC
Ile
680

GGC
Gly

ACA
Thr

ATA
Ile

GTG
Val

CTA
Leu

760
ATT

Ile

AGC

Ser

GGC
Gly

Ala

CTC
Leu
665

GGG
Gly

AAG
Lys

GCT

Ala

GAG
Glu

AGA
Arg
745

CcCG

Pro

CAT

His

GAA
Glu

TGG

Trp

Asp
650

TGC
Cys

TCT

Ser

ACC
Thr

cTC

Leu

CTC
Leu

730

Arg

CTG

Leu

TAT

Tyr

CCA

Pro

GAA
Glu
810

Arg

GTG
Val

GCA
Ala

TGC

Cys

Lys
715

cce

Pro

Gly

CAC

His

GAA
Glu

GAA
Glu
795

Gly

Val

CAC

His

GCC
Ala

CAC
His

700

GAC

Asp

GGA
Gly

CTG

Leu

TTG

Leu

TAC
Tyr
780

Lys

TGC

Cys

Leu

GGC
Gly

Lys
685

TTG

Leu

TCG

Ser

GAG
Glu

TGG
Trp

ATG
Met
765

ACT

Thr

CCG

Pro

AGT

Ser

Asp

AAG
Lys
670

GAG
Glu

GTG
Val

GGT
Gly

TTC
Phe

GAG
Glu
750

GTG

Val

GTT
Val

CAG
Gln

GTG
Val

Gly
655

TGC
Cys

GAC
Asp

AAG
Lys

AAG
Lys

CAG
Gln
735

AAG

Lys

TTG

Leu

CCT

Pro

GAC
Asp

CAG
Gln
815

Thr

CAG
Gln

AGA

Arg

GGC
Gly

GGG
Gly
720

ATT
Ile

ATC
Ile

TTA

Leu

GTA
Val

TCT
Ser

800

TGC
Cys

2016

2064

2112

2160

2208

2256

2304

2352

2400

2448



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

GGC
Gly

Lys

CCA

Pro

TGG
Trp
865

TTC
Phe

CAC

His

GTG
Val

GAG
Glu

ACC
Thr
945

CCG

Pro

GGA
Gly

ACC
Thr

GAG
Glu
850

GTG

val

CAG
Gln

GTC
Val

CAG
Gln

TGG
Trp
930

GTG

val

AGA

Arg

ACT

GGG
Gly

ACA
Thr
835

ccc

Pro

GCA
Ala

CAC

His

GCT
Ala

AGC
Ser

915

TCA

Ser

GCG
Ala

GCC
Ala

GGG

GAG
Glu
820

ACT

Thr

CAG
Gln

GGC
Gly

CGG
Arg

ACG
Thr
900

TGT

Cys

CAG
Gln

TGC

Cys

GAG
Glu

GAC

CGC
Arg

CTG

Leu

GTC

Val

CcCG

Pro

GAG
Glu
885

CGG

Arg

GAA
Glu

TGC

Cys

ACC
Thr

GAG
Glu
965

TGG

AGA
Arg

GTG
val

ES 2201 874 B1

ACC
Thr

AAC

Asn

ATC
Ile

GAC
Asp
840

CGA AGG TGC

Arg

TGG
Trp
870

GTG

vVal

ccc

Pro

GGC
Gly

TCT

Ser

AAC
Asn

950

GCC
Ala

TCT

Arg
855

AGC

Ser

ACC
Thr

CTC

Leu

CAG
Gln

GCC
Ala
935

TCA

Ser

TGC

Cys

ACG

Cys

ccc

Pro

TGC
Cys

TAC
Tyr

GAC
Asp
920

AGC

Ser

CAA
Gln

GAG
Glu

TGC

GTC
Val
825

AGT

Ser

AAC

Asn

TGC

Cys

GTG
Val

TGC
Cys
905
TGC

Cys

TGT

Cys

Gly

GAC

Asp

TCG

TCG

Ser

GAC
Asp

TTG

Leu

TCG

Ser

TAC
Tyr
890

elele]

Pro

CTG

Leu

GGT
Gly

Lys

TAC
Tyr
970

TCG

TGT
Cys

TGC
Cys

CAC

His

GCG
Ala
875

CAG

Gln

GGC
Gly

TCC

Ser

Lys

TGC
Cys
955

TCA

Ser

ACC

ACA
Thr

CCT

Pro

ccc
Pro

860
ACC

Thr

CTG

Leu

CCC

Pro

ATC
Ile

GGG
Gly
940

GAC
Aép

GGC
Gly

TGC

Arg

CAA
Gln
845

TGC
Cys

TGT
Cys

CAG
Gln

CGG
Arg

TGG
Trp
925

GTG

Val

GCA
Ala

TGC
Cys

ATT
Ile
830

GCA

Ala

CAG
Gln

GAG
Glu

AAC

Asn

CCG
Pro

910

GAG
Glu

TGG
Trp

TCC

Ser

TAC
Tyr

AAG

GTC
Val

AGC

Ser

TCA

Ser

Lys

GGC
Gly
895

GCG

Ala

GCG
Ala

Lys

ACG
Thr

GAG
Glu
975

GGC

AAC

Asn

CGC
Arg

CGG
Arg

GGC
Gly
880

ACA

Thr

GCA

Ala

TCT

Ser

CGG
Arg

AGG
Arg
960

TGG
Trp

CTG

2496

2544

2592

2640

2688

2736

2784

2832

2880

2928

2976
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Lys

CAG
Gln

AGC

Ser

CAG
Gln

1025

CGC
Arg

TAT

Tyr

TAC

Tyr

CGC

Arg

Thr Gly

TCC CGG
Ser Arg

995
GAG TGC
Glu Cys
1010
GAG GTC

Glu Vval

CTT GCT

Leu Ala

TGC CGG

Cys Arg

Asp
980

Trp

GTG GTG

Val Vval

CCC GCC

Pro Ala

TGC AAC

Cys Asn

GCT CTG

Ala Leu

1045

GTC ATC
Val Ile

1060

ES 2201 874 B1

Ser Thr Cys

CAG TGC ATG
Gln Cys Met

Ser Ser Thr

985

CAC AAG GTC

His Lys Val

1000

CTC TCG AAG
Leu Ser Lys
1015

GAC AGG ATC

Asp Arg Ile

1030

ACC TAC AAA

Thr Tyr Lys

CGA GAA AAG

Arg Glu Lys

CAG
Gln

CAG
Gln
1090

CGC
Arg
1075

CcCca

Pro

TGC TGC CAG
Cys Cys Gln

CCG CCG AGC

Pro Pro Ser

ACC
Thr

TCG

Ser

1095

TGC
Cys
1080

CCT GCC CCC

Pro Ala Pro

AAC GCC AAC

Asn Ala Asn

1035

TGC ACA CGA

Cys Thr Arg

1050
AAC CTC TGC
Asn Leu Cys

1065

AGG GAC TTC
Arg Asp Phe

Cys Gly Lys

ACA GGG CGC
Thr Gly Arg

TAC

Tyr

Gly Leu

990
CAC GGC

His Gly

1005

AGA
Arg

1020

ACC
Thr

GAC
Asp

CAG
Gln

TAT

Tyr

ATC
Ile

CAG
Gln

GAC
Asp

GCA
Ala

1085

CAG TGC TAC

Gln Cys Tyr

ACC TCC CcC

Thr Ser Pro

1040
TGG

ACG GTA

Trp Thr Val

1055
ATG CGG TGG
Met Arg Trp

1070

AAC AAG ATG
Asn Lys Met

TGA CACGCAGTCC CAAGGGTCGC TCAA

3024

3072

3120

3168

3216

3264

3312
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