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DESCRIPCION

Ligando de proteina que se fija al calcio por induccién neuronal aguda de tipo 1.

Ambito de la invencion

La presente invencién se refiere a polipéptidos recientemente descubiertos y a los polinucleétidos que codifican
dichos polipéptidos, denominados en ocasiones “ligando ANIC-BP-1" en el presente documento, para su uso en el
diagnéstico y en la identificacién de compuestos que puedan ser agonistas, antagonistas y puedan ser ttiles para la
terapia, y para la produccién de dichos polipéptidos y polinucledtidos.

Antecedentes de la invencion

El proceso de descubrimiento de farmacos estd pasando actualmente por una revolucién fundamental al adoptar la
“gendmica funcional”, es decir, la biologia basada en genomas o genes de alto rendimiento. Este enfoque como una
forma para identificar los genes y los productos de éstos como objetivos terapéuticos estd dejando atrds rdpidamente los
planteamientos basados en la “clonacién posicional”. Consiste en identificar un fenotipo, es decir, una funcién biol6-
gica o enfermedad genética, la cual se rastrea hasta el gen responsable por medio de su posicion en el mapa genético.

La genémica funcional se basa en gran parte en las tecnologias de secuenciacion de ADN de alta capacidad y las
diferentes herramienta de la bioinformética para identificar secuencias de genes que puedan ser de interés a partir de las
numerosas bases de datos de biologia molecular que existen actualmente. Hay una necesidad constante de identificar y
caracterizar nuevos genes y los polipéptidos y/o proteinas relacionados con éstos como objetivo para el descubrimiento
de farmacos.

Resumen de la invencion

La presente invencion se refiere al ligando ANIC-BP-1, en particular a los polipéptidos ligandos ANIC-BP-1y a
los polinucledtidos ligandos ANIC-BP-1, a los materiales recombinantes y a los métodos para su produccién. Estos
polipéptidos y polinucledtidos resultan de interés para los métodos de tratamiento de algunas enfermedades, como los
derrames cerebrales, los traumatismos craneales, la esclerosis mdltiple, la enfermedad de Parkinson, la enfermedad
de Alzheimer, las lesiones de la médula espinal, denominadas en lo sucesivo “enfermedades de la invencién”, aunque
sin limitarse a ellas. En otro aspecto, la invencidn se refiere a los métodos para identificar agonistas y antagonistas
(por ejemplo, inhibidores) que utilicen los materiales contemplados en la invencion, y para el tratamiento de dolencias
asociadas al desequilibrio del ligando ANIC-BP-1 con los compuestos identificados. En otro aspecto mads, la invencién
se refiere a las pruebas diagndsticas destinadas a la deteccidn de las enfermedades asociadas a actividades o niveles
inadecuados de ligando ANIC-BP-1.

Descripcion de la invencion

En un primer aspecto, la presente invencion se refiere a los polipéptidos ligandos ANIC-BP-1. Entre dichos poli-
péptidos se encuentran:

(a) un polipéptido codificado por un polinucleétido que comprende la secuencia de SEQ ID NO:1;

(b) un polipéptido que comprende una secuencia de polipéptidos que son idénticos al menos en un 95%, 96%,
97%, 98% 0 99% a la secuencia de polipéptidos de SEQ ID NO:2;

(c) un polipéptido que comprende la secuencia de polipéptidos de SEQ ID NO:2;

(d) un polipéptido que es idéntico al menos en un 95%, 96%, 97%, 98% o0 99% a la secuencia de polipéptidos
de SEQ ID NO:2;

(e) la secuencia de polipéptidos de SEQ ID NO:2,y

() un polipéptido que posee o comprende una secuencia de polipéptidos que tiene un indice de identidad de
0,95, 0,96, 0,97, 0,98 6 0,99 comparada con la secuencia de polipéptidos de SEQ ID NO:2.

Se cree que los polipéptidos de la presente invencién son miembros del motivo estéril alfa que contienen polipép-
tidos de la familia de las proteinas. Estos resultan de interés porque recientemente se han identificado tres miembros
descritos de los genes de la familia ANIC-BP, denominados ANIC-BP-1, ANIC-BP-2 y ANIC-BP-1B. El ANIC-BP-
1 se encontrd regulado al alza en un modelo con ratas de traumatismo craneal descubierto con la técnica denominada
presentacion diferencial de ARNm.

Las propiedades biolégicas del ligando ANIC-BP-1 se designan en lo sucesivo “actividad bioldgica del ligando

ANIC-BP-1” o “actividad del ligando ANIC-BP-1”. Preferiblemente, los polipéptidos de la presente invencién mues-
tran al menos una actividad biolégica del ligando ANIC-BP-1.
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Pueden utilizarse fragmentos de los polipéptidos de la invencion para producir los polipéptidos completos corres-
pondientes mediante sintesis de péptidos; por lo tanto, estas variantes pueden utilizarse como intermedios para la
produccion de los polipéptidos completos de la invencién. Los polipéptidos de la presente invencién pueden adoptar
la forma de proteinas “maduras” o bien pueden ser parte de una proteina mayor, como un precursor o una proteina de
fusién. A menudo resulta conveniente incluir una secuencia adicional de aminodcidos que contenga secuencias segre-
gantes o secuencias lideres, prosecuencias, secuencias que ayuden a la purificacién, por ejemplo diversos residuos de
histidina o una secuencia adicional para la estabilidad durante la produccién de recombinantes.

Los polipéptidos de la presente invencion pueden prepararse de cualquier manera adecuada, por ejemplo, mediante
aislamiento de fuentes naturales, a partir de células anfitrionas manipuladas genéticamente que comprendan sistemas
de expresion (véase mds abajo) o por sintesis quimica utilizando, por ejemplo, sintetizadores automatizados de pépti-
dos, o por medio de una combinacién de estos métodos. La técnica actual conoce muy bien los medios para preparar
estos polipéptidos.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere a los polinucledtidos ligandos ANIC-BP-1. Entre dichos polinu-
cledtidos se encuentran:

(a) un polinucleétido que comprende una secuencia de polinucleétidos que son idénticos al menos en un 95%,
96%, 97%, 98% 0 99% a la secuencia de polinucledtidos de SEQ ID NO:1;

(b) un polinucleétido que comprende la secuencia de polinucleétidos de SEQ ID NO:1;

(c) un polinucleétido que es idéntico al menos en un 95%, 96%, 97%, 98% o 99% al polinucleétido de SEQ
ID NO:1;

(d) el polinucledtido de la de SEQ ID NO:1;

(e) un polinucledtido que comprende una secuencia de polinucleétidos que codifica una secuencia de poli-
péptidos que son idénticos al 95%, 96%, 97%, 98%, o 99% a la secuencia de polipéptidos de SEQ ID
NO:2;

(f) un polinucledtido que comprende una secuencia de polinucledtidos que codifica el polipéptido de SEQ ID
NO:2;

(g) un polinucledtido que tiene una secuencia de polinucleétidos que codifica una secuencia de polipéptidos
que son idénticos al menos en un 95%, 96%, 97%, 98% o 99% a la secuencia de polipéptidos de SEQ ID
NO:2;

(h) un polinucleétido que codifica los polipéptidos de SEQ ID NO:2;

(1) un polinucleétido que posee o comprende una secuencia de polinucledtidos que tiene un indice de identidad
de 0,95, 0,96, 0,97, 0,98 6 0,99 comparada con la secuencia de polinucleétidos de SEQ ID NO:1.

(j) un polinucledtido que posee o comprende una secuencia de polinucledtidos que codifica una secuencia de
polipéptidos que tiene un indice de identidad de 0,95, 0,96, 0,97, 0,98 6 0,99 comparada con la secuencia
de polipéptidos de SEQ ID NO:2; y polinucleétidos que son complementarios de los polinucleétidos antes
mencionados en toda su longitud.

En otro aspecto, la presente invencidn presenta polinucledtidos que son transcripciones de ARN de las secuencias
de ADN de la presente invencion. Por consiguiente se presenta un polinucleétido de ARN que:

(a) comprende una trascripcion de ARN de la secuencia de ADN que codifica el polipéptido de SEQ ID
NO:2;

(b) esla trascripcién de ARN de la secuencia de ADN que codifica el polipéptido de SEQ ID NO:2;
(c) comprende una trascripcién de ARN de la secuencia de ADN de SEQ ID NO:1; o bien
(d) esla trascripcién de ARN de la secuencia de ADN de SEQ ID NO:1;

y nucleétidos de ARN que son complementarios de estos dltimos.

La secuencia de polinucleétidos de SEQ ID NO: 1 es homéloga a ABO11096 (KIAA0524; Nagase T. et al., DNA
Research 5, 31 - 39; 1998). La secuencia de polinucleétidos de SEQ ID NO:1 es una secuencia de ADNc que codifica
el polipéptido de SEQ ID NO:2. La secuencia de polinucledtidos que codifica el polipéptido de SEQ ID NO:2 puede
ser idéntica al polipéptido que codifica la secuencia de SEQ ID NO:1 o bien puede ser una secuencia distinta a
SEQ ID NO:1, la cudl, como resultado de la redundancia (degeneracion) del codigo genético, codifica igualmente

el polipéptido de SEQ ID NO:2. El polipéptido de SEQ ID NO:2 esta relacionado con otras proteinas del motivo
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estéril alfa que contiene una familia de familias de proteinas que presenta homologia y/o similitud estructural con Gl-
3043572 (KIAA0524; Nagase T. et al., DNA Research 5, 31 - 39; 1998).

Se espera que los polipéptidos y polinucleétidos preferidos de la presente invencion tengan, entre otras cosas,
funciones y/o propiedades bioldgicas similares a las de sus polipéptidos y polinucle6tidos homélogos. Ademas, los
polipéptidos y polinucleétidos preferidos de la presente invencidn tienen al menos una actividad ligando ANIC-BP.

Los polinucledtidos de la presente invencién pueden obtenerse utilizando clonacién ordinaria y técnicas de rastreo
a partir de una biblioteca de ADNc derivada del ARNm en células humanas de hueso, cerebro, mama, colon, células
germinales, corazon, ovarios, pancreas, paratiroides, placenta, bazo, amigdalas, ttero y colon (véase por ejemplo, Sam-
brook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2nd Ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring
Harbor, N.Y. (1989)). Los polinucleétidos de la invencién pueden obtenerse igualmente de fuentes naturales, como
bibliotecas genémicas de ADN o pueden sintetizarse mediante técnicas bien conocidas disponibles comercialmente.

Si se utilizan polinucleétidos de la presenta invencion para la produccion recombinante de polipéptidos de la
presente invencion, el polinucleétido puede comprender la secuencia de codificacién del polipéptido maduro, en si
misma, o bien la secuencia de codificacién para el polipéptido maduro en marco de lectura con otras secuencias de
codificacién, como las que codifican una secuencia lider o secretante, una secuencia de preproteinas, proproteinas o
preproproteinas u otras partes de péptidos de fusion. Por ejemplo, puede codificarse una secuencia de marcadores que
facilite la purificacion del polipéptido fusionado. En algunas realizaciones preferidas de este aspecto de la invencién
la secuencia de marcadores es un péptido de hexahistidina como el proporcionado en el vector pQE (Qiagen, Inc.)
y descrito en Gentz et al., Proc Natl Acad Sci USA (1989) 86:821-824, o bien es una marca HA. El polinucleétido
también puede contener secuencias no codificadoras 5° y 3’, como secuencias transcritas no traducidas, sefiales de
empalme y poliadenilacion, sitios de unién de ribosomas y secuencias estabilizadoras de ARNm.

Los polinucleétidos que son idénticos o que presentan una identidad suficiente a la secuencia de polinucledtidos de
SEQ ID NO:1 pueden utilizarse como sondas de hibridaciéon para ADNc y ADN gendémico o como cebadores para una
reaccioén de amplificacidn de dcidos nucleicos (por ejemplo, PCR). Dichas sondas y cebadores pueden utilizarse para
aislar clones completos de ADNc y gendémicos que codifiquen polipéptidos de la presente invencién y para aislar clones
de ADNc y genémicos de otros genes (incluyendo genes que codifiquen pardlogos de fuentes humanas y ortélogos y
paralogos de especias distintas a la humana) cuya secuencia tenga una gran similitud a SEQ ID NO:1, normalmente al
menos un 95% de identidad. Las sondas y cebadores preferidos generalmente comprenden al menos 15 nucleétidos,
preferiblemente al menos 30 nucledtidos, y pueden tener al menos 50, si no al menos 100 nucleétidos. Las sondas
especialmente preferidas tendrdn entre 30 y 50 nucledtidos. Los cebadores especialmente preferidos tendran entre 20
y 25 nucleétidos.

Puede obtenerse un polinucleétido que codifique un polipéptido de la presente invencién, incluyendo homdélogos
de especies distintas a la humana, mediante un proceso que comprende los pasos de rastreo de una biblioteca en estric-
tas condiciones de hibridacidn con una sonda marcada que tenga la secuencia de SEQ ID NO:1 o un fragmento de ésta,
preferiblemente de al menos 15 nucleétidos; y aislamiento de clones completos de ADNc y genémicos que contengan
dicha secuencia de polinucleétidos. Los especialistas en la materia conocen bien estas técnicas de hibridacién. Las
condiciones estrictas de hibridacién preferidas comprenden la incubacién nocturna a 42°C en una solucién formada
por: 50% de formamida, 5xSSC (NaCl 150 mM, citrato trisédico 15 mM), fosfato sédico S0 mM (pH 7.6), 5x de so-
lucién de Denhardt; 10% de sulfato de dextrano y 20 microgramos/ml de ADN de esperma de salmoén desnaturalizado
y cizallado; a continuacion los filtros se lavan en 0,1x SSC a aproximadamente 65°C.

Los especialistas observardn que, en muchos casos, una secuencia aislada de ADNc estard incompleta, ya que la
regién de codificacion correspondiente al polipéptido no se extiende todo a lo largo del extremo 5’. Esto se debe a
la transcriptasa inversa, una enzima que tiene una “procesividad” (capacidad de la encima para mantenerse unida al
modelo durante la reaccién de polimerizacién) inherentemente baja, por lo que no completa una copia del ADN del
modelo de ARNm durante la sintesis del ADNc de primera cadena.

Existen varios métodos bien conocidos por los especialistas en la materia para obtener ADNc completos o para
extender ADNCc cortos, por ejemplo, los basados en el método de Amplificacion Répida de extremos de ADNc (Rapid
Amplification of cDNA ends - RACE) (véase, por ejemplo, Frohman et al., Proc Nat Acad Sci USA 85, 8998-9002,
1988). Los cambios recientes introducidos en la técnica, ejemplificados por la tecnologia Marathon (marca comercial,
Clontech Laboratories Inc.), han simplificado considerablemente la bisqueda de ADNc mas largos. En la tecnologia
Marathon (marca comercial), los ADNc se preparan a partir de ARNm extraidos de un tejido seleccionado y una se-
cuencia de “adaptadores” ligada a cada extremo. A continuacion se realiza una amplificacién de acido nucleico (PCR)
para amplificar el extremo 5’ “que falta” del ADNc utilizando una combinacién de cebadores oligonucleétidos espe-
cificos para los genes y los adaptadores. A continuacién se repite la reaccién PCR utilizando cebadores “anidados”,
es decir, cebadores disefiados para templar dentro del producto amplificado (normalmente un cebador especifico para
el adaptador que templa otro 3’ en la secuencia del adaptador y un cebador especifico para el gen que templa otro 5’
en la secuencia conocida del gen). Los productos de esta reaccién pueden analizarse posteriormente por medio de una
secuencia de ADN y puede construirse un ADNc completo ya sea uniendo el producto directamente al ADNc existente
para obtener una secuencia completa, o bien llevando a cabo un PCR completo por separado utilizando la informacion
de la nueva secuencia para disefiar el cebador 5°.
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Los péptidos recombinantes de la presente invencién pueden prepararse mediante procesos bien conocidos por
la técnica a partir de células anfitrionas genéticamente manipuladas que contienen sistemas de expresion. Por consi-
guiente, en otro aspecto, la presente invencidn se refiere a sistemas de expresion que comprenden un polinucledtido
o polinucledtidos de la presente invencidn, a células anfitrionas genéticamente manipuladas con dichos sistemas de
expresion y a la produccion de polipéptidos de la invencién mediante técnicas de recombinacién. Asimismo pueden
emplearse sistemas de traduccion sin células para producir dichas proteinas utilizando ARN derivados de las estructu-
ras de ADN de la presente invencion.

Para la produccién de recombinantes, las células anfitrionas pueden modificarse genéticamente para incorporar
sistemas de expresion o partes de éstos para los polinucleétidos de la presente invencion. Los polinucledtidos pueden
introducirse en las células anfitrionas mediante los métodos que se describen en numerosos manuales de laboratorio,
como el que figura en Davis ef al., Basic Methods in Molecular Biology (1986) y Sambrook et al.(ibid). Entre los
métodos preferidos para introducir polinucleétidos en células anfitrionas se encuentran, por ejemplo, la transfeccién
de fosfatos de calcio, la transfeccién mediada por DEAE-dextrano, la transveccion, la microinyeccion, la transfeccién
mediada por lipidos catidnicos, la electroporacidn, la transduccion, la carga por raspado, la introduccién balistica o la
infeccién.

Algunos ejemplos representativos de anfitriones adecuados comprenden células bacterianas, como Streptococci,
Staphylococci, E. coli, Streptomyces 'y Bacillus subtilis; células fiingicas, como las células de levadura y de Aspergillus;
células de insectos, como las células Drosophila S2 y Spodoptera Sf9; células de animales, como las células CHO,
COS, HeLa, C127, 3T3, BHK, HEK 293 y de melanoma de Bowes; y células de plantas.

Se puede utilizar una gran variedad de sistemas de expresion, como por ejemplo, sistemas cromosémicos, episémi-
cos y derivados de virus, por ejemplo, vectores derivados de plasmidos bacterianos, de bacteridfagos, de transposones,
de episomas de levadura, de elementos de insercidn, de elementos cromosémicos de levaduras, de virus, como los
baculovirus, los virus de papova, como el SV40, los virus de vacunas, los adenovirus, virus de la viruela aviar, virus
y retrovirus de pseudorabias, y vectores derivados de las combinaciones de éstos, como los derivados de elementos
genéticos de plasmidos y bacteriéfafos, como los cosmidos y fagémidos. Los sistemas de expresion pueden contener
regiones de control que regulen y generen expresion. Por lo general se puede utilizar cualquier sistema o vector capaz
de mantener, propagar o expresar un polinucleétido para producir un polipéptido en un anfitrién. La secuencia ade-
cuada de polinucleétidos puede introducirse en un sistema de expresién mediante una gran variedad de técnicas bien
conocidas y rutinarias, como por ejemplo, las expuestas en Sambrook et al., (ibid). Las sefiales de secrecion adecuadas
pueden incorporarse en el polipéptido deseado para permitir que la secrecidn de la proteina traducida entre en el lumen
del reticulo endopldsmico, el espacio peripldsmico o el entorno extracelular. Estas sefiales pueden ser enddgenas al
polipéptido o pueden ser sefiales heterdlogas.

Si se desea expresar un polipéptido de la presente invencion para su uso en ensayos de rastreo, generalmente es
preferible que el polipéptido se produzca en la superficie de la célula. En este caso, las células pueden cosecharse
antes de su uso en el ensayo de rastreo. Si el polipéptido se secreta en el medio, éste puede ser recuperado a fin de
recuperar y purificar el polipéptido. Si se produce dentro de la célula, las células deben romperse antes de recuperar el
polipéptido.

Los polipéptidos de la presente invencidn pueden recuperarse y purificarse a partir de cultivos de células recom-
binantes por medio de métodos bien conocidos, como precipitacién con sulfato aménico o etanol, extraccioén acida,
cromatografia de intercambio de aniones o cationes, cromatografia de fosfocelulosa, cromatografia de interaccion hi-
drofébica, cromatografia de afinidad, cromatografia de hidroxilapatita y cromatografia de lectina. Preferiblemente se
utiliza cromatografia liquida de alto rendimiento para la purificacién. Se pueden utilizar técnicas bien conocidas para
replegar proteinas a fin de regenerar la conformacién activa cuando el polipéptido se desnaturaliza durante la sintesis
intracelular, el aislamiento y/o la purificacion.

Los polinucleétidos de la presente invencioén pueden utilizarse como reactivos de diagnéstico mediante la deteccion
de mutaciones del gen correspondiente. La deteccidén de una forma mutada del gen caracterizado por el polinucle6tido
de SEQ ID NO:1 en la secuencia de ADNc o secuencia gendmica, y que estd relacionada con una disfuncion, ofrecera
una herramienta de diagndstico que puede complementar o definir el diagndstico de una enfermedad o propensién
a una enfermedad, resultante de la infraexpresidn, sobreexpresion o expresion alterada del gen en el espacio o en el
tiempo. Los individuos portadores de mutaciones del gen pueden detectarse a nivel de ADN mediante diversas técnicas
bien conocidas.

Los 4cidos nucleicos para el diagndstico pueden obtenerse de las células del sujeto, como sangre, orina, saliva,
biopsias de tejidos o material de autopsia. El ADN gendmico puede utilizarse directamente para fines de deteccién
o puede amplificarse enzimaticamente utilizando PCR, preferiblemente RT-PCR, u otras técnicas de amplificacién
previas al andlisis. Los ARN o ADNc pueden usarse de forma similar. Pueden detectarse supresiones e inserciones
por medio de un cambio de tamafio del producto amplificado respecto al genotipo normal. Las mutaciones puntuales
pueden identificarse mediante la hibridacién de ADN amplificados a secuencias de nucleétidos ligandos ANIC-BP
marcados. Las secuencias perfectamente coincidentes pueden distinguirse de los duplicados no coincidentes mediante
digestion de RNasa o por medio de las diferencias entre las temperaturas de fusion. La diferencia entre secuencias
de ADN puede detectarse igualmente a través de las alteraciones de la movilidad electroforética de los fragmentos
de ADN en geles, con o sin agentes desnaturalizantes, o mediante secuenciacion directa de ADN (véase por ejemplo,
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Myers et al., Science (1985) 230:1242). Asimismo, los cambios de secuencia en lugares concretos pueden revelarse
mediante ensayos de proteccion de la nucleasa, como la RNasa y la proteccioén de S1, o por el método de escision
quimica (véase Cotton et al., Proc Natl Acad Sci USA (1985) 85: 4397-4401).

Se puede construir una matriz de sondas de oligonucledtidos que comprendan una secuencia de polinucleétidos
ligandos ANIC-BP o fragmentos de ésta para llevar a cabo un rastreo eficiente, por ejemplo, de mutaciones genéticas.
Dichas matrices serdn preferiblemente matrices o reticulas de alta densidad. Los métodos basados en la tecnologia de
matrices son bien conocidos y pueden aplicarse de forma general, pudiendo ser utilizados para resolver una serie de
cuestiones en genética molecular, como la expresion de genes, el vinculo entre genes y la variabilidad genética, véase,
por ejemplo, M.Chee et al., Science, 274, 610-613 (1996) y otras referencias citadas en dicho trabajo.

La deteccion de la disminucién o aumento anormales de los niveles de expresién de los polipéptidos o de ARNm
puede utilizarse también para diagnosticar o determinar la propension de un sujeto a una de las enfermedades de la
invencién. La disminucién o aumento de la expresién puede medirse a nivel de ARN mediante cualquiera de los méto-
dos conocidos para cuantificar polinucleétidos, como por ejemplo, la amplificacion de dcidos nucleicos, por ejemplo,
PCR, RT-PCR, proteccién de RNasa, Northern blotting y otros métodos de hibridacién. Las técnicas de analisis que
pueden utilizarse para determinar los niveles de una proteina, como un polipéptido de la presente invencion, en una
muestra derivada de un anfitrién son bien conocidas entre los especialistas en la materia. Dichos métodos de andli-
sis comprenden los ensayos de radioinmunologia, los ensayos de unién competitiva, los andlisis Western Blot y los
ensayos ELISA,

De este modo, en otro aspecto, la presente invencién ofrece un kit de diagnéstico formado por:

(a) un polinucledtido de la presente invencion, preferiblemente la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 1
o una trascripcién del ARN de ésta;

(b) una secuencia de nucleétidos complementaria de la indicada en (a);
(c) un polipéptido de la presente invencion, preferiblemente el polipéptido de SEQ ID NO:2.

Como puede observarse, en dicho kit, los elementos (a), (b) o (c) pueden comprender un componente sustancial.
Dicho kit se utilizard para diagnosticar una enfermedad o propensién a una enfermedad, en particular las enfermedades
de la invencion, entre otras.

Las secuencias de polinucleétidos de la presente invencidn resultan ttiles para los estudios de localizacién de
cromosomas. La secuencia estd dirigida concretamente a un lugar determinado de un cromosoma humano y puede
hibridarse con él. El cartografiado de las secuencias correspondientes con los cromosomas que contempla la presente
invencién constituye un paso importante para establecer una correlacién entre dichas secuencias y la enfermedad
asociada al gen. Una vez que se ha cartografiado una secuencia en un lugar preciso del cromosoma, puede establecerse
una correlacién entre la posicién fisica de la secuencia en el cromosoma y los datos del mapa genético. Dichos datos
pueden encontrarse, por ejemplo, en V. McKusick, Mendelian Inheritance in Man (disponible en linea en la Welch
Medical Library de la Universidad John Hopkins). A continuacidn se identifica la relacion entre genes y enfermedades
que se ha cartografiado en la misma regién del cromosoma a través de un andlisis de vinculos (co-herencia de genes
fisicamente adyacentes). Las ubicaciones precisas de cromosomas humanos para una secuencia gendmica (fragmentos
de genes, etc.) puede determinarse mediante Radiation Hybrid (RH) Mapping (Walter, M. Spillett, D., Thomas, P.,
Weissenbach, J., and Goodfellow, P., (1994) A method for constructing radiation hybrid maps of whole genomes,
Nature Genetics 7, 22-28). ResearchGenetics (Huntsville, AL, USA) ofrece una serie de paneles de RH, por ejemplo,
el panel GeneBridge4 RH (Hum Mol Genet 1996 Mar;5(3):339-46 A radiation hybrid map of the human genome.
Gyapay G, Schmitt K, Fizames C, Jones H, Vega-Czarny N, Spillett D, Muselet D, Prud’Homme JF, Dib C, Auffray
C, Morissette J, Weissenbach J, Goodfellow PN). Para determinar la ubicacién de un gen en el cromosoma utilizando
este panel, se realizan 93 PCR utilizando cebadores disefiados a partir del gen de interés sobre ADN de RH. Cada uno
de estos ADN contiene fragmentos gendmicos humanos aleatorios que se mantienen en un entorno de hamster (lineas
celulares hibridas de humanos y hamsteres). Estos PCR dan por resultado 93 marcadores que indican la presencia
o ausencia del producto PCR del gen correspondiente. Estos marcadores se comparan con marcadores obtenidos
utilizando productos de PCR procedentes de secuencias gendémicas cuya ubicacién ya se conoce. Esta comparacién
puede verse en http://www.genome.wi.mit.edu/. El gen de la presente invencion estd situado en el cromosoma humano
Chr. 17 (D175922-D17S798).

Las secuencias de polinucleétidos de la presente invencién constituyen igualmente herramientas ttiles para los
estudios de expresion de tejidos. Dichos estudios permiten determinar las pautas de expresion de los polinucleétidos
de la presente invencién que podrian ser una indicacién de las pautas de expresion de los polipéptidos codificados en
tejidos, al detectar los ARNm que los codifican. Las técnicas utilizadas son muy conocidas e incluyen las técnicas de
hibridacién in situ con clones que forman una reticula, como la hibridacién de micromatrices de ADNc (Schena et
al, Science, 270, 467-470, 1995 y Shalon et al, Genome Res, 6, 639-645, 1996), y las técnicas de amplificacion de
nucledtidos, como el PCR. Un método preferido utiliza la tecnologia TAQMAN (marca comercial) de Perkin Elmer.
Los resultados de estos estudios pueden indicar que el polipéptido funciona normalmente en el organismo. Ademads,
los estudios comparativos entre la pauta de expresiéon normal de los ARNm y la pauta de expresién normal de los
ARNM codificados por una forma alternativa del mismo gen (por ejemplo, que tenga una alteracion en el potencial
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de codificacién del polipéptido o una mutacién de regulacién) pueden permitir conocer el papel que desempefian los
polipéptidos de la presente invencién o la expresion anormal de éstos en enfermedades. Dicha expresion anormal
puede ser de naturaleza temporal, espacial o simplemente cuantitativa.

Los polipéptidos de la presente invencion se expresan en los huesos, el cerebro, las mamas, el colon, las células
germinales, el corazdn, los ovarios, el pancreas, la paratiroides, la placenta, el bazo, las amigdalas, el ttero y el colon.

Otro aspecto de la presente invencion sirve para revelar anticuerpos. Los polipéptidos de la invencién o sus frag-
mentos, o las células que los expresan, pueden utilizarse como inmunogenes para producir anticuerpos inmunoespe-
cificos para los polipéptidos de la presente invencién. Por “inmunoespecifico” se entiende que los anticuerpos tienen
una afinidad considerablemente mayor con los polipéptidos de la invencidn que con otros polipéptidos anteriores.

Los anticuerpos generados contra los polipéptidos de la presente invencion pueden obtenerse administrando los
polipéptidos o fragmentos o células que contengan epitopos a un animal, preferiblemente un animal no humano,
empleando para ello los protocolos rutinarios. Para la preparacién de anticuerpos monoclonales se puede utilizar
cualquier técnica que ofrezca anticuerpos producidos por cultivos de lineas celulares continuas. Por ejemplo, la técnica
del hibridoma (Kohler, G. y Milstein, C., Nature (1975) 256: 495-497), la técnica del trioma, la técnica de hibridomas
de células humanas B (Kozbor et al., Immunology Today (1983) 4:72) y la técnica del hibridoma EBV (Cole et al.,
Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, 77-96, Alan R. Liss, Inc., 1985).

Asimismo, las técnicas para la produccion de anticuerpos de cadena simple, como los que se describen en la
patente US n° 4,946,778, pueden adaptarse para producir anticuerpos de cadena simple a partir de polipéptidos de
la presente invencién. También pueden utilizarse ratones u otros organismos, incluso mamiferos, transgénicos para
expresar anticuerpos humanizados.

Los anticuerpos antes descritos pueden utilizarse para aislar o identificar clones que expresen el polipéptido o
para purificar polipéptidos mediante cromatografia de afinidad. Los anticuerpos contra los polipéptidos de la presente
invencion se pueden utilizar igualmente para el tratamiento de las enfermedades de la invencién, entre otras.

Los polipéptidos y polinucledtidos de la presente invencién pueden emplearse igualmente como vacunas. Por con-
siguiente, en otro aspecto, la presente invencion se refiere a un método para inducir una respuesta inmunoldgica en
un mamifero que comprende la inoculacién en el animal de un polipéptido de la presente invencién que sea capaz
de producir anticuerpos y/o una respuesta inmune en las células T, incluyendo, por ejemplo, células T que produzcan
citoquina o células T citotdxicas, para proteger a dicho animal contra la enfermedad, esté o no presente dicha enfer-
medad en el sujeto. Asimismo se puede provocar una respuesta inmunoldgica en un mamifero mediante un método
consistente en administrar in vivo un polipéptido de la presente invencién a través de un vector que dirija la expresién
del polipéptido y codifique éste a fin de inducir la respuesta inmunoldgica para producir anticuerpos y proteger al
animal contra las enfermedades de la invencién. Una manera de administrar este vector es acelerdndolo en las células
deseadas en forma de recubrimiento de particulas. Dicho vector del dcido nucleico puede comprender ADN, ARN,
un 4cido nucleico modificado o un hibrido de ADN/ARN. Para el uso en vacunas, el polipéptido o el vector de acido
nucleico se administra normalmente en una formulacién de vacuna (composicion). Esta formulacién puede incluir
ademads un vehiculo adecuado. Puesto que un polipéptido puede descomponerse en el estdmago, es preferible su admi-
nistracién por via parenteral (por ejemplo, inyeccion subcutdnea, intramuscular, intravenosa o intradérmica). Entre las
formulaciones adecuadas para su administracién parenteral se encuentran las soluciones inyectables estériles acuosas
y no acuosas que pueden contener antioxidantes, tampones, bacteriostatos y solutos que den a la férmula propiedades
insténicas en la sangre del receptor, asi como suspensiones estériles acuosas y no acuosas que pueden incluir agentes
de suspension o espesantes. Las formulaciones pueden presentarse en recipientes de dosis unitarias o dosis mdltiples,
por ejemplo, ampollas y viales precintados, y pueden almacenarse en lugar fresco y seco, de modo que sélo requieran
la adicién del vehiculo liquido estéril inmediatamente antes de su uso. Las formulaciones de vacunas pueden incluir
igualmente sistemas adyuvantes para mejorar la inmunogenicidad de la formulacién, como sistemas de aceite en agua
y otros sistemas conocidos. La dosis dependera de la actividad especifica de la vacuna y puede determinarse facilmente
mediante experimentos rutinarios.

Los polipéptidos de la presente invencidn tienen una o varias funciones bioldgicas que revisten importancia en uno
o varios estados patolégicos, en particular en el caso de las enfermedades de la invenciéon mencionadas en el presen-
te documento. Por ello resulta conveniente identificar los compuestos que estimulan o inhiben la funcién o el nivel
del polipéptido. Por consiguiente, en otro aspecto, la presente invencidn ofrece un método para rastrear compuestos
para identificar aquellos que estimulan o inhiben la funcién o nivel del polipéptido. Dichos métodos identifican a los
agonistas o antagonistas que pueden emplearse para fines terapéuticos o profilacticos con las enfermedades de la in-
vencion antes mencionadas. Los compuestos pueden identificarse a partir de diversas fuentes, por ejemplo, células,
preparaciones sin células, bibliotecas quimicas, colecciones de compuestos quimicos y mezclas de productos natura-
les. Los agonistas o antagonistas asi identificados pueden ser sustratos naturales o modificados, ligandos, receptores,
enzimas, etc., segin convenga, del polipéptido; una mimética estructural o funcional de éste (véase Coligan et al.,
Current Protocols in Immunology 1 (2):Chapter 5 (1991)) o una molécula pequefa.

El método de rastreo puede simplemente medir la unién de un compuesto candidato al polipéptido o a células o
membranas que contengan el polipéptido, o una proteina de fusién de éste, mediante una marca asociada directa o
indirectamente con el compuesto candidato. De forma alternativa, el método de rastreo puede implicar la medicién o
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deteccién (cualitativa o cuantitativa) de la unién competitiva de un compuesto candidato al polipéptido respecto a un
competidor marcado (por ejemplo, un agonista o antagonista). Ademds, estos métodos de rastreo pueden comprobar
si el compuesto candidato emite una sefial generada por la activacién o inhibicién del polipéptido, utilizando sistemas
de deteccion adecuados para las células que contienen el polipéptido. Por lo general, los inhibidores de activacion se
comprueban en presencia de un agonista conocido, y se observa el efecto que la presencia del compuesto candidato
tiene sobre la activacion por parte del agonista. Ademads, los métodos de rastreo pueden consistir simplemente en
mezclar un compuesto candidato con una solucién que contenga un polipéptido de la presente invencién para formar
una mezcla, midiendo la actividad del ligando ANIC-BP y comparando la actividad del ligando ANIC-BP de la mezcla
con una mezcla control que no contenga el compuesto candidato.

Los polipéptidos de la presente invencion pueden utilizarse en métodos convencionales de rastreo de baja capa-
cidad, asi como en formatos de rastreo de alto rendimiento (HTS). Estos formatos HTS incluyen no sélo el uso de
placas de microtitracién de 96 pocillos, més recientemente de 384, sino también nuevos métodos, como el método de
nanopozo que se describe en Schullek ef al, Anal Biochem., 246, 20-29, (1997).

Las proteinas de fusién, como las construidas a partir de un fragmento Fc y un polipéptido ligando ANIC-BP, como
las descritas en el presente documento, pueden utilizarse igualmente para ensayos de rastreo de alto rendimiento para
identificar antagonistas para el polipéptido de la presente invencién (véase D. Bennett et al., J Mol Recognition, 8:52-
58 (1995); y K. Johanson et al., J Biol Chem, 270(16):

Técnicas de rastreo

Los polinucleétidos, polipéptidos y anticuerpos del polipéptido de la presente invencién pueden utilizarse asimismo
para configurar métodos de rastreo para detectar el efecto de los compuestos afiadidos sobre la produccién de ARNm
y polipéptidos en células. Por ejemplo, se puede realizar un ensayo ELISA para medir los niveles de polipéptido
secretados o asociados a las células, utilizando anticuerpos monoclonales y policlonales mediante métodos ordinarios
bien conocidos. Este método puede utilizarse para descubrir agentes que puedan inhibir o incrementar la produccion
de polipéptido (denominados antagonistas y agonistas, respectivamente) a partir de células o tejidos debidamente
manipulados.

Se puede emplear un polipéptido de la presente invencién para identificar receptores unidos a la membrana o solu-
bles, en caso de existir, a través de técnicas estdndar de unién de receptores ya conocidas. Entre éstas se encuentran los
ensayos de unién de ligandos y ensayos de reticulacién en los que el polipéptido es marcado con un isétopo radiactivo
(por ejemplo, '*I), modificado quimicamente (por ejemplo, biotinilado) o fusionado con una secuencia de péptidos
adecuada para la deteccién o purificacion, e incubado con una fuente del receptor putativo (células, membranas celula-
res, sobrenadantes de células, extractos de tejidos, fluidos corporales). Otros métodos son las técnicas biofisicas, como
la resonancia plasmoénica de superficie y la espectroscopia. Estos métodos de rastreo pueden utilizarse igualmente para
identificar agonistas y antagonistas del polipéptido que compitan con la unién del polipéptido a sus receptores, en caso
de existir éstos. Actualmente ya se conocen métodos estdndar para llevar a cabo dichos métodos.

Algunos ejemplos de antagonistas de los polipéptidos de la presente invencion son los anticuerpos o, en algunos
casos, los oligonucleétidos o proteinas que estdn estrechamente relacionados con los ligandos, sustratos, receptores,
enzimas, etc. del polipéptido, por ejemplo, un fragmento de los ligandos, sustratos, receptores o enzimas; o bien una
pequeila molécula que se una al polipéptido de la presente invencién, pero que no provoque una respuesta, de forma
que se evite la actividad del polipéptido.

Los métodos de rastreo pueden implicar igualmente el uso de tecnologia transgénica y del gen ligando ANIC-
BP-1. La técnica de construccién de animales transgénicos es ya bien conocida. Por ejemplo, puede introducirse
el gen ligando ANIC-BP-1 mediante microinyeccién en el proniicleo masculino de oocitos fertilizados, mediante
transferencia retrovirica en embriones antes o después de su implantacién o bien mediante inyeccion de células madre
genéticamente modificadas, por ejemplo, por electroporacién, en blastocistos anfitriones. Resultan de especial utilidad
los animales transgénicos denominados “knock-in”, en los que se sustituye un gen animal por su equivalente humano
dentro del genoma del animal. Los animales transgénicos knock-in son ttiles para el proceso de descubrimiento de
farmacos, para la validacion de dianas, en la que el compuesto es especifico para el objetivo humano. Otros animales
transgénicos utiles son los denominados animales “knock-out”, en los que se anula parcial o totalmente la expresién
del ort6logo animal de un polipéptido de la presente invencién y codificado por una secuencia endégena de ADN.
El knock-out del gen puede ir dirigido a células o tejidos especificos, puede producirse tinicamente en ciertas células
o tejidos como consecuencia de las limitaciones de la tecnologia o bien puede producirse en todas o casi todas las
células del animal. La tecnologia de animales transgénicos ofrece todo un sistema animal de clonacién de expresiones
en el que los genes introducidos se expresan para obtener grandes cantidades de polipéptidos de la presente invencion.

Se presentan kits de rastreo para su uso con los métodos antes descritos. Estas unidades de rastreo comprenden:
(a) un polipéptido de la presente invencion;
(b) una célula recombinante que expresa un polipéptido de la presente invencion;
(c) una membrana celular que expresa un polipéptido de la presente invencidn, o bien
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(d) un anticuerpo para un polipéptido de la presente invencion;
cuyo polipéptido es preferiblemente el de SEQ ID NO:2.
Cabe sefalar que en dicho kit, los elementos (a), (b), (c) o (d) pueden comprender un componente sustancial.
Glosario

Las siguientes definiciones tiene por finalidad facilitar la comprensién de algunos de los términos usados con
frecuencia en el presente documento.

A los efectos del presente documento, por “anticuerpos” se entienden los anticuerpos policlonales y monoclonales,
quiméricos, de cadena simple y humanizados, asi como los fragmentos Fab, incluidos los productos de un Fab u otra
biblioteca de expresién de inmunoglobulina.

Por “aislado” se entiende alterado “por la mano del hombre” respecto a su estado natural, es decir, que si aparece
en la naturaleza ha sido modificado o extraido de su entorno original o ambas cosas. Por ejemplo, un polipéptido
o un polinucledtido que estén presentes de forma natural en un organismo vivo no estan “aislados”, pero el mismo
polipéptido o polinucledtido separados de los materiales que coexisten en su estado natural estd “aislado”, en la
acepcion utilizada en el presente documento. Ademas, un polinucleétido o polipéptido que ha sido introducido en un

A 6c

organismo mediante transformacién, manipulacién genética o por cualquier otro método recombinante est “aislado”,
incluso si sigue presente en dicho organismo sea éste un organismo vivo o no.

En términos generales, el término “polinucledtido” se refiere a un poliribonucleétido (ARN) o a un polidesoxi-
ribonucleétido (ADN), que puede ser ARN o ADN modificado o no. Entre los “polinucleétidos” se encuentran los
ADN de cadena simple y cadena doble, los ADN que son una mezcla de regiones de cadena simple y cadena doble,
los ARN de cadena simple y cadena doble y los ARN que son una mezcla de regiones de cadena simple y cadena
doble, moléculas hibridas que incluyen ADN y ARN que pueden tener cadena simple o, como es mds comun, cadena
doble o una mezcla de regiones de cadena simple y cadena doble. Ademads, el término “polinucleétido” se refiere a
las regiones de cadena triple que comprenden ARN o ADN, o ambos. El término “polinucleétido” incluye igualmente
los ADN o ARN que contienen una o varias bases modificadas, y los ADN y ARN con estructuras modificadas por
motivos de estabilidad o de otro tipo. Las bases “modificadas” incluyen, por ejemplo, las bases tritiladas y las bases
poco habituales, como la inosina. Se pueden realizar diversas modificaciones a los ADN y ARN, por lo que el término
“polinucleétido” comprende formas de polinucleétidos modificadas quimica, enzimdtica y metabdlicamente, como los
que se encuentran en la naturaleza, asi como las formas quimicas de ADN y ARN que son caracteristicas de virus y
células. Asimismo, el término “polinucleétido” abarca los polinucleétidos relativamente cortos, a los que a menudo se
denomina oligonucleétidos.

El término “polipéptido” se refiere a cualquier polipéptido que comprenda dos 0 mds aminodcidos unidos entre si
por enlaces peptidicos o enlaces peptidicos modificados, es decir, isoésteres peptidicos. El término “polipéptido” se
refiere tanto a los de cadena corta, conocidos comtinmente como péptidos, oligopéptidos u oligémeros, como a los de
cadena larga, a los que generalmente se denomina proteinas. Los polipéptidos pueden contener aminoécidos distintos
de los 20 aminodacidos codificados por genes. Los “polipéptidos” incluyen secuencias de aminoacidos modificados ya
sea por procesos naturales, como los procesos postraslacionales, o bien por técnicas de modificacién quimica que son
bien conocidas. Dichas modificaciones ya han sido descritas en los textos bdsicos y en monografias més detalladas,
asi como en la voluminosa bibliografia de investigacién. Las modificaciones pueden tener lugar en cualquier parte
de un polipéptido, incluyendo su estructura, las cadenas laterales de aminodcido o los términos amino o carboxilo.
Cabe sefialar que el mismo tipo de modificacion puede estar presente al mismo grado o a diversos grados en diferentes
lugares de un polipéptido determinado. Un polipéptido puede contener también muchos tipos de modificaciones. Los
polipéptidos pueden estar ramificados como resultado de la ubiquitinacién, y pueden ser ciclicos, con o sin ramifi-
caciones. Los polipéptidos ciclicos, ramificados y ramificados ciclicos pueden ser resultado de procesos naturales de
postraduccion o pueden producirse mediante métodos sintéticos. Entre estas modificaciones se encuentran la aceti-
lacidn, la acilacion, la ribosilacién de ADP, la amidacion, la biotinilacidn, el enlace covalente de flavina, el enlace
covalente de un nucleétido o un derivado de éste, el enlace covalente de un lipido o de un derivado de éste, el enlace
covalente de fosfatidilinositol, la reticulacion, la ciclizacidn, la formacién de enlaces disulfuro, la desmetilacion, la
formacién de entrecruzamientos covalentes, la formacién de cistina, la formacién de piroglutamato, la formilacién,
la carboxilacién gamma, la glicosilacién, la formacién de anclajes GPI, la hidroxilacién, la yodacién, la metilacion,
la miristilacién, la oxidacion, el procesado proteolitico, la fosforilacion, la prenilacién, la racemizacion, la selenoi-
lacién, la sulfacidn, la adiciéon mediada por ARN de transferencia de aminodacidos a proteinas, como la arginilacion,
y la ubiquitinacién (véase, por ejemplo, Proteins - Structure and Molecular Properties, 2nd Ed., T. E. Creighton,
W. H. Freeman and Company, New York, 1993; Wold, F., Post-translational Protein Modifications: Perspectives and
Prospects, 1-12, in Post-translational Covalent Modification of Proteins, B. C. Johnson, Ed., Academic Press, New
York, 1983; Seifter et al., “Analysis for protein modifications and nonprotein cofactors”, Meth Enzymol, 182, 626-
646, 1990, y Rattan et al., “Protein Synthesis: Post-translational Modifications and Aging”, Ann NY Acad Sci, 663,
48-62, 1992).

El término “fragmento” de una secuencia de polipéptidos se refiere a una secuencia de polipéptidos que es mas
corta que la secuencia de referencia, pero que mantiene las mismas funciones o actividades bioldgicas esenciales que
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el polipéptido de referencia. El término “fragmento” de una secuencia de polinucleétido se refiere a una secuencia de
polinucledtido que es mds corta que la secuencia de referencia de SEQ ID NO:1.

El término “variante” se refiere a un polinucledtido o polipéptido que difiere del polinucleétido o polipéptido de
referencia, pero mantiene las propiedades esenciales de éste. Una variante tipica de un polinucleétido difiere del po-
linucledtido de referencia en la secuencia de nucleétidos. Los cambios en la secuencia de nucleétidos de la variante
pueden modificar o no la secuencia de aminodcidos de un polipéptido codificado por el polinucledtido de referencia.
Los cambios en los nucleétidos pueden tener como resultado sustituciones, adiciones, supresiones, fusiones y trunca-
mientos de aminodcidos en el polipéptido codificado por la secuencia de referencia, como se expone mas abajo. La
secuencia de aminoécidos de una variante tipica de un polipéptido difiere del polipéptido de referencia. Por lo general,
estas alteraciones son limitadas, por lo que las secuencias del polipéptido de referencia y de la variante son similares
en general y, en muchas regiones, idénticas. Las secuencias de aminodcidos de una variante de polipéptido y de un
polipéptido de referencia pueden diferir por una o mds sustituciones, inserciones, supresiones en cualquier combina-
cion. Un resido de un aminodcido sustituido o insertado puede ser o no el codificado por el cdigo genético. Entre las
sustituciones conservadoras encontramos Gly, Ala; Val, Ile, Leu; Asp, Glu; Asn, Gln; Ser, Thr; Lys, Arg; y Phe y Tyr.
Una variante de un polinucleétido o polipéptido puede presentarse de forma natural, como en el caso de los alelos, o
puede ser una variante que no se presente en la naturaleza. Las variantes de polinucleétidos y polipéptidos que no se
presentan en la naturaleza pueden producirse mediante técnicas de mutagénesis o por sintesis directa. Otras variantes
son los polipéptidos que tienen una o varias modificaciones postraduccion, por ejemplo, la glicosilacién, la fosfori-
lacion, la metilacion, la ribosilacion de ADP y modificaciones similares. Entre sus materializaciones encontramos la
metilacion del aminodcido N terminales, las fosforilaciones de serinas y treoninas, y la modificacién de glicinas C-
terminales.

El término “alelo” se refiere a una de las dos o mas formas alternativas de un gen que tienen lugar en un lugar
determinado del genoma.

El término “polimorfismo” se refiere a una variacién de la secuencia de nucleétidos (y en su caso, de la secuencia
de polipéptidos codificados) en un lugar determinado del genoma dentro de una poblacidn.

El término “polimorfismo de nucledtido simple” (Single Nucleotide Polymorphism - SNP) se refiere a la existencia
de variabilidad del nucleétido en una unica posicién de éste en el genoma, dentro de una poblacién. E1 SNP puede
tener lugar dentro de un gen o dentro de regiones intergénicas del genoma. Los SNP pueden verificarse utilizando
la amplificacién especifica de alelos (Allele Specific Amplification - ASA). Para este proceso se requiere un minimo
de tres cebadores. Un cebador comiin se utiliza en complemento inverso respecto al polimorfismo objeto del ensayo.
Este cebador comun puede encontrarse entre 50 y 1500 bps de la base polimérfica. Los otros dos (o mas) cebadores
son idénticos entre si, salvo que la base final 3’ fluctda para coincidir con uno de los dos (o mas) alelos que forman
el polimorfismo. A continuacién se realizan dos (o mas) reacciones PCR sobre la muestra de ADN, cada una de las
cuales utiliza el cebador comtin y uno de los cebadores especificos del alelo.

El término “variante de empalme” en la acepcién utilizada en el presente documento se refiere a moléculas de
ADNCc producidas a partir de moléculas de ARN transcritas inicialmente desde la misma secuencia gendémica de
ADN, pero que han sido objeto de un empalme alternativo de ARN. El empalme alternativo de ARN tiene lugar
cuando una trascripcién de ARN primario sufre un empalme, generalmente para la extraccion de intrones, lo que tiene
por resultado la produccién de mas de una molécula de ARNm, cada una de las cuales puede codificar diferentes
secuencias de aminodcidos. El término variante de empalme se refiere igualmente a las proteinas codificadas por las
moléculas de ADNc antes mencionadas.

El término “identidad” refleja una relacién entre dos o mds secuencias de polipéptido o dos o mds secuencias
de polinucledtidos, que se determina mediante la comparacién de dichas secuencias. Por lo general, la identidad se
refiere a una correspondencia exacta entre nucleétidos o entre aminodcidos de las dos secuencias de polinucleétidos o
polipéptidos, respectivamente, a lo largo de las secuencias comparadas.

“Porcentaje de identidad” - En las secuencias en las que no existe una correspondencia exacta se puede determinar
un “porcentaje de identidad”. Por lo general se alinean las dos secuencias que se desea comparar para obtener la
mayor correlacién posible entre las secuencias. Esta operacion puede incluir la inclusién de “huecos” en una o ambas
secuencias con el fin de aumentar el grado de alineacion. El porcentaje de identidad puede determinarse a lo largo de
cada una de las secuencias comparadas (denominada alineacién global), que resulta especialmente ttil para secuencias
de la misma longitud o de longitud muy similar, o bien a lo largo de tramos mads cortos y definidos (denominada
alineacién local) que es mds adecuada para secuencias de diferente longitud.

La “similitud” es otro pardmetro, mas sofisticado, de la relacién entre dos secuencias de polipéptidos. Por lo ge-
neral, la “similitud” implica una comparacién entre los aminodcidos de dos cadenas de polipéptidos, residuo por
residuo, en la que se tiene en cuenta no s6lo la correspondencia exacta entre pares de residuos, uno de cada se-
cuencia comparada (como en la identidad), sino también, cuando no existe una correspondencia exacta, la posi-
bilidad de que un residuo pueda ser sustituido por el otro desde una perspectiva evolutiva. Esta posibilidad tie-
ne un “marcador” asociado a ella, a partir del cual se puede determinar el “porcentaje de similitud” entre las dos
secuencias.
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Los métodos para comparar la identidad y la similitud de dos o mds secuencias son bien conocidos. Asi por
ejemplo, los programas BESTFIT y GAP de la versién 9.1 del Paquete de Andlisis de Secuencias de Wisconsin
[Wisconsin Sequence Analysis Package version 9.1] (Devereux J et al, Nucleic Acids Res, 12, 387-395, 1984) que
comercializa Genetics Computer Group, Madison, Wisconsin, pueden emplearse para determinar el porcentaje de
identidad entre dos polinucleétidos y el porcentaje de identidad y de similitud entre dos secuencias de polipéptidos.
El programa BESTFIT utiliza el algoritmo de “homologia local” de Smith y Waterman (J Mol Biol, 147,195-197,
1981, Advances in Applied Mathematics, 2, 482-489, 1981) y encuentra la regién con mayor similitud entre las dos
secuencias. BESTFIT es mas apropiado para comparar dos secuencias de polinucleétidos o polipéptidos que tienen
diferentes longitudes, ya que el programa supone que la secuencia mas corta representa una parte de la mas larga. En
cambio, el programa GAP alinea las dos secuencias para encontrar la “similitud maxima” de acuerdo con el algoritmo
de Neddleman y Wunsch (J Mol Biol, 48, 443-453, 1970). E1 GAP es mds adecuado para comparar secuencias que
tienen aproximadamente la misma longitud y se espera una alineacién a lo largo de toda su longitud. Los pardmetros
“ponderacién de hueco” y “ponderacion de longitud” que utiliza cada uno de estos programas serdn preferiblemente
50 y 3 para las secuencias de polinucledtidos, y 12 y 14 para las secuencias de polipéptidos, respectivamente. Los
porcentajes de identidad y similitud se determinan preferiblemente cuando las secuencias comparadas presentan una
alineacién optima.

Se conocen otros programas para determinar la identidad y/o similitud entre secuencias, por ejemplo la familia
BLAST de programas (Altschul S F et al, J Mol Biol, 215, 403-410, 1990, Altschul S F et al, Nucleic Acids Res.,
25:389-3402, 1997, disponible en el Centro Nacional de Informacion de Biotecnologia (National Center for Biotech-
nology Information - NCBI), Bethesda, Maryland, Estados Unidos, a la que se puede acceder a través de la pagina de
NCBI: www.ncbi.nlm.nih.gov) y la familia de programas FASTA (Pearson W R, Methods in Enzymology, 183, 63-99,
1990; Pearson W R y Lipman D J, Proc Nat Acad Sci USA, 85, 2444-2448,1988, disponible como parte del Paquete
de Analisis de Secuencias de Wisconsin).

Preferiblemente se utiliza la matriz de sustitucién de aminodcidos BLOSUMG62 (Henikoff S y Henikoff J G, Proc.
Nat. Acad Sci. USA, 89, 10915-10919, 1992) para la comparacién de secuencias de polipéptidos, incluso cuando las
secuencias de nucledtidos se traducen primero en secuencias de aminodcidos antes de la comparacion.

El programa BESTFIT se utiliza preferiblemente para determinar el porcentaje de identidad entre una secuencia de
polinucleétidos o polipéptidos de consulta y una secuencia de polinucleétidos o polipéptidos de referencia, ya que la
secuencia de consulta y la de referencia se alinean de forma 6ptima y los pardmetros del programa se ajustan al valor
predeterminado, como se describe mds arriba.

El “indice de identidad” es un pardmetro de la relacion entre secuencias que puede utilizarse para comparar una
secuencia seleccionada (de polinucleétidos o polipéptidos) y una secuencia de referencia. Asi por ejemplo, una secuen-
cia de polinucleétidos seleccionada que tenga, por ejemplo, un indice de identidad de 0,95 respecto a una secuencia de
polinucleédtidos de referencia, es idéntica a ésta dltima, excepto en que la secuencia de polinucledtidos seleccionada
puede incluir en promedio hasta cinco diferencias por cada 100 nucleétidos de la secuencia de referencia. Dichas dife-
rencias se seleccionan del grupo que haya sufrido la supresion, sustitucién, incluyendo la transicién o transversion, o
la insercidn de al menos un nucleétido. Estas diferencias pueden tener lugar en las posiciones terminales 5° 0 3’ de la
secuencia de polinucledtidos de referencia o en cualquier lugar entre estas posiciones terminales, intercaladas ya sea
de forma individual entre los nucleétidos de la secuencia de referencia o bien en uno o mds grupos contiguos dentro
de la secuencia de referencia. En otras palabras, para obtener una secuencia de polinucledtidos que tenga un indice de
identidad de 0,95 respecto a una secuencia de polinucledtidos de referencia puede suprimirse, sustituirse, insertarse,
o cualquier combinacién de estas operaciones, una media de hasta 5 de cada 100 nucleétidos de la secuencia de refe-
rencia, de la forma antes descrita. Otro tanto se aplica por analogia a los demds valores del indice de identidad, por
ejemplo, 0,96, 0,97, 0,98 y 0,99.

De forma similar en el caso de los polipéptidos, una secuencia candidata de polipéptidos que tenga, por ejemplo,
un indice de identidad de 0,95 respecto a una secuencia de polipéptidos de referencia es idéntica a ésta tltima, excepto
en que la secuencia de polipéptidos puede incluir en promedio hasta cinco diferencias por cada 100 aminodcidos de la
secuencia de referencia. Dichas diferencias se seleccionan del grupo que haya sufrido la supresion, sustitucion, ya sea
conservadora o no, o la insercién de al menos un aminodcido. Estas diferencias pueden tener lugar en las posiciones
terminales amino o carboxilo de la secuencia de polipéptidos de referencia o en cualquier lugar entre estas posiciones
terminales, intercaladas ya sea de forma individual entre los aminodcidos de la secuencia de referencia o bien en
uno o mds grupos contiguos dentro de la secuencia de referencia. En otras palabras, para obtener una secuencia
de polipéptidos que tenga un indice de identidad de 0,95 respecto a una secuencia de polipéptidos de referencia
puede suprimirse, sustituirse, insertarse, o una combinacién de estas operaciones, una media de hasta 5 de cada 100
aminodcidos de la secuencia de referencia, de la forma antes descrita. Otro tanto se aplica por analogfa a los demads
valores del indice de identidad, por ejemplo, 0,96, 0,97, 0,98 y 0,99.

La relacion entre el niimero de diferencias de nucleétidos o aminodcidos y el indice de identidad puede expresarse
con la siguiente ecuacion:

n, <X, — (Xa . 1)3
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donde:
na es el numero de diferencias de nucledtidos o aminoacidos,
xa es el ndmero total de nucleétidos o aminodcidos en SEQ ID NO:1 o SEQ ID
NO:2, respectivamente,
I es el indice de identidad,
- es el stmbolo del multiplicador, y

en la que los productos no enteros de xa e I se redondean al niimero entero inferior mas cercano antes de restarlos de
Xa.

“Homdlogo” es un término genérico que se utiliza en la técnica para indicar que una secuencia de polinucledtidos
o polipéptidos posee un alto grado de relacién con una secuencia de referencia. Dicha relacién puede cuantificarse
determinando el grado de identidad y/o similitud entre las dos secuencias, definidas anteriormente. Los términos
“ort6logo” y “pardlogo” forman parte de este término genérico. El término “ort6logo” se refiere a un polinucledtido o
polipéptido que es el equivalente funcional del polinucleétido o polipéptido de otra especie. El término “pardlogo” se
refiere a un polinucleétido o polipéptido que tiene funciones similares dentro de la misma especie.

El término “proteina de fusién” se refiere a una proteina codificada por dos genes fusionados y no relacionados
o fragmentos de los mismos. En las patentes US 5541087 y 5726044 se describen algunos ejemplos. En el caso del
ligando Fc- ANIC-BP-1, el uso de una regién Fc de una inmunoglobulina como parte de la proteina de fusion resulta
conveniente para llevar a cabo la expresion funcional del ligando Fc- ANIC-BP-1 o de fragmentos de este ligando,
para mejorar las propiedades farmacocinéticas de dicha proteina de fusion al utilizarla para fines terapéuticos y para
generar un ligando ANIC-BP-1 dimérico. La estructura del ADN del ligando Fc- ANIC-BP-1 incluye, en direccién 5’
a 3’, un casete de secrecion, es decir, una secuencia de sefiales que activa la exportacion desde una célula de mamifero
de un ADN que codifica un fragmento de la regién Fc de una inmunoglobulina, como socio de fusién, y un ADN
que codifica el ligando ANIC-BP-1 o fragmentos de éste. En algunos casos resulta conveniente poder modificar las
propiedades funcionales intrinsecas (unién complementaria, unién del receptor Fc) mediante mutacién de los aspectos
funcionales Fc sin modificar el resto de la proteina de fusiéon o suprimir la parte Fc completamente después de la
expresion.

Descripcion de la figura
Figura 1
Interaccion del ligando ANIC-BP-1 con ANIC-BP-1 en S. cerevisiae EGY48/pSHI18-32

Se transformoé S. cerevisiae EGY48/18-32 (Clontech) utilizando plasmidos que codifican proteinas de fusién del
dominio de activacién LexA y Gal4, como se indica en las ilustraciones. En la parte inferior de la figura. Se aisla-
ron colonias individuales que se aplicaron a medios libres de histidina, triptéfano y uracilo con (-WHU-Xgal) o sin
(-WHU) 40 mg/l X-Gal y a un medio libre de histidina, triptéfano, leucina y uracilo que contenia 40 mg/l X-Gal
(-WHLU-XGal).

El crecimiento de todas las cepas en el medio -WHU indica la presencia de plasmidos. El color azul de las levaduras
y el crecimiento en el medio libre de leucina indica la interaccion de cebos y presas (carriles 5 y C), ya que la expresion
de los genes indicadores depende de un esquema de seleccion de dos hibridos. Los carriles 1-5 y A-B se utilizan como
carriles de control. El carril C indica interacciéon de ANIC y ANIC-BP1 en este sistema de dos hibridos de levadura.

Figura 2

Se transformé una cepa de S. cerevisiae EGY48-pSH18-34 mediante pldsmidos que codifican las proteinas de
fusién indicadas en la figura. Se comprobd la actividad del gen indicador de 8-galactosidasa utilizando ONPG de la
forma descrita (Yeast Protocols Handbook, Clontech).
Otros ejemplos
Estructuras de pldsmidos

Clonacion de pDBLeu - ANIC-BP-1

Se amplific6 el ADNc que codifica ANIC-BP-1 mediante PCR utilizando los cebadores ANICBP-Y2H2-up (SEQ
ID NO: 3, cebador 1) y ANICBP-Y2H-low (SEQ ID NO: 4, cebador 2), que se ligd al vector pCR2.1TOPO (In-
vitrogen). Posteriormente, el vector se partié utilizando Nhel y Ncol, y el fragmento que codifica Mo25 se ligd en

pDBLeu.
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Clonacion de pLexA-MCS - ANIC-BP-1

Se fijaron los cebadores de oligonucle6tidos Y2H-MCS1 (SEQ ID NO: 7, cebador 3) y Y2H-MCS2 (SEQ ID NO:
8, cebador 4) y se ligaron a EcoRI y Sall situados en el vector pLexA (Clontech) para generar un vector pLexA-MCS
que contenia lugares de restriccion tnicos EcoRI, Sall, Xhol y Notl.

Se aislé un fragmento que codifica ANIC-BP-1 del vector pDBLeu-Mo25 utilizando EcoRI y Sall, y se hgo al
vector pLexA-MCS para generar pLexA-MCS-ANIC-BP-1. Todos los vectores se confirmaron por secuenciacion.

En SEQ ID NO:5 se presenta la secuencia de péptidos de la proteina de fusién Gal4-ANIC-BP-1 (posicién: 768-
881) y una secuencia de proteinas ANIC-BP-1 completa unida de forma C terminal. En SEQ ID NO:6 se presenta la
secuencia de péptidos correspondiente de la proteina de fusiéon LexA-ANIC-BP-1 que comprende la secuencia de la
proteina LexA (posicién: 1-202) y una secuencia de proteinas ANIC-BP-1 completa unida de forma C terminal.

Rastreo de dos hibridos de levadura para seleccionar proteinas de interaccion ANIC-BP-1

Se realiz6 un rastreo de dos hibridos de levadura (Proquest, Life Technologies), utilizando como cebo pDBLeu-
ANIC-BP-1, de la forma descrita (la seleccién se efectiio en un medio minimo Trp, Leu y His que contenia 25 mM
de 3-aminotriazol). La interaccién se confirmo mediante el ensayo de filtros de §-galactosidasa y un medio libre de
uracilo, triptéfano y leucina, como se indica en el protocolo del fabricante.

Se aisld y secuencié un clon positivo. El ligando de la proteina de interaccion correspondiente se denominé ligando
ANIC-BP-1 y las secuencias se presentan en SEQ ID NO:1 y SEQ ID NO:2.

Confirmacién de la interaccién entre ligandos ANIC-BP-1 utilizando un esquema de seleccién de dos hibridos de
levadura basado en LexA:

Para confirmar la interaccién en un esquema de seleccion diferente se utiliz6 el sistema Matchmaker LexA Two-
Hybrid (Clontech) en las condiciones indicadas por los fabricantes. El vector pLexA-MCS-ANICBP se utiliz6 como
cebo. Se usé como presa el vector ligando pPC86-ANICBP, que fue aislado en el sistema de dos hibridos de levadura
basado en Gal4, de la forma que se describe mds arriba.

Se utilizaron las interacciones de EphrinB2 con PICK1 y un nuevo dominio PDZ que contenia proteina como

controles positivos en la cepa de S. cerevisiae EGY48-pSH18-32. El crecimiento de la colonia en un medio libre de
leucina y el color azul de la colonia indican la interaccion de las proteinas cebo y presa.
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REIVINDICACIONES

1. Proteina ligando ANICP-BP-1 aislada, que se une a una proteina de fusién que comprende la secuencia ANIC-
BP-1 de SEQ ID 5 y/o 6 seleccionada del grupo formado por:

(a) un polipéptido codificado por un polinucleétido que comprende la secuencia de SEQ ID NO:1;

(b) un polipéptido que comprende una secuencia de polipéptidos con una identidad de al menos el 95% con la
secuencia de polipéptidos de SEQ ID NO:2;

(c) un polipéptido que presenta una identidad de al menos el 95% con la secuencia de polipéptidos de SEQ ID
NO:2;

(d) la secuencia de polipéptidos de SEQ ID NO:2.
2. Polinucledétido aislado seleccionado de uno de los grupos formados por:

(a) un polinucledtido aislado que comprende una secuencia de polinucledtidos con una identidad de al menos
el 95% con la secuencia de polinucleétidos de SEQ ID NO:1;

(b) un polinucledtido aislado que tiene una identidad de al menos un 95% con el polinucleétido de SEQ ID
NO:1;

(c) un polinucledétido aislado que comprende una secuencia de polinucledtidos que codifica una secuencia de
polipéptidos que tiene una identidad de al menos el 95% con la secuencia de polipéptidos SEQ ID NO:2;

(d) un polinucleétido aislado que tiene una secuencia de polinucledtidos que codifica una secuencia de poli-
péptidos que tiene una identidad de al menos el 95% con la secuencia de polipéptidos SEQ ID NO:2;

(e) un polinucledtido aislado que es el ARN equivalente de un polinucleétido de (a) a (d);
o una secuencia de polinucleétidos complementaria a dicho polinucleétido aislado en toda la longitud de éste.
3. Sistema de expresion aislado que comprende un polinucledtido capaz de producir un polipéptido de los con-
templados en las reivindicaciones 1 y 2, cuando dicho vector de expresion estd presente en una célula anfitriona

compatible.

4. Célula anfitriona recombinante no humana que comprende el vector de expresion contemplado en la reivindica-
ci6én 3 o una membrana de éste que expresa el polipéptido contemplado en las reivindicaciones 1y 2.
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LISTA DE SECUENCIAS

<223> Descripcién de proteina ligando ANIC-BP-1

<400> 1

agccatcect
acctttgceca
cccttgectg
cgggrccecte
tgtocceege

tcgettctte

ag atg ggg
Met Gly

gecc
Ala

gga
Gly

ggc
Gly

act
Thr

cag

1

cge

Arg

gcg
Ala

gc9
Gly

ggt
Gly
65

gqt

gaa agt gtc
Glu Ser val
20

gct
Ala
3s

cgc
Arg

cge
Arg

gcc
Ala

cgs
Arg
S0

gga gga ggc
Gly Gly Gly

gcg
Ala

ctg tgc gac

cgcetgeteg
accgcteece
gtacccttcet
ttttcccaaa
ggcccecgege
gccatgtegg

5
gcc ggg ggc
Ala Gly Gly

gga gct
Gly Ala

gca
Ala

ggc cat
Gly Arg

999
Gly
5§

ctg gct
Leu Ala
70

gcc atc

gct
Ala

cge

ctcteteett
cgatcctgee
ctcecattcecet
acccgggtet
ccatggtect

gcccacggeg

tcgeccacte
gacactcctc
cceeccteecat
cteecgegtgyg
gacgctgcett
gggcgccgag

agg cac
Arg His

25
gca ggc¢

Ala Gly
40

cgc cgg
Arg Arg

cct
Pro

gtg
val

gcg gcc
Ala Ala

ctc gat ggc

cctgcatctg
ccccaaactt
cttetttece
ccececgectece

ctctececgect

cggctggegg

gcg gtg gca cgg gcc cat ggt ggg ctg cgg gtg
Ala Val Ala Arg Ala His Gly Gly Leu Arg Val

ggt gca gga
Gly Ala Gly

gtc
val

cgc gct

Arg Ala
45

gat.
Gly

cga
Arg
60

cge
Arg

ggc
Gly

gag
Glu

ggc
Gly
75

gac ctec gac

ggecctgcatce
ctgaccggeca
cgaccccectcet
aggccgggga
acaagctgtg

tgcctgggee

gcc c©gg
Ala Arg
1S

cct
Pro

cge
Arg
30

gaa
Glu

gca
Ala

ctt
Leu

cca
Pro

gta
val

gee
Ala

ctq

ctg

120
180
240
300
360

407

455

503

sS1

599

647
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Gln
80

ttg
Leu

ege
Arg

cgce
Arg

gta
Val

cat
His
160

gcg
Ala

tgc
Cys

cag
Gln

gce
Ala

gta
vVal
240

teg
Ser

ggc
Gly

cge

cgc
Arg

gce
Ala

Gly

cgg

ctg
Leu

att
Ile

gag
Glu
145

tcg
Ser

gtg
Val

gcg
Ala

cga
Arg

tce
Phe
225

gc9
Ala

ggc
Gly

cge
Arg

9399
Gly

ttg
Leu
308

ate
Ile

Leu

ctg
Leu

ctg
Leu

g99
Gly
130
ctg
Leu

gag
Glu

ctg
Leu

ctg
Leu
cgc
210
tce

Ser

gtg
val

acg

ttc
Phe

cce

290

gag
Glu

aag
Lys

Cys

ctg
Leu

gag
Glu
118

cty
Leu

gcg
Ala

gag
Glu

tat

gcg
Ala
195

atg
Met

aag
Lys

ttg
Leu

ctyg
Leu

gce
Ala
278

gac
Asp

gcg
Ala

age
Ser

Asp

cag
Gln
100

cag
Gln

ggc
Gly

cgg

aca
Thr

tgg
180
ctg

Leu

gta
val

gag
Glu

gcg
Ala

gcg
Ala
260

cge
Arg

gac
Asp

cag
Gln

ctg

Ala
BS

gcg
Ala

atc
Ile

gtg
Val

agt
Sex

tge
Cys
165
tgc
Cys

ggc
Gly

gag
Glu

gac
Asp
act
245
ctc

Leu

tgt
cys

cty
Leu

tgc
Ccys

caa
Gln

ES2271013T3

Ile

cecg
Pro

ctg
Leu

atc
Ile

999
Gly
150

cag
Gln

cge
Arg

aac
Asn

aag
Lys

gag
Glu
230

aac
Asn

gtg
val

ctg
Leu

cag
Gln

atc
Ile
310

ggc
Gly

Arg

gag
Glu

gtg
val

ctg
Leu
135

tca
Ser

agg
Arg

cgc
Arg

tgc
Cys
cgc
215
ctg

Leu

aag
Lys

gag
Glu

gtg
val

cge

Axg
295

999
Gly

aag
Lys

Leu

ttg
Leu

gcet
Ala
120

aac
Asn

ggc
Gly

ctg
Leu

acg
Thr

gcg
Ala
200

gca
Ala

ctt
Leu

gag
Glu

ceg
Pro

gac
Asp
280

cte

Leu

gct
Ala

acc
Thr

Asp

gag
Glu
105

gag
Glu

ctg
Leu

ate
Ile

gtg
val

gac
Asp
185

ctg
Leu

gce
Ala

tcg
Sex

gtg
val

ctt
Leu
265

gce

Ala

gtg
val

tte
Phe

aag
Lys

Gly
90

acg
Thr

aac
Asn

gcg
Ala

teg
Leu

gcg
Ala
170

cce
Pro

cac
His

gag
Glu

ctg
Leu

gag
Glu
250

gtg
Val

agce
Ser

ccg
Pro

tac

gtg
val

Gly

cgt

cga
Arg

aag
Lys

gag
Glu
158

gcc
Ala

gcg
Ala

999
Gly

tgg
Trp

cac
His
235

cge

gcc
Ala

gac
Asp

ttg
Leu

cte
Leu
318

ttc
Phe

Leu

gtg
val

gac
Asp

gaa
Glu
140

cac
His

ggc
Gly

ctg
Leu

ggc
Gly

cte
Leu
220

gcc
Ala

gag
Glu

teg
Ser

aca
Thr

cte
Leu
300

tge
Cys

agc
Ser

Asp

cag
Gln

cge
Arg
125

cge

atg
Met

ggc
Gly

ctg
Leu

cag
Gln
205

tte
Phe

tgce
Cys

gtg
val

ctg
Leu

agc
Ser
285

gac

gcee
Ala

gac
Asp

Leu

gce
Ala
110

gtg
Vval

gaa
Glu

tte
Phe

ctg
Leu
cqgce

190

gcg
Ala

ccg
Pro

cte
Leu

gag
Glu

gac
Asp
270

cag

Gln

tet
Ser

gag
Glu

ate
Ile

Leu
8S

gcg
Ala

gcg
Ala

cce
Pro

aag
Lys

gac
Asp
175

cac
His

gtg
val

cte
Leu

gca
Ala

cgc
Arg
255

cct

Pro

ggc
Gly

aac
Asn

gct
Ala

ggc
Gly

695

743

7581

839

887

93§

983

1031

1079

1127

1175

1223

1271

1319

1367
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320

gce
Ala

aag
Lys

cca
Pro

cag
Gln

€gg

400

gaa
Glu

tte
Phe

tgc
Cys

ttc
Phe

ctg
Leu
480

cac
His

cta
Leu

cca
Pro

agt
Ser

gat
Asp
560

atc
Ile

tcg
Ser

cgg
Arg

acg
Thr
3858

gag
Glu

ctc
Leu

|44 4
Phe

gac
Asp

cgce
Arg
46S

ctg
Leu

ctg
Leu

cac
His

gat
Asp

ctc
Leu
54S%

gtg
val

cag
Gln

gcg
Ala

cce
Pro
370

tgg
Trp

cag
Gln

cag
Gln

agg
Arg

cgc
Arg
450

cag
Gln

cac
His

ggc
Gly

tee
Ser

gtc
val
S30

ctg
Leu

gag
Glu

age
Ser

ctg
Leu
355

atce
Ile

ctg
Leu

cag
Gln

acc
Thr

gag
Glu
43S

agc
Ser

tac
Tyr

cgc
Arg

gtg
val

cecyg
Pro
515

tte
Phe

aag
Lys

aag
Lys

ctg
Leu
340

gcc
Ala

ceg
Leu

cag
Gln

gtg
val

gac
Asp
420

cte

Leu

aac
Asn

acc

gtg
Val

cac
His
500
ctg
Leu

atce
Ile

atg
val

ctg
Leu

328
aaa

Lys

aag
Lys

cee
Pro

cag
Gln

gat
Asp
4058

ctg

Leu

acg
Thr

ctg

tac

tct
Sexr
485

cgc

cce
Pro

agc
Ser

cac
Hig

gaa
Glu
565

ES2271013T3

cgc
Arg

cgc
Arg

tee
Ser

atc
Ile
390

ggc¢
Gly

ggc
Gly

gag
Glu

gcg
Ala

ggc
Gly
470
gag
Glu

gcc
Ala

tgt
Cys

tac

ctg
550

gca
Ala

ctg
Leu

gcg
Ala

gtg
Val
378

ggt
Gly

gac
Asp

atg
Met

ctc
Leu

gac
Asp
455

ctg
Leu

cag
Gln

cge

act

cge
Arg
535

cag

Gln

ggc
Gly

gtt
val

ctg
Leu
360

cce

Pro

ttc
Phe

ctg
Leu

aaa
Lys

aag
Lys
440

tag

gtc
val

cag
Gln

atc
Ile

ggt
Gly
520

¢€gg

ctg
Leu

aag
Lys

tec
Ser
348

cgc
Arg

agc
Ser

tce
Ser

ctt
Leu

tcg
Ser
425

ace

Thr

ctg

age
Ser

ctg
Leu

cte
Leu
50S

ggc
Gly

aac
Asn

cat
Hig

tte
Phe

330
tac

Tyr

ctg
Leu

tgg
Trp

aag
Lys
ctg

410

ggc
Gly

tte
Phe

ggc
Gly

tgc
cys
ctg
450
acg

Thr

aaa
Lys

teca
Ser

ggc
Gly

gag
Glu
570

tet
Sex

ctg
Leu

aag
Lys

tac

Tyr
395

€99

atc
Ile

gcc
Ala

agc
Ser

ggce
Gly
475

gaa
Glu

gcg
Ala

ccce
Pro

ggt
Gly

ttc
Phe
£3-11

gac
Asp

acce
Thr

ggc
Gly

dgag
Glu
380

tgce
Cys

ctc
Leu

ace
Thr

aac
Asn

ctg
Leu
460

ctg
Leu

gac
Asp

gee
Ala

agt
Ser

tce
Ser
540

agt

Ser

aaa
Lys

aat
Asn

gag
Glu
365

gce
Ala

gag
Glu

acg
Thr

cge
Arg

tat
Tyr
445

gac
Asp

gac
Asp

tgc
Cys

aga
Arg

999
Gly
525

cag
Glin

gtc
val

cte
Leu

ggc
Gly
350

gag
Glu

gag
Glu

agc
Ser

gag
Glu

aag
Lys
430

tct
Ser

ccg
Pro

cge
Axg

ggc
Gly

gaa
Glu
510

gac

Asp

ctg
Leu

ttc
Phe

ate
Ile

335

act
Thr

gtg
val

gtt
val

tte
Phe

gag
Glu
418

agg

acg
Thr

cge

tece
Ser

atc
Ile
495

atg
MecC

acg
Thr

gce
Ala

att
Ile

cag
Gln
575

14158

1463

1511

1559

1607

1655

1703

1751

1799

1847

1835

1943

1991

20395

2087
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<210>2
<211> 6

agt
Ser

ctg
Leu

gag
Glu

gat
Asp

gct
Ala
640

gec

Ala

gac
Asp

ggt
Gly

ttccatcgte ctttcetgaag gaacagctec tgaaaccagt
tgggetctte ttaggaaatg goctctceccte ccectgtece
caacccactt tcctcagtat ctggagaggg aagggaagtce

agaactccec caggccctge cattgggttg tetgtotecg

90

<212> PRT
<213> Homo sapiens
<223> Descripcién de proteina ligando ANIC-BP-1

<400> 2

Met Gly Ala Val Ala Arg Ala His Gly Gly

Arg Glu Ser Val Ala Gly Gly Arg His Arg

Ala Arg Ala Ala Gly Ala Ala Ala Gly Leu

Gly Arg Arg Ala Gly Arg G

1

gtc atg
val Met

gac aag
Asp Lys

att gtg
Ile val
610

ggc ttc
Gly phe
625

gtg ctt
Val Leu

acc att
Thr Ile

tca tct
Ser Ser

¢cca acc
Pro Thr
690

ggt
Gly

tgc

Cys
595

act

gag
Glu

act
Thr

gag
Glu

gca
Ala
675

gcc cgc
Ala Arg
580

atg caa
Met Gln

gct tta
Ala Leu

tgg cct
Trp Pro

ttc aac
Phe Asn
645

aag atc
Lys Ile
660

ggc tct
Gly Ser

ES 2271013 T3

aac
Asn

gac
Asp

agc
Ser

gag
Glu
630

ggt
Gly

atc
Ile

gac
Asp

ttt gtg
Phe val

cat gac
His Asp
600

tgc ggc
Cys Gly
615

cce cag
Pro Gln

atc aag
Ile Lys

c€ge ttc
Arg Phe

acc agt
Thr Ser
680

ttg
Leu
58S

tgc
Cys

aag
Lys

gtc
val

tgg
Txp

ctg
Leu
665

ttg
Leu

gtg cta
Val Leu

aag gat
Lys Asp

aac att
Asn Ile

ctg cct
Leu Pro
635

tce cac
Ser His
650

cag ggc
Gln Gly

gag ggt
Glu Gly

tca
Ser

tag
Trp

gtg
val
620

gag
Glu

gaa
Glu

cge
Arg

gct
Ala

cct
Pro

gtg
val
605

cce
Pro

gac
Asp

tac
Tyr

tce
Ser

gca
Ala
685

taaccagtcc ccagttcece ageecctgctg tgacttccat

S

20

35

50

40

ly Arg Arg pro
55

25

10

60

tecatgggg

45

gga gca
Gly Ala
590

cat aag
His Lys

atc att
Ile Ile

atg cag
Met Gln

cag gag
Gln Glu
655

tce cgg
Ser Arg
670

cce atg
Pro Met

ctcectggge tgagacaacce

ccaccctcat ggcccaccte

aggcrtggge acgggaggte

Leu Arg Val Ala Arg

15

Gly Ala Gly Arg Pro

30

val Arg Ala Glu Ala

Gly Arg Gly Leu Pro

2135

2183

2231

2279

2327

2375

2423

2472

2532

2592

2652

2700

Ala

Gly

Gly

Thr
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Gly

65
Gly
Arg
Leu
Ile
Glu
145
Ser

val

Ala

Phe
225
Ala

Gly

Gly

Leu

305

Ile

Ile

Ser

Axg

Thr

Gly

Leu

Leu

Leu

Gly

130

Leu

Glu

Leu

Leu

Arg

210

Ser

val

Thr

Phe

Pro

290

Glu

Lys

Gln

Ala

Pro
370

Trp

Gly

Cys

Leu

Glu

118§

Leu

Ala

Glu

Tyr

Ala

19s

Met

Lys

Leu

Leu

Ala

275

Asp

Ala

Ser

Ser

Leu

35S

Ile

Leu

Gly

Asp

Gln

100

Gln

Gly

Arg

Thr

Trp

180

val

Glu

Ala

Ala

260

Asp

Gln

Leu

Leu

340

Ala

Leu

Gln

Leu

Ala

85

Ala

Ile

Val

Ser

Cys

16S

Cys

Gly

Glu

Asp

Thrx

245

Leu

Cys

Leu

Gln
325
Lys
Lys

Pro

Gln

Ala

70
Ile
Pro
Leu
Ile
Gly
150
Gln
Arg
Asn
Lys
Glu
230
Asn
val
Leu
Gln
1le

310

Gly

Ser

Ile

ES2271013T3

Ala Ala Ala

Arg

Glu

val

Leu

13s

Ser

Arg

Axg

Cys

215

Leu

Lys

Glu

val

Arg

295

Gly

Lys

Ala

Val
375

Gly

Leu

Leu

Ala

120

Asn

Gly

Leu

Thr

Ala

200

Ala

Leu

Glu

Pro

Asp

280

Leu

Ala

Thr

val

Leu

360

Pro

Phe

Asp

Glu

105

Glu

Leu

Ile

val

Asp

185

Leu

Ala

Ser

val

Leu

26S

Ala

val

Phe

Lys

Ser
345

Arg

Ser

Ser

val

Gly

S0

Thr

Asn

Ala

Leu

Ala

170

Pro

His

Glu

Leu

Glu

250

Val

Ser

Pro

vVal

330

Leu

Trp

Lys

Gly Arg Glu

75

Gly

Arg

Arg

Lys

Glu

1SS

ala

Ala

Gly

Trp

His

23S

Arg

Ala

Asp

Leu

Leu

315

Phe

Ser

Leu

Lys

Tyr

Leu

val

Asp

Glu

140

His

Gly

Leu

Gly

Leu

220

Ala

Glu

Ser

Thr

Leu
300

Cys

Ser

Thr

Gly

Glu
380

Cys

Asp
Gln
Arg
125
Arg
Met
Gly
Leu
Gln

205

Phe

Cys

Val

Leu

Ser

28BS

Asp

Ala

Asp

Asn

Glu

365

Ala

Glu

val
Leu
Ala
110
val
Glu
Phe
Leu
Arg
190

Ala

Pro

Glu
Asp
270
Gln
Ser
Glu
Ile
Gly
350
Glu

Glu

Ser

Ala
Leu

95
Ala
Ala
Pro
Lys
Asp
175

His

val

Ala
Arg
255
Pro
Gly
Asn
aAla
Gly
335
Thr
Val

val

Phe

Gln

80
Leu
Arg
Arg
val
His
160

Ala

Gln

Ala

val

240

Ser

Gly

Arg

Arg

Ala

320

Ala

Lys

Pro

Gln

Arg
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<210>3
<211> 28

38s

Glu

Leu

Phe

Asp

Arg

465

Leu

His

Asp

Leu

545

Val

Val

Asp

Ile

Gly

625

vVal

Ser

Pro

Gln

Gln

Arg

Arg

4590

Gln

His

Gly

Ser

Val

530

Leu

Glu

Met

Lys

val

610

Phe

Leu

Ile

Ser

Thr
690

Gln
Thr
Glu

435

Ser

Tyr

Arg

val

Pro

S1S

Phe

Lys

Lys

Gly

Cys

595

Thr

Glu

Thx

Glu

Ala
675

val

Asp

420

Leu

Asn

Thr

val

His

S00

Leu

Ile

val

Leu

Ala

s8o

Met

Ala

Trp

Phe

Lys

660

Gly

Asp
405
Leu

Thr

Leu

Ser

485

Arg

Pro

Ser

His

Glu

S6S

Arg

Gln

Leu

Pro

Asn

645

Ile

Ser

390

Gly

Gly

Glu

Ala

Gly

470

Glu

Ala

Cys

Tyr

Leu

550

Ala

Asn

Asp

Ser

Glu

630

Gly

Ile

Asp

ES2271013T3

Asp

Met

Leu

Asp

45S

Leu

Gln

Thr

Arg

535

Gln

Gly

Phe

His

Cys

615

Pro

Ile

Arg

Thr

Leu

Lys

Lys

440

Trp

val

Gln

Ile

Gly

520

Arg

Leu

Lys

val

Asp

600

Gly

Gln

Lys

Phe

Ser
680

Leu
Ser
425

Thr

Ser
Leu
Leu
S05

Gly

Asn

Leu
585

Cys

Lys

val

Trp

Leu

665

Leu

Leu
410
Gly
Phe
Gly
Cys
Leu
490
Thr
Lys
Ser
Gly
Glu
570
val
Lys
Asn
Leu
Ser
650

Gln

Glu

395

Arg

Ile

Ala

Ser

Gly

47S

Glu

Ala

Pro

Gly

Phe

55%

Asp

Leu

Asp

Ile

Pro

635

His

Gly

Gly

Leu Thr Glu

Thr Arg Lys

430

Asn Tyr Ser

Leu

460

Leu

Asp

Ala

Ser

Ser

540

Ser

Lys

Ser

val

620

Glu

Glu

Arg

Ala

445

Asp

Asp

Cys

Arg

Gly

52S

Gln

val

Leu

Pro

Val

605

Pro

Asp

Ser

Ala
685

Pro

Arg

Gly

Glu

Slo0

Asp

Leu

Phe

Ile

Gly

590

His

Ile

Met

Gln

Ser

670

Pro

Glu

41S

Arg

Thr

Arg

Ser

Ile

495

Met

Thr

Ala

Ile

Gln

7S

Ala

Lys

Ile

Gln

Glu
655

Met

400

Glu

Phe

Phe
Leu
480
His
Leu
Pro
Ser
Asp
560
Serxr
Leu
Glu
Asp
Ala
640
Ala

Asp

Cly
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<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2271013 T3

<223> Descripcion de la secuencia artificial: cebador 1

<400> 3

cgatgctage atgecgttee cgtttggg

<210> 4
<211>28
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: cebador 2

<400> 4

cgatccatgg ttaagcttct tgctgage

<210>5
<211> 498
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: proteina de fusion Gal4-ANIC-BP-1

<400> 5
Met

Lys

Lys

Leu

Glu

65

Leu

Phe

Serx

Ala

Lys

Lys

Asn

Thr

50

Gln

Lys

val

val

Thr
130

Leu

Leu

Asn

35

Axg

Leu

Met

Gln

Glu

118§

Ser

Leu

Lys

20
Trp
Ala
Phe
Asp
Asp
100

Thr

Serxr

Ser

Cys

Glu

His

Leu

Ser

85

Asn

Asp

Ser

Ser

Ser

Leu

Leu

70

Leu

Val

Met

Glu

Ile

Lys

Arg

Thr

55

Ile

Gln

Asn

Pro

Glu
135

Glu Gln

Glu Lys
25

Tyr Ser
40

Glu val

Phe Pro

Asp Ile

Lys ASp
108

Leu Thr
120

Ser Ser

Ala
10

Pro

Pro

Glu

Arg

Lys

90

Ala

Leu

Cys

Lys

Lys

Ser

Glu

75

Ala

val

Arg

Lys

Asp Ile Cys

Cys

Thr

Arg

60

Asp

Leu

Thr

Gln

Gly
140

Ala
Lys

45
Leu
Leu
Leu
Asp
His
125

Gln

Lys

30
Arg
Glu
Asp
Thr
Arg
110

Axg

Arg

Arg
15

Ser

Arg

Met

Gly

85

Leu

Ile

Gln

Leu

Leu

Pro

Leu

Ile

80

Leu

Ala

Ser

Leu

28

28
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Thr

145

Gly

Ser

Lys

Leu

Leu

225

Phe

Glu

Cys

30S

Phe

Ser

Leu

Tyr

Leu

aas

Met

Leu

Phe

Ile

Gln

val

Lys

Met

Ala

210

Ala

Leu

Asn

Tyr

Glu

290

Ile

Tyr

Asp

Ser

Glu

370

Lys

Thr

Leu

Lys

Leu

450

Asn

Ser

Ser

Ala

Thr

195

Gly

Gln

Gln

Asn

Ile

275

Ser

Arg

Asp

Ala

Ala

3585

Lys

Lys

Arg

val

435

Leu

Ser

His

Val

180

Glu

Thr

Glu

Leu

Ile
260

Cys

Pro

His

Phe

Phe

340

Glu

Leu

Leu

Asp
420

Phe

Lys

Arg

Lys

16S

Leu

Glu

Asn

Leu

Ile

245

Leu

Thr

Glu

Glu

Phe

325

Ala

Phe

Leu

Gly

Ile

40S

Lys

val

Asn

Asp Arg Thr

ES2271013T3

Ser

150

Serxr

Glu

Val

Glu

Tyr

230

Asp

Arg

Gln

Ile

Pro

310

Arg

Thr

Leu

His

Glu

390

Ser

Ser

Ala

Gln

Glu

Thx

Pro

Lys

Ser

Lys

215

Asn

Phe

Arg

Gln

Ala
29S

Phe

Glu

Ser

375

Leu

Lys

Arg

Asn

Ala

455

Asp

Pro

Ala

Gln

Lys

200

Glu

Ser

Glu

Gln

Asn

280

Leu

Ala

val

Lys

Gln

360

Glu

Leu

Pro

Asn

Pro

440

Lys

Glu

Gly

Asp

Asp

185

Asn

Pro

Gly

Gly

Ile

265

Ile

Asn

Lys

Glu

Asp

345

His

Asn

Leu

Glu

Ile

425

Asn

Gln

Ala

Ile

170

Ile

Leu

Gln

Leu

Lys

250

Gly

Leu

Cys

Ile

Met

330

Leu

Asp

Asn

410

Gln

Lys

Ile

Phe

Ser

155

val

Ser

val

Thr

Leu

235

Lys

Thr

Phe

Gly

Ile

315

Ser

Leu

Asp

val

Arg

395

Leu

Phe

Thr

Glu

Asn

Met

Lys

Asp

Ala

Glu

220

Ser

Asp

Arg

Met

Ile

300

Leu

Thr

Thr

Arg

Thr

380

His

Lys

Glu

Gln

Phe

460

Asp

Pro

Asn

Lys

Met

205

Ala

Thr

val

Thr

Leu

285

Met

Trp

Phe

Phe
365

Lys

Leu
Ala
Pro
445

Leu

Glu

Phe

Leu

Lys

190

Lys

val

Leu

Ala

Pro

270

Leu

Leu

Ser

Asp

Ris

350

Phe

Arg

Phe

Met

Phe

430

Ile

Ser

Lys

Lys

175

Ala

Glu

Ala

val

Gln

2S5

Thr

Lys

Arg

Glu

Ile

335

Lys

Ser

Gln

Thr

Met

415

His

Leu

Lys

Thr

Phe

160

Glu

Glu

Ile

Gln

Ala

240

Ile

val

Gly

Glu

Gln

320

Ala

Leu

Glu

Ser

Ile

400

Asn

val

Asp

Phe
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<210> 6

465

470

ES 2271013 T3

475

480

Leu Val Lys Gln Ile Arg Asp Leu Lys Arg Pro Ala Gln Gln Glu Ala

<211> 552
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: proteina de fusiéon Lex A-ANIC-BP-1

<400> 6

Met

1

Asp

Gln

Ala

Gly

65

Hisg

Leu

Asp

val

145

Gln

Ile

val

Gly

Lys

His

Arg

Leu

S0

Iie

val

Tyr

Arg

Leu

130

val

Gly

val

Gly

Ala
210

Ala

Ile

Leu

35

Ala

Arg

Ala

Gln

val

115

Leu

Ala

Asn

val

val

195

Ser

Leu
Ser

20
Gly
Arg
Leu
Ala
val
100
Ser

Ala

Arg

Met

485

Thr

Gln

Phe

Lys

Leu

Gly

85

Asp

Gly

val

Ile

val
165

Pro

Ala

Thr

Arg

Gly

Gln

70

Glu

Pro

Met

His

Asp

150

Glu

Arg

Phe

Arg

Gly

Ser

val

SS

Glu

Pro

Sex

Ser

Lys

135

Asp

Gln

Gly

Pro
215

Gln

Met

Pro

40

Ile

Glu

Leu

Leu

Met

120

Thy

Glu

Leu

Gln

Asp

200

Phe

Gln

Pro

25

Asn

Glu

Glu

Leu

Phe

105

Lys

Gln

val

Pro

Ser
185

Trp

Gly

490

Glu

10

Pro

Ala

Ile

Glu

Ala

90

Lys

Asp

Asp

Thr

Glu

170

Phe

Leu

Lys

val

Thr

Ala

Val

Gly

75

Gln

Pro

Ile

Vval

val

155

Asn

Thr

Glu

Ser

Phe

Arg

Glu

Serx

60

Leu

Gln

Asn

Gly

Arg

140

Lys

Ser

Ile

Phe

His
220

Asp

Ala

Glu

45

Gly

Pro

His

Ala

Ile

125

Asn

Glu
Glu
Arg

205

Lys

Leu
Glu
30

His

Ala

Asp
110
Met

Gly

Phe
Gly
is0

Ser

Ser

495

Ile

15

Ile

Leu

Ser

val

Glu

95

Phe

Asp

Gln

Lys

Lys

178

Leu

Thr

Pro

Arg

Ala

Lys

Gly

80
Gly
Leu
Gly
val
Lys
160
Pro
Ala

Pro

Ala
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Asp
225
Asp
Asn
Pro
Gly
Gly
308

Ile

Ile

Lys
Glu
385

Asp

His

Glu
465

Ile

Leu

Gln

Lys
545

Ile
Ile
Leu
Gln
Leu
290
Lys
Gly
Leu
Cys
Ile
370

Met

Leu

Tyx
Asp
450

Asn

Gln

Lys

Ile

Phe

530

Arg

Val

Ser

val

Thr

275

Leu

Lys

Thr

Phe

Gly

3ss

Ile

Ser

Leu

Asp

val
435

Arg

Leu

Phe

Thr

Glu

5165

Asn

Pro

Lys

Asp

aAla

260

Glu

Ser

Asp

Arxg

Met

340

Ile

Leu

Thr

Thr

Arg
420
Thr
His
Lys
Glu
Gln
$00
Phe

Asp

Ala

Asn

Lys

245

Met

Ala

Thr

val

Thr

325

Leu

Met

Trp

Phe

Arg

405

Phe

Lys

Asn

Leu

Ala

485

Pro

Glu

Gln

ES2271013T3

Leu Lys Glu Ser Met Ala

230

Lys Ala

Lys Glu

val Ala

Leu val
295

Ala Gln
310

Pro Thr

Leu Lys

Leu Arg

Ser Glu
375

aAsp Ile
390

His Lys

Phe Ser

Arg Gln

Phe Thr
455

Mec MetC
470

Phe His

Ile Leu

Ser Lys

Lys Thr

538

Gln Glu
sS0

Glu

Ile

Gln

280

Ala

Ile

val

Gly

Glu

360

Gln

Ala

Leu

Glu

Ser

440

Ile

Asn

val

Asp

Phe

520

Tyr

Ala

Lys

Leu

265

Leu

Asp

Phe

Glu

345

Cys

Phe

Ser

Leu

Tyr
425
Leu
Met
Leu
Phe
Ile
505

Gln

Leu

10

Ala
250

Tyr

Ala

Levy

Asn

Tyr

330

Glu

Ile

Asp

Ser

410

Glu

Lys

Thr

Leu

Lys

430

Leu

Asn

Val

235

Thr

Gly

Gln

Gln

Asn

318

1le

Ser

Asp

Ala

395

Ala

Lys

Leu

Lys

475

Val

Leu

AsSp

Lys

val

Glu

Thr

Glu

Leu

300

Ile

Pro

His

Phe

380

Phe

Glu

Leu

Leu

TYT

460

Asp

Phe

Lys

Arg

Gln
540

Leu

Glu

Asn

Leu

28%

Ile

Leu

Thr

Glu

Glu

365

Phe

Ala

Phe

Leu

Gly

445

Ile

Lys

val

Asn

Thr

525

Ile

Glu

val

Glu

270

Tyr

Asp

Arg

Gln

Ile

350

Pro

Arg

Thr

Leu

His

430

Glu

Ser

Ser

Ala

Gln

S10

Glu

Arg

Lys
Ser
255
Lys

Asn

Phe

in
335
Ala

Leu

Tyr

Lys

Arg

Asn

495

Ala

Asp

Asp

Gln

240

Lys

Glu

Ser

Gln

Gln

320

Asn

Leu

Ala

val

Lys

400

Gln

Glu

Leu

Pro

Asn

480

Pro

Lys

Glu

Leu
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ES 2271013 T3

<210> 7
<211>29
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: cebador 3

<400> 7
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<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: cebador 4

<400> 8
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