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ES 2296412 T3

DESCRIPCION
Gen y proteina MN.

Campo de la invencion

La presente invencion pertenece al drea general de la genética médica y en los campos de la ingenieria bioquimica,
la inmunocitoquimica y la oncologia. De forma mds especifica, se refiere al gen MN - un gen celular que se considera
un oncogén, que codifica la oncoproteina actualmente conocida de forma alternativa como proteina MN, la isoenzima
MN/CA IX o la proteina MN/G250.

Antecedentes de la invencion

Zavada y cols., publicacién de patente internacional nimero WO 93/18152 (publicada el 16 de septiembre de
1993) y la patente de Estados Unidos n.° 5.387.676 (expedida el 7 de febrero de 1996), describen la elucidacion de
la naturaleza biolégica y molecular de MaTu que llevé al descubrimiento del gen y la proteina MN. Se encontrd
que el gen MN estaba presente en el ADN cromosémico de todos los vertebrados analizados y su expresion estaba
fuertemente relacionada con la capacidad tumorigena.

La proteina MN se identific6 por vez primera en las células HeLa, derivadas de un carcinoma humano de cuello
de utero. Se encuentra en muchos tipos de carcinomas humanos (de forma notable en el de cuello de ttero, de ovario,
endometrio, renal, de vejiga, mama, colorrectal, de pulmén, eséfago y prostata, entre otros). Se han encontrado muy
pocos tejidos normales que expresen la proteina MN a un nivel significativo. Los tejidos normales que expresan MN
incluyen la mucosa géastrica y el epitelio de vesicula humanos y algunos otros tejidos normales del tracto alimentario.
Paraddjicamente, se ha encontrado que la expresioén del gen MN se ha perdido o estd reducida en carcinomas y otras
enfermedades preneopldsicas/neopldsicas en algunos tejidos que normalmente expresan MN, por ejemplo, la mucosa
gdstrica.

En general, la oncogénesis puede indicarse por la expresiéon anormal presién de la proteina MN. Por ejemplo,
puede indicarse oncogénesis: (1) cuando la proteina MN estd presente en un tejido que normalmente no expresa la
proteina MN a un nivel significativo; (2) cuando la proteina MN estd ausente de un tejido que normalmente la expresa;
(3) cuando la expresién del gen MN estd a un nivel significativamente aumentado, o a un nivel significativamente
reducido del que normalmente se expresa en un tejido; o (4) cuando la proteina MN se expresa en un lugar anormal
dentro de una célula.

Zavada y cols., documento WO 93/18152 y Zavada y cols., documento WO 95/34650 (publicados el 21 de diciem-
bre de 1995) describen cémo el descubrimiento del gen y de la proteina MN vy la fuerte asociacion entre la expresion
del gen MN y la capacidad tumorigena llevé a la creacién de procedimientos que son tanto diagndsticos/prondsticos
como terapéuticos para el cincer y afecciones precancerosas. En ellos se proporcionaron los procedimientos y com-
posiciones para identificar el inicio y la presencia de enfermedad neopldsica mediante la deteccion o la deteccion y
cuantificacion de la expresion anormal del gen MN en vertebrados. La expresion anormal del gen MN puede detec-
tarse o detectarse y cuantificarse mediante una variedad de ensayos convencionales en muestras de vertebrados, por
ejemplo, mediante inmunoensayos usando anticuerpos especificos contra MN para detectar o detectar y cuantificar el
antigeno MN, mediante ensayos de hibridacién o mediante ensayos de PCR, tales como RT-PCR, usando 4cidos nu-
cleicos de MN, tales como, ADNc de MN, para detectar o detectar y cuantificar 4cidos nucleicos de MN, tales como,
ARNm de MN.

Zavada y cols, en los documentos WO 93/18152 y WO 95/34650 describen la produccién de anticuerpos espe-
cificos contra MN. Un anticuerpo especifico contra MN representativo y preferido, el anticuerpo monoclonal M75
(Mab M75), se deposit6 en la American Type Culture Collection (ATCC) en Manassus, VA (EE. UU.) con el nime-
ro de ATCC HB 11128. El anticuerpo M75 se usé para descubrir e identificar la proteina MN y puede usarse para
identificar facilmente el antigeno MN en transferencias Western, en radioinmunoensayos e inmunocitoquimicamen-
te, por ejemplo, en muestras de tejido que sean frescas, congeladas o fijadas en formalina, alcohol, acetona u otras
sustancias y/o embebidas en parafina y desparafinadas. Otro anticuerpo especifico representativo y preferido contra
MN, Mab MN12, es segregado por el hibridoma MN 12.2.2, que se deposit6 en la ATCC con la denominacién HB
11647. El Ejemplo 1 de Zavada y cols., documento WO 95/34650 proporciona resultados representativos de la tin-
cién inmunocitoquimica de tejidos usando MAb M75, cuyos resultados apoyan la designacién del gen MN como
oncogén.

Muchos estudios han confirmado la utilidad diagndstica/prondstica de MN. Los siguientes articulos describen en
uso del MAD especifico contra MN M75 en el diagndstico/prondstico de lesiones de cuello de utero cancerosas y
precancerosas: Leff, D. N., “Half a Century of HeLa Cells: Transatlantic Antigen Enhances Reliability of Cervical
Cancer Pap Test, Clinical Trials Pending,” BioWorld® Today: The Daily Biotechnology Newspager, 9(55) (24 de mar-
zo de 1998); Stanbridge, E. J., “Cervical marker can help resolve ambigous Pap smears,” Diagnostics Intelligence,
10(5): 11 (1998); Liao y Stanbridge, “Expression of the MN Antigen in Cervical Papanicolaou Smears Is an Early
Diagnostic Biomarker of Cervical Dysplasia,” Cancer Epidemiology, Biomarkers & Prevention, 5: 549-557 (1996);
Brewer y cols., “A Study of Biomarkers in Cervical Carcinoma and Clinical Correlation of the Novel Biomarker MN,”
Gynecologic Oncology, 63: 337-344 (1996); y Liao y cols., “Identification of the MN Antigen as a Diagnostic Bio-
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marker of Cervical Intraepithelial Squamous and Glandular Neoplasia and Cervical Carcinomas,” American Journal
of Pathology, 145(3): 598-609 (1994).

Lesiones colorrectales precancerosas y cancerosas. Se ha detectado MN en las mucosas géstrica, intestinal y biliar
normales. [Pastorekova y cols., Gastroenterology, 112: 398-408 (1997). El andlisis inmunocitoquimico del intestino
grueso normal reveld una tincién moderada en el colon proximal, siendo la reaccién més débil en la parte distal. La
tincion se confirmoé en las superficies basolaterales de las células epiteliales criptales, la zona con mayor capacidad de
proliferaciéon. Dado que MN es mucho mas abundante en el epitelio criptal en proliferacién que en la parte superior
de la mucosa, puede desempefiar un papel en el control de la proliferacion y diferenciacion de las células epiteliales
intestinales. La proliferacion celular aumenta de forma anormal en las lesiones precancerosas y cancerosas del epitelio
colorrectal y, por lo tanto, se considera que es un indicador de la progresion del tumor colorrectal. [Risio, M., J. Cell
Biochem, 16G: 79-87 (1992); y Moss y cols., Gastroenterology, 111: 1425-1432 (1996).]

Actualmente se considera que la proteina MN es la primera isoenzima anhidrasa carbénica (CA) asociada a tumores
que se ha descrito. Las anhidrasas carbonicas (CA) forman una gran familia de genes que codifican metaloenzimas
de cinc de gran importancia fisiolégica. Como catalizadoras de la hidratacién reversible del diéxido de carbono,
estas enzimas participan en una variedad de procesos bioldgicos, que incluyen la respiracion, calcificacién, equilibrio
dcido-base, resorcion dsea, formacién de humor acuoso, liquido cefalorraquideo, saliva y 4cido géstrico [se revisa en
Dodgson y cols., The Carbonic Anhydrases, Plenum Press, Londres, pdginas 398 (1991)]. Las CA estdn ampliamente
distribuidas en diferentes organismos vivos.

En los mamiferos, se han identificado al menos siete isoenzimas (CA I-VII) y algunas proteinas relacionadas con
CA (CARP/CA VIII, RPTP-gB, RPTP-7) [Hewett-Emmett y Tashian, Mol. Phyl. Evol., 5: 50-77 (1996)], cuando el
andlisis de la secuencia deducida de los aminoacidos de MN revel6 una sorprendente homologia entre la parte central
de la proteina MN y las anhidrasas carbdnicas, que conservaban el sitio de unién de cinc asi como el centro activo de la
enzima. Después se encontrd que la proteina MN se une al cinc y presenta actividad de CA. Basdndose en esos datos,
actualmente se considera que la proteina MN es la novena isoenzima anhidrasa carbénica - MN/CA IX. [Opavsky y
cols., Genomics, 33: 480-487 (mayo de 1996)]. [Véase también, Hewett-Emmett, referencia anterior, donde se sugiere
CA IX como nomenclatura.]

Las CA y proteinas relacionadas con CA muestran una gran diversidad tanto en su distribucién tisular como en sus
funciones bioldgicas putativas o establecidas [Tashian, R. E., Adv. in Genetics, 30: 321-356 (1992)]. Algunas de las
CA se expresan en casi todos los tejidos (CA II), mientras que la expresion de otras parece ser mas restringida (CA
VIy CA VII en las glandulas salivares). En las células, pueden estar situadas en el citoplasma (CA I, CA II, CA 111,
y CA VII), en las mitocondrias (CA V), en los granulos secretores (CA VI), o pueden estar asociados a la membrana
(CA 1V). De forma ocasional, se ha observado la localizacién nuclear de algunas isoenzimas [Parkkila y cols., Gut,
35: 646-650 (1994); Parkkilla y cols., Histochem. J., 27: 133-138 (1995); Mori y cols., Gastroenterol., 105: 820-826
(1993)].

Las CA y las proteinas relacionadas con CA también difieren en las propiedades cinéticas y en la susceptibilidad
a los inhibidores [Sly y Hu, Annu. Rev. Biochem., 64: 375-401 (1995)]. En el tracto alimentario, la actividad de la
anhidrasa carbdnica estd implicada en muchas funciones importantes, tales como la secrecién de saliva, la produccién
de 4cido géstrico, jugos pancredticos y bilis, transporte de agua e iones en el intestino, captacion y biogénesis de 4ci-
dos grasos en el higado. Se ha demostrado que existen al menos siete isoenzimas CA en diferentes regiones del tracto
alimentario. Sin embargo, los estudios bioquimicos, citoquimicos e inmunocitoquimicos han revelado una considera-
ble heterogeneidad en sus niveles y distribucién [Swensen, E. R., “Distribution and functions of carbonic anhydrase
in the gastrointestinal tract,” En: The Carbonic Anhidrases. Cellular Physiology and Molecular Genetics, (Dodgson
y cols. editores) Plenum Press, Nueva York, paginas 265-287 (1991); y Parkkila y Parkkila, Scan I. Gastroenterol.,
31: 305-317 (1996)]. Aunque CA II se encuentra a lo largo de todo el canal alimentario, CA IV estd ligado al tracto
gastrointestinal inferior, CA I, IIl y V estdn presentes solamente en unos pocos tejidos, y la expresién de CA VI 'y
VII se limita a las gldndulas salivares [Parkkila y cols., Gut, 35: 646-650 (1994); Fleming y cols., J. Clin. Invest., 96:
2907-2913 (1995); Parkkila y cols., Hepatology, 24: 104 (1996)].

MN/CA IX presenta un nimero de propiedades que la distinguen de otras isoenzimas CA conocidas y pone en
evidencia su relevancia en la oncogénesis. Esas propiedades incluyen su expresién dependiente de la densidad en
cultivo celular (por ejemplo, células HeLa), su correlacién con el fenotipo tumorigeno de los hibridos de células
somaticas entre células HeLa y fibroblastos humanos normales, su estrecha asociacién con varios carcinomas humanos
y su ausencia de los tejidos normales correspondientes [por ejemplo, Zavada y cols., Int. J. Cancer. 54: 268-274 (1993);
Pastorekova y cols., Virology, 187: 620-626 (1992); Liao y cols., Am. J. Pathol., 145: 598-609 (1994), Pastorek y cols.,
Oncogene, 9: 2788-2888 (1994); Cotc, Women’s Health Weekly: News Section. pagina 7 (30 de marzo de 1998); Liao
y cols., Cancer Res., 57: 2827 (1997); Vermylen y cols., “Expression of the MN antigen as a biomarker of lung
carcinoma and associated precancerous conditions,” Proceedings AACR, 39: 334 (1998); McKiernan y cols., Cancer
Res., 57: 2362 (1997); and Turner y cols., Hum. Pathol., 28(6): 740 (1997)]. Ademads, se ha demostrado el potencial
de la transformacién in vitro del ADNc de MN/CA IX en fibroblastos NIH 3T3 [Pastorek y cols., referencia anterior].

La proteina MN también se ha identificado con el antigeno G250. Uemura y cols., “Expression of Tumor-Associa-
ted Antigen MN/G250 in Urologic Carcinoma: Therapeutic Potential Target, ’J. Urol., 157 (4 Supl.): 377 (Resumen
1475; 50 1997) cita: “El andlisis de las secuencias y la busqueda en bases de datos revelaron que el antigeno es idéntico
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a MN, un antigeno asociado a tumores humanos que se identificé en el carcinoma de cuello de utero (Pastorek y cols.,
1994).”

Sumario de la invencion

En una primera realizacidn, la presente invencién proporciona un polipéptido caracterizado porque se selecciona a
partir de las SEC ID N.°: 137 y 138.

También se proporciona dicho polipéptido para usar en medicina, al igual que el uso de dicho polipéptido para la
preparaciéon de un medicamento para el tratamiento de enfermedad preneoplésica y/o neopldsica, que se caracteriza
por la expresion anormal de la proteina MN, mediante la inhibicién del crecimiento de células preneoplasicas y/o
neoplésicas de vertebrado que expresan la proteina MN de forma anormal.

En una realizacién adicional, la presente invencidn proporciona un complejo peptidico caracterizado porque com-
prende dicho polipéptido ligado covalentemente a polilisina, a la que estd unido un 4cido nucleico que codifica una
proteina o un polipéptido citotéxicos ligados operativamente al promotor del gen MN, que cuando dicho complejo
peptidico, se administra a una célula preneopldsica y/o neoplésica de vertebrado que expresa la proteina MN de forma
anormal, inhibe el crecimiento de dicha célula.

Se prefiere dicho complejo peptidico en el que dicha proteina citotéxica es HSV timidina cinasa. Mds preferible-
mente, dicho 4dcido nucleico comprende ademas un 4cido nucleico que codifica una citocina ligada operativamente a
dicho promotor del gen MN.

En otra realizacion, la presente invencién proporciona un procedimiento de identificar una molécula orgdnica o
inorganica que se une especificamente a un sitio de una proteina MN, a la que se adhieren las células de vertebrado
en un ensayo de adhesion celular, estando constituido dicho sitio por una secuencia de aminodcidos que se selecciona
a partir de las SEC ID N.°: 10 y 97-106, caracterizandose el procedimiento porque comprende analizar moléculas
orgdnicas e inorganicas en dicho ensayo de adhesion celular e identificar moléculas que inhiben la adhesién de células
de vertebrado a dicha proteina MN como que se unen especificamente a dicho sitio, y siendo dicha molécula de
utilidad en el tratamiento de enfermedad preneoplésica y/o neoplésica, que se caracteriza por la expresion anormal de
la proteina MN, comprendiendo dicho ensayo de adhesién celular:

(a) permitir que la proteina MN se una a un sustrato al que no se unen dichas células de vertebrado;

(b) enjuagar la proteina MN no unida de dicho sustrato;

(c) incubar dicha proteina MN unida con dicha molécula y con dichas células de vertebrado;

(d) enjuagar dichas las células de vertebrado no unidas de dicha proteina MN; y

(e) determinar si dicha molécula inhibe la adhesién de dichas células de vertebrado a dicha proteina MN.

Preferiblemente, dicha molécula es inorgdnica u orgénica, o es una proteina o un polipéptido. Dicha proteina o
polipéptido pueden comprender una secuencia de aminoacidos que se selecciona a partir de las SEC ID N.°: 137 y
138. Més preferiblemente, dicho polipéptido se selecciona a partir de las SEC ID N.°: 137 y 138.

Se prefiere dicho procedimiento en el que dicha molécula orgdnica o inorgdnica, cuando estd en contacto con una
célula preneopldsica y/o neopldsica de vertebrado que expresa la proteina MN de forma anormal, inhibe el crecimiento
de dicha célula. En dicho procedimiento, el sitio de la proteina MN al que se adhieren dichas células de vertebrado en
dicho ensayo de adhesién celular estd preferiblemente dentro del dominio de tipo proteoglicano de la proteina MN.
Generalmente, dichas células de vertebrado son células de mamifero, preferiblemente células humanas.

Habiendo indicado el ambito de la presente invencién, ahora se describira e ilustrard adicionalmente en contexto
en términos mas generales.

En el presente documento se identifica la localizacién del sitio de unién de la proteina MN. De importancia parti-
cular es la regién dentro del dominio de tipo proteoglicano, aa 61-96 (SEC ID N.°: 97) que contiene una repeticién en
tdndem de 6 veces de 6 amino4cidos, y dentro de la cual el epitopo para el MAb M75 reside en al menos dos copias, y
dentro de la cual se considera que esta localizado el sitio de unién de MN. Un sitio de unién alternativo de MN puede
estar localizado en el dominio de CA.

También se identifican las proteinas MN y los polipéptidos MN que compiten por la unién a células con protei-
na MN inmovilizada. Dichas proteinas/polipéptidos MN evitan la adhesién intercelular y la formacién de contactos
intercelulares.

En el presente documento se describen procedimientos de ensayos de adhesion celular que se usan para identificar
sitio(s) de unién de la proteina MN al/a los que se unen las células de vertebrado, preferiblemente las células de
mamifero, mas preferiblemente las células humanas. Dicho sitio de unién de MN se identifica después como una diana
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terapéutica que puede bloquearse con anticuerpos especificos contra MN, o con moléculas inorgdnicas u orgéanicas,
preferiblemente moléculas orgdnicas, mas preferiblemente proteinas/polipéptidos que se unen especificamente a dicho
sitio.

También se describen procedimientos terapéuticos para tratar pacientes con enfermedad preneopldsica/neoplésica
asociadas o caracterizadas por la expresiéon anormal de MN, procedimientos que se basan en el bloqueo de dicho
sitio de unién de MN con moléculas, inorgdnicas u orgénicas, pero preferiblemente moléculas organicas, mas prefe-
riblemente proteinas/polipéptidos, que se unen especificamente a dicho sitio de unién. El crecimiento de una célula
preneopldsica/neopldsica de vertebrado que expresa la proteina MN de forma anormal puede inhibirse mediante la ad-
ministracién de dichas moléculas organicas o inorgdnicas, preferiblemente moléculas organicas, mas preferiblemente
proteinas/polipéptidos en una cantidad terapéuticamente eficaz en una formulacidn fisiolégicamente aceptable. Dicha
proteina/polipéptido terapéutico preferido en el presente documento se considera que comprende una secuencia de
aminodcidos que se selecciona a partir del grupo constituido por las SEC ID N.%: 107-109. Dichos heptapéptidos se
considera que estan compuestos por el/los complementario(s) de la proteina MN. ES de esperar que el bloqueo de la
interaccion entre la proteina MN y su(s) complementario(s), provoque un descenso en el crecimiento tumoral.

Se proporciona ademds otros procedimientos terapéuticos en los que se inhibe el crecimiento de una célula pre-
neopldsica o neopldsica de vertebrado, preferiblemente de mamifero, mas preferiblemente de ser humano, que expresa
la proteina MN de forma anormal. Dichos procedimientos comprenden transfectar dichas células con un vector que
comprende una secuencia de control de la expresion ligada operativamente a un dcido nucleico que codifica los domi-
nios variables de un anticuerpo especifico contra MN, en el que dichos dominios estdn separados mediante un péptido
enlazado flexible, preferiblemente de la SEC ID N.°: 116. Preferiblemente dicha secuencia de control de la expresién
comprende el promotor del gen MN.

Procedimientos terapéuticos todavia adicionales comprenden transfectar dicha célula con un vector que comprende
un 4cido nucleico que codifica una proteina/polipéptido citotoxicos, tal como HSVtk, ligados operativamente al pro-
motor del gen MN. Dicho vector terapéutico también puede comprender un acido nucleico que codifica una citocina,
tal como, IL-2 o IFN.

Los aspectos de la presente invencioén que se describen en el presente documento se describen en mayor detalle
a continuacién. Se describe el uso terapéutico de moléculas orgdnicas o inorganicas, preferiblemente de moléculas
orgdnicas. Las preferidas de dichas moléculas se unen especificamente a un sitio de la proteina MN al que se adhieren
las células de vertebrado en un ensayo de adhesién celular, en el que dicha molécula cuando se analiza in vitro inhibe
la adhesién de células a la proteina MN. Se prefieren ademds dichas moléculas que, cuando estdn en contacto con una
célula preneopldsica o neoplasica de vertebrado que expresa la proteina MN de forma anormal, inhiben el crecimiento
de dicha célula. Dichas células de vertebrado preferiblemente son de mamifero y mds preferiblemente de ser humano.

Preferiblemente dicha molécula es organica, y mas preferiblemente dicha molécula orgdnica es una proteina o un
polipéptido. Todavia preferiblemente ademds, dicha proteina o polipéptido comprende una secuencia de aminoacidos
que se selecciona a partir del grupo constituido por las SEC ID N.°: 107, 108, 109, 137 y 138. Todavia mas prefe-
riblemente, dicho polipéptido se selecciona a partir del grupo constituido por las SEC ID N.°: 107, 108, 109, 137 y
138.

El sitio de las proteinas MN a las que se adhieren las células de vertebrado en dicho ensayo de adhesién celular
estd preferiblemente dentro del dominio de tipo proteoglicano [SEC ID N.°: 50] o dentro del dominio de anhidrasa
carbénica [SEC ID N.%: 51] de la proteina MN. Preferiblemente ese sitio comprende una secuencia de aminodcidos
que se selecciona a partir del grupo constituido por las SEC ID N.°: 10 y 97-106. Todavia preferiblemente ademds, ese
sitio tiene una secuencia de aminodcidos que se selecciona a partir del grupo constituido por las SEC ID N.°: 10y 97-
106.

Otro aspecto de esta invencion se refiere a proteinas MN y polipéptidos MN que actian de mediadores en la unién
de células de vertebrado en un ensayo de adhesion celular, en el que dicha proteina MN o polipéptido MN cuando
se introduce en el entorno del liquido extracelular de las células de vertebrado previene la formacién de contactos
intercelulares y la adhesion de dichas células de vertebrado entre si. Dichas proteinas MN y polipéptidos MN pueden
ser de utilidad para inhibir el crecimiento de células preneoplasicas o neopldsicas de vertebrados que expresan la
proteina MN de forma anormal, cuando dichas proteinas MN o polipéptidos MN se introducen en el entorno del fluido
extracelular de dichas células de vertebrado. Dichas células de vertebrado preferiblemente son de mamifero y mas
preferiblemente de ser humano.

Dichas proteinas MN o polipéptidos MN que actian de mediadoras en la unién de células de vertebrado en un
ensayo de adhesion celular, preferiblemente tienen las secuencias de aminoécidos de la SEC ID N.%: 97, de la SEC
ID N.°: 50, o de la SEC ID N.°: 51, mds preferiblemente de la SEC ID N.°: 50. Todavia mds preferiblemente dichas
proteinas MN o polipéptidos MN comprenden secuencias de aminodcidos que se seleccionan a partir del grupo consti-
tuido por las SEC ID N.°: 10 y 97-106. De forma alternativa, dichos polipéptidos MN se seleccionan a partir del grupo
constituido por las SEC ID N.°: 10y 97-106.

Las proteinas MN y polipéptidos MN representativos que actian de mediadores en la unién de células de vertebrado
en un ensayo de adhesion celular, se unen especificamente al anticuerpo monoclonal M75 que segrega el hibridoma
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VUMY75, que se deposité en la American Type Culture Collection con el n.° de ATCC HB 11128, o al anticuerpo
monoclonal MN12 que segrega el hibridoma MN 12.2.2, que se deposité en la American Type Culture Collection con
el n.° de ATCC HB 11647, o a ambos anticuerpos monoclonales.

Otro aspecto de la presente invencioén es un procedimiento de identificar un sitio de una proteina MN al que se
adhieren las células de vertebrado realizando pruebas con una serie de polipéptidos superpuestos de dicha proteina
MN en un ensayo de adhesion celular con células de vertebrado, y determinando que si las células se adhieren a un
polipéptido de dicha serie, entonces dicho polipéptido comprende un sitio en dicha proteina MN al que se adhieren las
células de vertebrado.

Todavia otro aspecto de la presente invencidn es un vector que comprende una secuencia de control de la expresion
ligado operativamente a un 4cido nucleico que codifica los dominios variables de un anticuerpo especifico contra
MN, en el que dichos dominios estdn separados mediante un polipéptido enlazador flexible, y en el que dicho vector,
cuando se transfecta a una célula preneopldsica o neopldsica de vertebrado que expresa la proteina MN de forma
anormal, inhibe el crecimiento de dicha célula. Preferiblemente dicha secuencia de control de la expresién comprende
el promotor del gen MN ligado operativamente a dicho dcido nucleico. Preferiblemente ademads, dicho polipéptido
enlazador flexible tiene la secuencia de amino4cidos de la SEC ID N.%: 116, e incluso preferiblemente ademds, dicho
promotor del gen MN tiene la secuencia de nucleétidos de la SEC ID N.°: 27.

Otro aspecto adicional de la presente invencidn se refiere a un vector que comprende un dcido nucleico que codifica
una protefna citotéxica o un polipéptido citotoxico ligado operativamente al promotor del gen MN, en el que dicho
vector, cuando se transfecta a una célula preneopldsica o neopldsica de vertebrado que expresa la proteina MN de
forma anormal, inhibe el crecimiento de dicha célula. En una realizacién preferida dicha proteina citotéxica es HSV
timidina cinasa. Preferiblemente, dicho vector comprende ademds un acido nucleico que codifica una citocina ligado
operativamente a dicho promotor del gen MN. En realizaciones alternativas y preferidas, dicha citocina es interferén
o interleucina-2.

En el presente documento se caracteriza el promotor del gen MN. Se describe la identificacién del sitio de unién
para un represor de la transcripcion de MN. El andlisis mutacional indic6 que es necesaria la repeticién directa
AGGGCacAGGGC [SEC ID N.°: 143] para la unién eficaz del represor.

La identificacién de la proteina que se une al represor y la modificacion de sus propiedades de unidn es otra via para
modular la expresién de MN que conduciria a terapias contra el cancer. Es de esperar que la supresion de la expresion
de MN en células tumorales mediante la hiperexpresion de un regulador negativo provoque una disminucién en el
crecimiento tumoral. Se encontré que un complejo represor que comprende al menos dos subunidades se une a la SEC
ID N.°: 115 del promotor del gen MN. Un complejo represor, que se encontrd que estaba en contacto directo con la
SEC ID N.° 115 mediante reticulacién por UV, comprendia dos proteinas que tienen pesos moleculares de 35 y 42
kilodaltons, respectivamente.

Abreviaturas

En el presente documento se usan las siguientes abreviaturas:

aa - aminodcido

ATCC - American Type Culture Collection
pb - pares de bases

BLV - virus de la leucemia bovino

BSA - albimina de suero bovina

BRL - Bethesda Research Laboratories
CA - anhidrasa carbénica

CAM - molécula de adhesion celular
CARP - proteina relacionada con anhidrasa carbdnica
CAT - cloramfenicol acetiltransferasa

Ci - curie

cm - centimetro
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- citomegalovirus

- recuentos por minuto

- extremo carboxilo

- linfocitos T citotéxicos

- grados centigrados

- dietilaminoetilo

- Medio de Eagle modificado por Dulbecco

- bicatenario

- tetraacetato de etilendiamina

- factor de crecimiento epidérmico

- inmunoensayo enzimdtico

- ensayo de inmunoabsorcién ligado a enzimas

- ensayo de desplazamiento por movilidad electroforética
- fibroblastos

- estudio citofluorométrico

- suero de ternero fetal

- isotiocianato de fluoresceina

- Andlisis de obtencién de huellas mediante DNasa 1
- proteina de fusion de MN glutationa S-transferasa
- ganciclovir

- células HeLa

- hematoxilina-eosina

- fibroblastos de embrién humano

- células HeLa de tipo standard

- HeLa mutantes de Stanbridge D98/AH.2

- células hibridas de HeLa y fibroblastos que son tumorigenas; derivadas de HeLLa D98/AH.2
- células hibridas de HeLa y fibroblastos que son tumorigenas; derivadas de HeLL.a D98/AH.2
- virus del papiloma humano

- peroxidasa de rdbano

- virus herpes simplex

- intracelular

- interferén

- interleucina-2

- iniciador
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kb

kbp

kd o kDa
KS
LCMV

LTR

mA
MADb
MCSF
ME
MEM
min.
mg
ml
mM
MMC
mmol

MLV

NEG

ng

nm
nt

extremo N
ODN
ORF

PA

PBS

PCR
PEST

PG
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- isopropil-beta-D-tiogalactopiranosida
- kilobase

- pares de kilobases

- kilodaltons

- keratan sulfato

- virus de la coriomeningitis linfocitica
- repeticion terminal larga

- molar

- miliamperio

- anticuerpo monoclonal

- factor estimulador de colonias de macréfagos
- mercaptoetanol

- medio minimo esencial

- minuto(s)

- miligramo

- mililitro

- milimolar

- mitomicina C

- milimol

- virus de leucemia murino

- concentracién normal

- negativo

- nanogramo

- nanémetro

- nucledtido

- extremo amino

- oligodesoxinucledtido

- marco de lectura abierto

- Proteina A

- solucién salina tamponada con fosfato
- reaccion en cadena de la polimerasa

- combinacion de las abreviaturas de una letra para prolina, 4cido glutdmico, serina, treonina
- proteoglicano

- punto isoeléctrico
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PMA - 12-miristato 13-acetato de forbol

POS - positivo

Py - pyrimidina

RACE - amplificacién rdpida de extremos de ADNc

RCC - carcinoma de células renales

RIA - radioinmunoensayo

RIP - radioinmunoprecipitacién

RIPA - ensayo de radioinmunoprecipitacion

RNP - ensayo de proteccion contra RNasa

RT-PCT - reaccion en cadena de la polimerasa por transcripcion inversa
SAC - células de Staphilococcus aureus

S. aureus - Staphilococcus aureus

sc - subcutdneo

SDRE - elemento de respuesta en funcién de la dosis en suero
SDS - dodecilsulfato sédico

SDS-PAGE - electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sédico
SINE - secuencia repetida intercalada corta

SP - péptido de seiial

SP-RIA - radioinmunoensayo en fase sélida

SSDS - sitio donante de ayuste sintético

SSH - PCR supresiva sustractiva

SSPE - NaCl (0,18 M), fosfato sédico (0,01 M), EDTA (0,001 M)
TBE - tamp6n de electroforesis de Tris-borato/EDTA

TC - cultivo tisular

TCA - 4cido tricloroacético

Medio de TC - medio de cultivo tisular

TC - cultivo tisular

tk - timidina cinasa

™ - transmembrana

TMB - tetrametilbenzidina

Tris - tris (hidroximetil)aminometano

uCi - microcurie

ug - microgramo

ul - microlitro
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uM - micromolar

VSV - virus de estomatitis vesicular

\% - virus vaccinia

X-MLV - virus de leucemia murino xenotrépico

Lineas celulares

AGS -linea celular derivada de un carcinoma adenogastrico primario [Barranco y Townsend, Cancer Res., 43: 1703
(1983) e Invest. New Drugs, 1: 117 (1983)]; disponible en la ATCC con el c6digo CRL 1739;

BL-3 - linfocitos B bovinos [ATCC CRL-8037; suspension de células de leucemia; J. Natl. Cancer Inst. (Bethesda)
40: 737 (1968)1;

C33 - una linea celular derivada de una biopsia de carcinoma de cuello de ttero humano [Auersperg, N., J. Nat’l.
Cancer Inst. (Bethesda), 32: 135-148 (1964)]; disponible en la ATCC con el c6digo HTB-31;

C33A - células de carcinoma de cuello de utero humano [ATCC HTB-31; J. Natl. Cancer Inst. (Bethesda) 32: 135
(1964)];

COS - linea celular simia [Gluzman, Y., Cell, 23: 175 (1981)];

HeLa K - células HeLa de tipo estdndar; linea celular de tipo epitelial aneuploide aislada de un adenocarcinoma
de cuello de tdtero humano [Gey y cols., Cancer Res., 12: 264 (1952); Jones y cols., Obstet. Gynecol., 38: 945-949
(1971)] obtenida del Professor B. Korych, [Institute of Medical Microbiology and Immunology, Charles University;
Praga, Reptblica Checal;

HeLa D98/AH.2 (también HeLa s) - Clon HeLa mutante que es deficiente en hipoxantina guanina fosforribosil
transferasa (HGPRT™) amablemente suministrada por Eric J. Stanbridge [Department of Microbiology, College of
Medicine, University of California, Irvine, CA (EE. UU.)] y resefiada en Stanbridge y cols., Science. 215: 252-259
(15 de enero de 1982); progenitora de las células hibridas H/F-N y H/F-T, también obtenidas de E.J. Stanbridge;

KATO III - linea celular preparada a partir de una forma metastasica de un carcinoma géstrico [Sekiguichi y cols.,
Japan I. Exp. Med. 48: 61 (1978)]; disponible en la ATCC con el cédigo HTB-103;

NIH-3T3 - linea celular de fibroblastos murinos resefiada en Aaronson, Science, 237: 178 (1987);

QT35 - células de fibrosarcoma de codorniz [ECACC: 93120832; Cell, 11: 95 (1977)];

Raj - linea celular de linfoma de Burkitt humano [ATCC CCL86; Lancet, 1: 238 (1964)];

Rat2TK - linea celular (embrién de rata, mutante para timidina cinasa) que se derivé de un subclon de una cepa
resistente a 5’-bromo-desoxiuridina de la linea celular de tipo fibroblasto de rata de Fischer 3T3; las células carecen

de niveles apreciables de timidina cinasa nuclear [Ahrens, B., Virology, 113: 408 (1981)];

SiHa - linea celular de carcinoma escamoso de cuello de dtero humano [ATCC HTB-35; Friedl y cols., Proc. Soc.
Exp. Biol. Med., 135: 543 (1990)];

XC - células derivadas de un rabdomiosarcoma de rata inducido con el virus de sarcoma de Rous [Svoboda, Mono-
grafia del J., Natl. Cancer Center Institute n.° 17, IN: “International Conference on Avian Tumor Viruses” (J.W. Beard
editor), paginas 277-298 (1964)], amablemente proporcionadas por Jan Svoboda [Institute of Molecular Genetics,
Czechoslovak Academy of Sciences; Praga, Republica Checa]; y

CGL1 - células hibridas de H/F-N (derivadas de HeLLa D98/AH.2);

CGL2 - células hibridas de H/F-N (derivadas de HeLLa D98/AH.2);

CGL3 - células hibridas de H/F-T (derivadas de HeLLa D98/AH.2);

CGLA4 - células hibridas de H/F-T (derivadas de HeLa D98/AH.2);
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En el presente documento se usan los siguientes simbolos para representar los nucleétidos:

Simbolo de la base Significado

A adenina
citosina

G guanina
T timina
U uracilo
I inosina
M AoC
R AoG
W AoT/U
S CoG
Y CoT/U
K GoT/U
\Y AoCoG
H AoCoT/U
D AoGoT/U
B CoGoT/U
N/X AoCoGoT/U

Existen veinte aminodcidos principales, cada uno de los cuales se especifica mediante una disposicién diferente de
tres nucledtidos adyacentes (c6digo de triplete o codén), y que se unen en un orden especifico formando una proteina
caracteristica. En el presente documento se usa la convencién de tres letras o de una letra para identificar dichos
aminodcidos, como por ejemplo, en la Figura 1 siguiente:

50

55

60

65

Nombre del | Abrev de 3 letras | Abrev. De 1 letra
aminoacido

Alanina Ala A
Arginina Arg R
Asparagina Asn N
Acidoaspartico Asp D
Cisteina Cys C
Acidoglutamico Glu E
Glutamina Gin Q
Glicina Gly G
Histidina His H
Isoleucina lle i

11
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Leucina Leu L
Lisina Lys K
Metionina Met M
Fenilalanina Phe F
Prolina Pro P -
Serina Ser S
Treonina Thr T
Triptéfano Trp W
Tirosina Tyr Y
Valina Val \
Desconocido u X
otro

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 A-C proporciona la secuencia de nucleétidos para un clon de ADNc de MN [SEC ID N.°%: 1] aislado tal
como se describe en el presente documento.

La Figura 1 A-C también describe la secuencia de aminodcidos prevista [SEC ID N.°: 2] codificada por el ADNCc.

La Figura 2A-F proporciona una secuencia genémica completa de 10.898 pb de MN [SEC ID N.°: 5]. El recuento
de las bases es el siguiente: 2654 A; 2739 C; 2645 G; y 2859 T. Los 11 exones generalmente se muestran en letras
mayusculas, pero el exén 1 se considera que empieza en la posicion 3507 segiin se determiné mediante el ensayo de
proteccion contra RNasa.

La Figura 3 es un mapa de restriccién del ADNc de MN de longitud completa. El marco de lectura abierto se
muestra en un recuadro abierto. Las lineas gruesas bajo el mapa de restriccion ilustran los tamafios y posiciones de
dos clones de ADNCc superpuestos. Las flechas horizontales indican las posiciones de los cebadores R1 [SEC ID N.°:
7] y R2 [SEC ID N.°: 8] que se usan para la RACE en el extremo 5°. Los sitios de restriccion relevantes son BamHI
(B), EcoRV (V), EcoRI (E), Pstl (Ps), Pvull (Pv).

La Figura 4 representa esquematicamente la regién genémica 5’ de un clon genémico de MN en el que la numera-
cioén corresponde a los sitios de inicio de la transcripcion estimados mediante RACE.

La Figura 5 proporciona un mapa de exones e intrones del gen MN/CA IX humano. Las posiciones y tamafos
de los exones (numerados, recuadros sombreados), elementos de repeticién Alu (recuadros blancos) y una secuencia
relacionada con LTR (primer recuadro punteado sin numerar) se ajustan a la escala que se indica. Los exones que
corresponden a dominios de la proteina MN/CA IX individuales estan incluidos en los marcos de linea discontinua
demoninados PG (dominio de tipo proteoglicano), CA (dominio de anhidrasa carbdnica), TM (ancla transmembrana)
e IC (cola intracitoplasmatica). Bajo el mapa, la alineacién de las secuencias de aminodcidos ilustra el grado de
homologia entre la regién PG de la proteina MN/CA (aa 53-111) [SEC ID N.%: 50] y el aggrecan humano (aa 781-
839) [SEC ID N.°: 54].

La Figura 6 es una secuencia de nucleétidos para el promotor propuesto del gen MN humano [SEC ID N.%: 27].
Los nucledtidos se numeran a partir del sitio de iniciacidon de la transcripcién de acuerdo con un ensayo de proteccién
contra RNasa. Los potenciales elementos reguladores estan suprarrayados. Los sitios de inicio de la transcripcion se
indican mediante asteriscos (proteccion contra RNasa) y puntos (RACE) sobre los nucleétidos correspondientes. La
secuencia del 1* ex6n se inicia bajo los asteriscos. El andlisis por FTP del fragmento promotor MN4 revel6 5 regiones
(I-V) protegidas tanto en la hebra codificante como en la no codificante, y dos regiones (VI y VII) protegidas en la
hebra codificante pero no en la hebra no codificante.

La Figura 7 proporciona un esquema de la alineacién de los clones genémicos MN de acuerdo con su posicién
relacionada con el sitio de inicio de la transcripcién. Todos los fragmentos genémicos excepto Bd3 se aislaron a partir
de una genoteca en lambda FIX II derivada de células HeLa. EI Clon Bd3 se derivé de una genoteca de cerebro fetal
humano.
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La Figura 8 representa esquematicamente la estructura de la proteina MN. Las abreviaturas son las mismas que se
usan en la Figura 5.

La escala indica el nimero de aminoacidos.

Descripcion detallada

En el presente documento, se considera que los términos “MN/CA IX” y “MN/CA9” son sinénimos de MN.
También, se considera que el antigeno G250 se refiere a una proteina/polipéptido de MN. [Uemura y cols., J. Urol.
157 (4 Supl.): 377 (Resumen 1475; 1997).]

MN/CA IX se identificé por vez primera en células HeLa, derivadas de un carcinoma de cuello de ttero humano,
tanto como proteina de la membrana plasmatica como nuclear con un peso molecular aparente de 58 y 54 kilodaltons
(kDA) segtin se estim6 mediante transferencia Western. Estd N-glicosilado con una tnica cadena de carbohidratos
de 3 kDa y en condiciones no reductoras forma oligémeros ligados mediante S-S con [Pastorekova y cols., Virology,
187: 620-626 (1992); Pastorek y cols., Oncogene, 9: 2788-2888 (1994)]. MN/CA IX es una proteina transmembrana
localizada sobre la superficie celular, aunque en algunos casos se ha detectado en el nicleo [Zavada y cols., Int. J.
Cancer, 54: 268-274 (1993); Pastorekova y cols., referencia anterior].

MN se manifiesta en las células HeLa mediante una proteina gemela, p54/58N. Las inmunotransferencias usando
un anticuerpo monoclonal que reacciona con p54/58N (MAb M75) revelaron dos bandas en 54 kd y 58 kd. Esas dos
bandas pueden corresponder a un tipo de proteina que lo mas probablemente difiere por el procesamiento postraduc-
cional. En el presente documento, la frase “proteina gemela” indica p54/58N.

Zavada y cols., documento WO 93/18152 y/o documento WO 95/34650 describen la secuencia de ADNc de MN
(SEC ID N.%: 1) que se muestra en el presente documento en la Figura 1A-1C, la secuencia de aminoédcidos de MN
(SEC ID N.°: 2) que también se muestra en la Figura 1A-1C, y la secuencia genémica de MN (SEC ID N.°: 5) que se
muestra en el presente documento en la Figura 2A-2F. El gen MN se organiza en 11 exones y 10 intrones.

Los primeros treinta y siete aminodcidos de la proteina MN que se muestran en la Figura 1A-1C corresponden al
péptido de sefial de MN putativo [SEC ID N.°: 6]. La proteina MN tiene un dominio extracelular [aminodcidos (aa) 38-
414 de la Figura 1A-1C (SEC ID N.°: 87)], un dominio transmembrana [aa 415-434 (SEC ID N.°: 52)] y un dominio
intracelular [aa 435-459 (SEC ID N.°: 53)]. El dominio extracelular contiene el dominio de tipo proteoglicano [aa 53-
111 (SEC ID N.°: 50)] y el dominio de anhidrasa carbénica (CA) [aa 135-391 (SEC ID N.%: 51].

Fdrmacos anticancerosos y anticuerpos que bloquean la interaccion entre la proteina MN y las moléculas recep-
toras

La proteina MN se considera que es una diana singularmente adecuada para la terapia contra el cdncer debido a un
nimero de razones que incluyen las siguientes. (1) Estd localizada en la superficie celular, haciendo que sea accesible.
(2) Se expresa en un porcentaje elevado de carcinomas humanos (por ejemplo, carcinomas de cuello de ttero, renal,
de colon, mama, eséfago, pulmén, cabeza y cuello, entre otros), pero normalmente no se expresa en ningin grado
significativo en los tejidos normales de los que se originan dichos carcinomas.

(3) Normalmente se expresa Unicamente en la mucosa estomacal y en algunos epitelios del tracto digestivo (epi-
telio de vesicula biliar y de intestino delgado). Por lo tanto existe una barrera anatémica entre los tejidos preneo-
plasicos/neoplésicos que expresan MN y los tejidos normales que expresan MN. As{ pueden administrarse farma-
cos, que incluyen anticuerpos, que pueden alcanzar tumores sin interferir con los tejidos normales que expresan
MN.

(4) MADb M75 tiene una gran afinidad y especificidad por la proteina MN. (5) Se ha aislado el ADNc de MN vy los
clones genémicos de MN que abarcan las secuencias de codificacién de la proteina y las de regulacion de los genes.
(6) Se ha demostrado que los anticuerpos especificos contra MN presentan una captacién tumoral de entre las mas
altas resefiadas en estudios clinicos con anticuerpos antitumorales en tumores sélidos, tal como se demuestra para el
anticuerpo quimérico G250 en estudios en animales y en los ensayos clinicos de fase I con pacientes de carcinoma
renal. [Steffens y cols., J. Clin. Oncol., 15: 1529 (1997).] También, los anticuerpos especificos contra MN presentan
una baja captacion en los tejidos normales.

Los datos, por ejemplo tal como los que se presentan en el presente documento, son consistentes con la siguiente
teorfa sobre cémo la proteina MN actda en los tejidos normales y en los tejidos preneoplésicos/neoplasicos. En los
tejidos normales (por ejemplo, en la mucosa estomacal), se considera que la proteina MN es un factor de diferencia-
cién. Se une a su receptor normal S (en el estdémago). Se ha demostrado que los carcinomas de estdmago no contienen
proteina MN.

La expresion ectdpica de proteina MN en otros tejidos provoca la conversion de las células en cancerosas. Dicha
expresion ectdpica se considera que esta provocada por la unién de la proteina MN con un receptor H alternativo (para
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las células HeLa), junto con una ruta de transduccién de sefiales que provoca la malignidad. Seria de esperar que los
farmacos o anticuerpos que bloquean el sitio de unién de la proteina MN para el receptor H provocaran la reversién
de las células prenopldsicas/neopldsicas a normales o indujeran su muerte.

Diserio y desarrollo de fdrmacos o anticuerpos que bloquean MN

Un procedimiento para disefiar y desarrollar farmacos que bloquean MN, por ejemplo, péptidos con una afinidad
elevada por la proteina MN, o anticuerpos, tiene varias etapas. La primera, es realizar una prueba para determinar la
unioén de la proteina MN a receptores basada en el ensayo de adhesion celular que se describe mas adelante. Ese mismo
procedimiento se usaria también para realizar ensayos para determinar los firmacos que bloquean el sitio de unién de
la proteina MN. A la vista de la existencia de receptores alternativos S y H, se usarian células de epitelio estomacal
o revertientes (que contienen preferentemente receptores S), células HeLa (que contienen el receptor H y que carecen
del receptor S) en el ensayo de adhesion celular.

Para identificar el sitio de unién al receptor de la proteina MN, pueden usarse variantes con deleciones de la
proteina MN que carezcan de diferentes dominios para identificar la(s) region(es) responsable(s) de la interaccién de
la proteina MN con un receptor. El Ejemplo 2 identifica e ilustra cémo detectar otros sitios de unién de la proteina
MN. Un sitio de unién de MN preferido se considera que es muy similar o idéntico al epitopo para MAb M75, que
estd localizado en al menos 2 copias dentro de la repeticién en tindem de 6 veces de 6 aminoacidos [aa 61-96 (SEC ID
N.°: 97)] del dominio de tipo proteoglicano de la proteina MN. Pueden prepararse variantes de deleciéon mds pequefas
dentro de ese dominio relevante, por ejemplo, proteinas de fusién Unicamente sélo con pequefios segmentos de la
proteina MN. También, puede realizarse la digestion controlada de la proteina MN con proteasas especificas seguida
de separacién de los productos.

Ademds, pueden sintetizarse péptidos que comprendan el sitio de unién esperado. Todos esos productos pueden
analizarse en ensayos de adhesion celular, tal como se ejemplifica mds adelante [Véase, por ejemplo, Pierschbacher y
Ruoslahti, PNAS, 81: 5985 (1984); Ruoslahti y Pierschbacher, Science, 238: 491.]

Pueden construirse moléculas que bloqueen el sitio de unién del receptor MN. Por ejemplo, puede usarse un kit
de coleccién de péptidos presentados en fagos [tal como el kit de la coleccién de 7-meros Ph.D®-7 de New England
Biolabs; Beverly, MA (EE. UU.)] tal como se ejemplifica en los Ejemplos 2 y 3, para encontrar péptidos con afini-
dad elevada por las moléculas diana. La actividad biolégica de los péptidos identificados se analizard in vitro por la
inhibicién de la adhesion celular a la proteina MN, por los efectos sobre la morfologia celular y las caracteristicas
de crecimiento de las células tumorales relacionadas con MN (HeLa) y las células de control. [Symington, J. Biol.
Chem. 267: 25744 (1992).] El cribado in vivo se realizard en ratones atimicos a los que se han inyectado células
HeLa.

Se preparardn péptidos que contienen el sitio de unidon de la proteina MN [por ejemplo MAP (péptidos con anti-
genos multiples); Tam, J.P., PNAS (EE. UU.) 85: 5409 (1988); Butz y cols., Peptide Res., 7: 20 (1994)]. Los MAP se
usaran para inmunizar animales para obtener anticuerpos (policlonales y/o monoclonales) que reconocen y bloquean
el sitio de unién. [Véase, por ejemplo, Brooks y cols., Cell. 79: 1157 (1994).] Después se emplearia la “vacunacién”
para analizar la proteccidn de los animales. Potencialmente podrian usarse anticuerpos en el sitio de unién de MN para
bloquear la(s) interaccién(es) de la proteina MN con otras moléculas.

También puede usarse el modelado por ordenador para disefiar moléculas con afinidad especifica por la proteina
MN que actuarian de mediadores de la inhibicion estérica entre la protefna MN y su receptor. Un modelo por ordenador
del sitio de unién de MN para el receptor contendria las caracteristicas espaciales, electrostaticas, hidr6fobas y otras
de esta estructura. Se disefiardn las moléculas orgdnicas complementarias a la estructura, que mejor encajen en el sitio
de unién. También pueden analizarse de forma similar moléculas inorgénicas que podrian bloquear el sitio de unién
de MN.

El uso de oncoproteinas como dianas para desarrollar nuevas sustancias terapéuticas contra el cancer se considera
convencional por los expertos en la técnica [Véase, por ejemplo, Mendelsohn y Lippman, “Growth Factors,” paginas
114-133, EN: De Vita y cols. (editores), Cancer: Principles and Practice of Oncology (4* Ed.; Lippincott; Filadelfia,
1993).] En su sentido mds amplio, el disefio de farmacos bloqueantes puede basarse en experimentos de inhibicién
competitiva. Dichos experimentos se han empleado para inventar farmacos desde el descubrimiento de las sulfo-
namidas (inhibidores competitivos del 4cido para-aminobenzoico, un precursor del dcido félico). También, algunos
citostaticos son inhibidores competitivos (por ejemplo, pirimidinas halogenadas, entre otros).

Sin embargo, la aplicacion de dichas estrategias a MN es novedosa. Comparadas con otras moléculas relacionadas
con tumores (por ejemplo factores de crecimiento y sus receptores), MN tiene la singular propiedad de expresar-
se de forma diferencial en los tejidos preneopldsicos/neopldsicos y normales, que estdn separados por una barrera
anatémica.
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Gen MN - Clonacion y secuenciacion

La Figura 1A-C proporciona la secuencia de nucleétidos de un clon de ADNc de MN de longitud completa aislado
tal como se describe mds adelante [SEC ID N.°: 1]. La Figura 2A-F proporciona una secuencia genémica de MN
completa [SEC ID N.°: 5]. La Figura 6 muestra la secuencia de nucledtidos para un promotor de MN propuesto [SEC
ID N.°: 27].

Se entiende que debido a la degeneracidn del c6digo genético, es decir, que un aminodacido es codificado por mas
de un cododn [por ejemplo, los codones TTA, TTG, CTT, CTC, CTA y CTG codifican cada uno el aminoécido leucina
(leu)], las variaciones de las secuencias de nucleédtidos, por ejemplo, las SEC ID N.°: 1 y 5 en las que un codén se
sustituye por otro, producirian una proteina o polipéptido sustancialmente equivalentes de acuerdo con esta invencion.
Todas dichas variaciones en las secuencias de nucledtidos del ADNc de MN y de las secuencias complementarias de
dcidos nucleicos estdn incluidas en el alcance de esta invencidn.

Se entiende ademds que las secuencias de nucledtidos que se describen en el presente documento y que se muestran
en las Figuras 1, 2 y 6, representan unicamente las estructuras precisas de las secuencias de ADNc, gendmicas y de los
promotores de los nucledtidos aislados y que se describen en el presente documento. Es de esperar que se encuentren
secuencias de nucledtidos ligeramente modificadas o que puedan ser modificadas mediante técnicas conocidas en la
técnica que codifiquen proteinas y polipéptidos MN sustancialmente similares u homdlogas, por ejemplo, que tengan
epitopos similares, y se considera que dichas secuencias de nucleétidos y proteinas/polipéptidos son equivalentes
para el fin de esta invencion. Se considera que el ADN o ARN que tengan codones equivalentes estan dentro del
alcance de la invencidn, al igual que las secuencias de acidos nucleicos sintéticos que codifican proteinas/polipéptidos
homélogos o sustancialmente homdlogos a proteinas/polipéptidos MN, asi como aquellas secuencias de 4cido nucleico
que se hibridarfan a dichas secuencias ejemplares [SEC ID N° 1, 5 y 27] en condiciones restrictivas, o que, excepto
por la degeneracion del cédigo genético, se hibridarian a dichas secuencias de nucle6tidos de ADNc en condiciones
de hibridacién restrictivas. Las modificaciones y variaciones de secuencias de dcidos nucleicos que se indican en
el presente documento se considera que producen secuencias que son sustancialmente iguales a las secuencias MN
ejemplares y fragmentos de las mismas.

En el presente documento se considera que las condiciones de hibridacién restrictivas conforman unas condiciones
de hibridacién estdndar que en la técnica se considera que son restrictivas. Por ejemplo, generalmente se entiende que
las condiciones restrictivas engloban condiciones de salinidad relativamente baja y/o de temperatura elevada, tal como
las que proporciona NaCl 0,02 M a 0,15 M a temperaturas de 50°C a 70°C. Las condiciones menos restrictivas, tales
como sal 0,15 M a 0,9 M a temperaturas que varian en el intervalo de 20°C a 55°C pueden hacerse mas restrictivas
afladiendo cantidades crecientes de formamida, que sirve para desestabilizar los duplex hibridados al igual que el
aumento de temperatura.

Las condiciones de hibridacién restrictivas ejemplares se describen en Sambrook y cols., Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, paginas 1.91 y 9.47-9.51 (Segunda Edicién, Cold Spring Harbor Laboratory Press; Cold Spring
Harbor, NY; 1989); Maniatis y cols., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, paginas 387-389 (Cold Spring Harbor
Laboratory; Cold Spring Harbor, NY; 1982); Tsuchiya y cols., Oral Surgery. Oral Medicine, Oral Pathology, 71(6):
721-725 (Junio de 1991).

Zavaday cols., documento WO 95/34650 describieron c6mo se aisld y secuencié un clon de ADNc parcial de MN,
un clon de ADNc de longitud completa de MN y clones genémicos de MN. También, Zavada y cols., Int. I. Cancer,
54: 268 (1993) describen el aislamiento y la secuenciacién de un ADNc parcial de MN de 1397 pb de longitud. En
resumen, los intentos de aislar un clon de longitud completa de la adenoteca de ADNc original no dieron resultado. Por
lo tanto, los inventores realizaron una rapida amplificacién de los extremos de ADNc (RACE) usando los cebadores
especificos de MN, R1 y R2 [SEC ID N.°: 7 y 8], derivados de la regién 5’ del clon de ADNCc original. El producto
de la RACE se insert6 en pBluescript, y toda la poblacién de pldsmidos recombinantes se secuencié con un cebador
especifico de MN ODNI1 [SEC ID N.% 3]. De ese modo, se obtuvo una secuencia fiable justo en el extremo 5’ del
ADNCc de MN tal como se muestra en la Figura 1 [SEC ID N.%: 1].

De forma especifica, se realiz6 una RACE usando 5 RACE System [GIBCO BRL; Gaithersburg, MD (EE. UU.)]
de la forma siguiente. Se usé 1 ug de ARNm (igual que anteriormente) como plantilla para la sintesis de la primera
hebra de ADNc que se cebd con el oligonucledtido no codificante especifico de MN, R1 (5’-TGGGGTTCTTGAG
GATCTCCAGGAG-3’) [SEC ID N.%: 7]. El producto de la primera hebra se precipité dos veces en presencia de ace-
tato de amonio y se le unién una cola de C homopolimérica en su extremo 3’ mediante TdT. El ADNc con la cola
se amplificé después mediante PCR usando a un cebador anidado, R2 (5’-CTCTAACTTCAGGGAGCCCTCTTCTT-
3’) [SEC ID N.°: 8] y un cebador de anclaje que se hibrida con la cola homopolimérica (5°’-CUACUACUACUAGGC
CACGCGTCGAC TAGTACGGGI IGGGIGGGIIG-3’) [SEC ID N.%: 9]. El producto amplificado se digiri6 con las
enzimas de restriccién BamHI y Sall y se cloné en el plasmido pBluescript II KS. Después de la transformacion, el
ADN plasmidico se purifico de la poblacion completa de células transformadas y se us6 como plantilla para la secuen-
ciacion con el cebador especifico de MN ODNI1 [SEC ID N.% 3; un 29-mero 5° CGCCCAGTGGGTCATCTTCCC
CAGAAGAG 3’].

Para estudiar la regulacién de MN, se aislaron clones genémicos de MN. Se aislé un clon genémico de MN (Bd3)
de una coleccién de cosmidos humanos preparada con cerebro fetal humano usando ADNc de MN como sonda y los
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cebadores especificos de MN derivados del extremo 5° del ADNc de ODNI1 [SEC ID N.%: 3, referencia anterior] y de
ODN2 [SEC ID NO.: 4; 19-mero (5° GGAATCCTCCTGCATCCGG 3’)]. El andlisis de la secuencia revel6 que el
clon gendémico abarcaba una regién aguas arriba de un sitio de inicio de la transcripcién de MN y que terminaba en
el sitio de restriccién de BamHI localizado dentro del ADNc de MN. De forma similar pueden aislarse otros clones
genémicos de MN.

La Figura 7 proporciona un esquema de la alineacién de los clones genémicos de MN de acuerdo con el sitio de
inicio de la transcripcién. Los pldsmidos que contienen el clon A4a y los subclones XE1 y XE3 se depositaron en la
American Type Culture Collection (ATCC) el 6 de junio de 1995, respectivamente con los n.° de depdsito de la ATCC
97199, 97200, y 97198.

Estructura de exones e intrones de la region genomica de MN completa

La secuencia completa de los clones superpuestos contiene 10.898 pb (SEC ID N.°: 5). La Figura 5 representa
la organizacién del gen MN humano, que muestra la localizacién de los 11 exones asi como los 2 elementos de
repeticion de Alu aguas arriba y los 6 intrénicos. Todos los exones son pequefios, variando en el intervalo de 27 a 191
pb, a excepcién del primer exén que tiene 445 pb. Los tamafios de los intrones varian en el intervalo de 89 a 1400 pb.
El dominio de CA lo codifican los exones 2-8, mientras que los exones 1, 10 y 11 corresponden respectivamente al
dominio de tipo proteoglicano, el ancla transmembrana y la cola citoplasmaética de la proteina MN/CA IX. La Tabla 1
a continuacion lista las secuencias donantes y receptoras del ayuste que son conformes con las secuencias de ayuste
de consenso que incluyen el motivo AG-GT [Mount, Nucleic Acids Res. 10: 459-472 (1982)].

TABLA 1

Estructura de exones e intrones del gen MN humano

Exén | Tamano | Posicién SEC 1D ayuste &’ SEC
gendémica™* N.° ID N.°

1 445 *3507-3951 28 AGAAG gtaagt 67

2 30 5126-5155 29 TGGAG gtgaga 68
3 171 5349-5519 30 CAGTC ~ gtgagg 69

4 143 5651-5793 31 CCGAG gtgagc 70

5 93 5883-5975 32 TGGAG gtacca 71

6 67 7376-7442 33 GGAAG gtcagt 72

7 158 8777-8934 34 AGCAG gtgggce 73
8 145 9447-9591 35 GCCAG gtacag 74

9 27 9706-9732 36 TGCTG gtgagt 75
10 82 10350-10431 | 37 CACAG gtatta 76
11 191 10562-10752 | 38 ATAAT Fin
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Intron | Tamano | Posicion SEC ayuste | SEC ID
gendémica™ | IDN.° | & N.°
T 1174 | 3952-5125 |39 |atacag GGGAT 177
2 193 5156-5348 | 40 ccecag GCGAC |78
3 131 5520-5650 | 41 acgcag TGCAA |79
4 89 5794-5882 | 42 tttcag ATCCA |80
5 1400 5976-7375 |43 cccecag GAGGG | 81
6 1334 7443-8776 | 44 tcacag GCTCA |82
7 512 8935-9446 | 45 ccctag CTCCA |83
8 114 9592-9705 | 46 ctccag TCCAG |84
9 617 9733- 47 tcgcag GTGACA | 85
10349
10 130 10432- 48 acacag AAGGG | 86
10561

**las posiciones se refieren a la numeracion de los nt de la secuencia
gendmica completa incluida la regioén flanqueante en &’ [Figura 2A-F]

* el numero corresponde al sitio de inicio de la transcripcion que se
determina mas adelante mediante ensayo de proteccion contra RNasa

Mapeo del los sitios de iniciacion y terminacion de la transcripcion génica de MN

Zavada y cols., documento WO 95/34650 describe el procedimiento del mapeo de los sitios de iniciacién y ter-
minacién de la transcripcién génica de MN. Se usé un ensayo de proteccidon contra RNasa para el mapeo preciso del
extremo 5’ del gen MN. La sonda era una copia de ARN de 470 nucledtidos marcada uniformemente (nt -205 a + 265)
[SEC ID N.°: 55], que se hibridé al ARN total de células HeLLa y CGI.3 que expresaban MN y se analiz6 en un gel de
secuenciacion. Ese andlisis ha demostrado que la transcripcién génica de MN se inicia en sitios multiples, siendo el
extremo 5’ del transcrito mds largo 30 nt mds largo que el anteriormente caracterizado mediante RACE.

Caracterizacion de la region flanqueante en 5’

El clon genémico Bd3 aislado a partir de una coleccién de césmidos de cerebro fetal humano se encontré que
abarcaba una regién de 3,5 kb aguas arriba del sitio de inicio de la transcripcién del gen MN. No contiene ninguna
region codificante significativa. Dos repeticiones Alu estdn situadas en las posiciones -2587 a -2296 [SEC ID N.°: 56]
y -1138 a -877 [SEC ID N.°: 57] (con respecto al inicio de la transcripcién determinado mediante RNP).

El andlisis de la secuencia de nucleétidos del ADN 5’ del inicio de la transcripcién (a partir del nt -507) no
reveld ninguna caja TATA reconocible a la distancia esperada del inicio del primer exén. Sin embargo, la presencia
de potenciales sitios de unién para los factores de transcripcion sugiere que esta region puede contener un promotor
para el gen MN. Hay diversas secuencias de consenso para los factores de transcripcién AP1 y AP2 asi como para
otros elementos reguladores, que incluyen un sitio de unién p53 [Locker y Buzard, J., ADN Sequencing and Mapping,
1: 3-11 (1990); Imagawa y cols. Cell, 51: 251-260 (1987); El Deiry y cols., Nat. Genet. 1: 44-49 (1992)]. Aunque la
regién promotora putativa contiene 59,3% de C+G, no presenta los atributos adicionales de las islas ricas en CpG que
son habituales en los promotores sin TATA de los genes de mantenimiento [Bird, Nature, 321: 209-213 (1986)]. Otra
clase de genes que carecen de caja TATA utiliza el elemento iniciador (Inr) como promotor. Muchos de estos genes no
son activos constitutivamente, sino que se regulan durante la diferenciacién o el desarrollo. El Inr tiene una secuencia
de consenso de PyPyPyCAPyPyPyPyPy [SEC ID N.°: 23] y abarca el sitio de inicio de la transcripcién [Smale y
Baltimore, Cell. 57: 103-113 (1989)]. Existen dos de dichas secuencias de consenso en el promotor putativo de MN;
sin embargo, no coinciden con el inicio de la transcripcién (Figura 6).

Se encontrd una region interesante en mitad del gen MN. La region es de aproximadamente 1,4 kb de longitud [nt
4.600-6.000 de la secuencia genémica; SEC ID N.°: 49] y abarca desde la parte 3’ del 1°" intrén al final del 5° ex6n.
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La regidn tiene las caracteristicas de una isla rica en CpG habitual, con un contenido de 62,8% de C + G y 82 CpG:
131 GpC dinucledtidos. Ademds, existen miiltiples sitios de unién putativos para los factores de transcripciéon AP2 y
Spl [Locker y Buzard, referencia anterior; Briggs y cols., Science, 234: 47-52 (1986)] que se concentran en el centro
de esta drea. Particularmente, el 3*" intrén de 131 pb de longitud contiene tres secuencias de consenso Spl y tres AP2.
Esos datos indican la posible implicacién de esa regién en la regulacion de la expresion del gen MN. Sin embargo,
todavia estd por determinar la funcién de esa region, asi como de los otros elementos reguladores que se encuentran
en el promotor 5’ de MN propuesto.

Promotor de MN

El estudio del promotor de MN ha demostrado que carece de TATA y que contiene secuencias reguladoras para AP-
1, AP-2, asi como dos sitios de unién p53. La secuencia del extremo 5° de la region flanqueante de 3,5 kb aguas arriba
del gen MN ha demostrado una extensa homologia con LTR de los retrovirus endégenos HERV-K. La actividad de
transcripcion basal del promotor es muy débil, segin se ha demostrado mediante andlisis usando CAT y genes testigo
neo. Sin embargo, la expresion de los genes testigo aumenta varias veces cuando se dirige desde la region flanqueante
de 3,5 kb, lo que indica la implicacién de potenciadores putativos.

La caracterizacion funcional de la region aguas arriba de 3,5 kb de MN en 5’ mediante andlisis por delecion llevé
a la identificacion del fragmento [-173, +31] [SEC ID N.°: 21] (también de forma alternativa, pero menos preferible-
mente, el fragmento casi idéntico -172, +31 [SEC ID N.°: 91]) como promotor de MN. La obtencion de huellas in vitro
mediante ADNasa I relevé la presencia de cinco regiones protegidas (PR) dentro del promotor de MN. El andlisis de
delecién detallado del promotor identific6 PR 1 y 2 (numerados a partir del inicio de la transcripcién) como las mas
criticas para la actividad de transcripcion. PR4 [SEC ID N.°: 115] afecté negativamente a la transcripcién ya que su
delecién provocé una mayor actividad del promotor y se confirmé que funcionaba como elemento silenciador inde-
pendiente del promotor, de la posicién y de la orientacién. El andlisis mutacional indic6 que es necesaria la repeticién
directa AGGGCacAGGGC [SEC ID N.°: 143] para la unién eficaz del represor. Se encontré que dos componentes
del complejo represor (35 y 42 kDa) estaban en contacto directo con PR4 mediante reticulacién por radiacién UV. La
mayor densidad celular, que se sabe que induce la expresion de MN, no afect a los niveles de unién de PR4 en las
células HeLa. El nivel del represor significativamente reducido parece ser responsable de la regulacién por aumento
de MN en el caso de las células CGL3 tumorigenas comparada con los hibridos de HeLa y fibroblastos normales.

Utilidad del promotor de MN como un promotor especifico de tumor para la genoterapia

Se investiga si el promotor del gen MN puede usarse como promotor especifico de tumor para dirigir la expresién
de un gen suicida [timidina cinasa (tk) de HSV)] y actuar de mediador de la destruccién directa y por efecto de
contigiliidad (“bystander”) de las células tumorales.

El gen HSVtk transferido a las células tumorales convierte el andlogo nucleosidico ganciclovir (GCV) en trifosfatos
téxicos y actia de mediador de la destruccion de las células tumorales transducidas y también de las células contiguas.
El control de HSVtk mediante el promotor del gen MN permitirfa su expresion tinicamente en células tumorales, que
permiten la biosintesis de la proteina MN, y la destruccién selectiva de dichas células tumorales, pero no de las células
normales en las que la expresion de MN esta reprimida.

Se preparé una construccién de un plasmido en el que se cloné HSVtk aguas debajo de la regién del promotor de
MN Bd3, que contenia elementos de regulacién tanto proximales como a distancia de MN. Ese pldsmido pMN-HSVtk
se transfecté a células Rat2TK y a células de carcinoma de cuello de tdtero C33 usando precipitacién con fosfato
célcico y lipofeccidn, respectivamente. Las células transfectadas se analizaron para determinar la expresién de HSVtk
y la sensibilidad a GVC. El andlisis de las células transfectadas ha demostrado el notable efecto citotéxico in vitro de
GVC incluso a concentraciones bajas (hasta 95% de células destruidas).

Se ha preparado antisuero de conejo policlonal contra HSVtk, usando la proteina de fusién con GST en pGEX-
3X, para inmunodetectar HSVtk sintetizada en células transfectadas. Este sistema modelado estd siendo estudiado
para estimar el efecto de contigiiidad, la inhibicién de la eficacia de la clonacién y la capacidad invasiva de células
transducidas y tratadas con GVC a matrices de coldgeno. Debe prepararse un vector retroviral recombinante con
HSVtk controlada por el promotor de MN para analizar la eficacia in vivo usando un modelo animal (por ejemplo,
ratones SCID).

Andlisis del promotor de MN

Dado que el promotor de MN es débil, una estrategia cldsica para estudiarlo estarfa limitada por la eficiencia
relativamente baja de las transfecciones transitorias (hasta de un 10%). Por lo tanto, se prepararon lineas celulares
clonales estables que expresaban construcciones que contenian el promotor de MN fusionado con el gen CAT. En
dichas lineas clonales, el 100% de las células expresan el gen CAT controlado por el promotor de MN, y asi, puede
detectarse la actividad del promotor mds fiacilmente que en los experimentos transitorios. También puede analizarse
la actividad del promotor repetidamente en las mismas células con condiciones diferentes o tratarse con diferentes
factores y farmacos. Esta estrategia permite estudiar los mecanismos que subyacen la regulaciéon de MN a nivel de
iniciacién de la transcripcion.
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Diversos tipos de transfecciones con construcciones de promotores ligados a un gen testigo CAT (precipitacién con
calcio, DEAE dextrano combinado con choque con DMSO y/o cloroquina, asi como electroporacién), procedimientos
diferentes de ensayo de actividad de CAT (procedimiento de centelleo, cromatografia en capa fina) y diversas lineas
celulares receptoras que diferian en el nivel de expresion de MN y en la eficiencia de transfeccién (células HeLa,
SiHa, CGL3, KATO III, Rat2TK~ y C33). La actividad del promotor de MN se detecté preferiblemente mediante
electroporacién de las células CGL3 y cromatografia en capa fina. Preferiblemente ademads, se usaron células C33
cotransfectadas con construcciones de promotor de MN-CAT y pSV2neo.

1. Para detectar la actividad basal del promotor de MN y para estimar la posicion del promotor central, se analizé
la expresion del gen CAT en las construcciones pMN1 a pMN?7 tras la transfeccion a células CGL3. Se transfectaron
plasmidos con deleciones progresivas en 5° a células CGL3 y la actividad se analiz6 mediante ensayo de CAT. [Se
usaron 8 pug de ADN para la transfeccion en todos los casos excepto pBLV-LTR (2 ug).]

Unicamente se detecté una actividad muy débil de CAT en las células transfectadas con pMN1 y pMN2 (que
contienen respectivamente 933 pb y 600 pb de la secuencia del promotor). Las construcciones pMN3, pMN4 y pMN6
exhibieron algo mds de actividad (que contienen respectivamente 446 pb, 243 pb y 58 pb del promotor). Se obtuvo un
leve pico de actividad con pMNS5 (que se iniciaba en la posicion -172 con respecto al inicio de la transcripcion.) Asi, la
funcion del promotor central de MN puede asignarse a una region de aproximadamente 500 pb inmediatamente aguas
arriba del sitio de inicio de la transcripcién de MN.

Curiosamente, la actividad de la amplia regién Bd3 (que abarca 3,5 kbp aguas arriba del inicio de la transcripcién)
era varias veces superior a la actividad del promotor central. Sin embargo, su nivel era todavia muy inferior al que
mostraba un control positivo, es decir, BLV-LTR transactivado por Tax, e incluso inferior a la actividad de BLV-LTR
sin transactivacion. El hecho de que la actividad de Bd3 fuera mayor que la del promotor central sugiere la presencia
de algunos elementos reguladores. Muy probablemente dichos elementos estan situados en la secuencia entre pMN1
y Bd3 (es decir de -1 kbp a -3,5 kbp) [SEC ID N.°: 58]. Para determinar la localizacién de los elementos reguladores
putativos puede usarse la clonacion y transfeccién de diversas versiones de delecién de Bd3 que abarcan la regién
indicada.

Se obtuvieron resultados similares por la transfeccion de células KATO III con Bd3 y pMN4. Las células transfec-
tadas expresaban un nivel mas bajo de MN que las células CGL3. Por consiguiente, se encontrd que la actividad del
promotor de MN era menor que en las células CGL3.

2. En una estrategia paralela para estudiar el promotor de MN, se realiz6 un andlisis basado en la seleccién de
células G418 transfectadas por pldsmidos que contenian el promotor de interés clonado aguas arriba del gen neo. Esta
estrategia es adecuada para estudiar los promotores débiles, dado que su sensibilidad es mucho mayor que la de un
ensayo CAT estandar. El principio que subyace el procedimiento el siguiente: un promotor activo dirige la expresion
del gen neo que protege las células transfectadas del efecto téxico de G418, mientras que un promotor inactivo provoca
que no se produzca producto neo y que las células transfectadas por lo tanto mueran por la accién de G418. Por lo
tanto, puede estimarse la actividad del promotor de acuerdo con el nimero de colonias celulares obtenidas tras dos
semanas de seleccion con G418. Se usaron tres construcciones en los experimentos iniciales - pMN1 neo, pMN4neo y
pMN7neo. Dado que pMN7neo contiene tinicamente 30 pb aguas arriba del sitio de sitio de inicio de la transcripcion,
se consideré un control negativo. Como control positivo, se usé pSV2neo con un promotor derivado de SV40. Se
eligi6é células Rat2TK como células receptoras, dado que pueden transfectarse con una eficiencia elevada mediante el
procedimiento de precipitacion con calcio.

Después de la transfeccion, las células se sometieron a una seleccion de dos semanas. Después, se eliminé el
medio, las células se enjuagaron con PBS, y las colonias se hicieron visibles tifiendo con azul de metileno. Los
resultados obtenidos de los tres experimentos corroboraron los datos de los ensayos de CAT. La construccién del
promotor pMN4neo mostré una mayor actividad transcripcional que pMN1neo. Sin embargo, la diferencia entre el
control positivo y pMN4neo no fue tan notable como en el ensayo de CAT. Eso puede haberse debido tanto a una
menor actividad del pSV2neo comparada con la de Tax-pBLV-LTR transactivado como a condiciones diferentes para
el crecimiento celular tras la transfeccién. Desde ese punto de vista, la transfeccién estable probablemente es mas
ventajosa para la expresion de MN, dado que las células crecen en colonias con gran contacto entre las células, y el
experimento dura mucho mads, proporcionando una mejor oportunidad de detectar la actividad del promotor.

3. Las células transfectadas estables que expresan los genes quiméricos del promotor de MN-CAT se prepararon
mediante la cotransfeccion de pldsmidos relevantes con pSV2neo. Como células receptoras, primero se usaron las
células HeLa. Sin embargo, no se obtuvieron clones que expresaran construcciones de promotor-CAT. Ese resultado
negativo fue provocado probablemente por la recombinacién homéloga de la regién gendmica transfectada de MN
(por ejemplo el promotor) con la secuencia endégena correspondiente. Basdndose en esa experiencia, se usaron células
C33 derivadas de un carcinoma de cuello de ttero negativo para HPV. Las células C33 no expresan MN, dado que
durante el proceso de tumorogénesis, pierden material genético incluida la region cromosdmica 9p que contiene el gen
MN. En estos experimentos, la ausencia del gen MN puede representar una ventaja ya que se evita la posibilidad de
recombinaciones homdlogas.
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Construcciones de células C33 transfectadas con construcciones de promotor de MN-CAT

Se usaron células C33 que expresan el gen CAT controladas por las regiones Bd3 (-3500/+31) [SEC ID N.°: 90]
y MNS5 (-172/+31) [SEC ID N.°: 91] del promotor de MN para los experimentos iniciales para analizar la influencia
de la densidad celular sobre la actividad transcripcional de promotor de MN. Los resultados indicaron que las sefiales
generadas después de que las células entran en contacto activan la transcripcion de la proteina CAT gracias al promotor
de MN en proporcidn a la densidad del cultivo celular. Curiosamente, los datos indicaban que la proteina MN no es
necesaria para esta fase de la transduccién de sefiales, dado que ya se ha demostrado claramente la influencia de la
densidad en las células C33 negativas para MN. En vez de eso, parece que la proteina MN actia como una molécula
efectora producida en células con mucha densidad para realizar una cierta funcién biolégica (es decir, para perturbar la
inhibicién por contacto). También curiosamente, la actividad del promotor de MN puede detectarse incluso en cultivos
celulares muy dispersos, lo que sugiere que MN se expresa a un nivel muy bajo también en un cultivo muy disperso
que no ha alcanzado la confluencia.

Variantes de delecion. Después se prepararon variantes de delecion de la construccidon de promotor Bd3-CAT.
Las construcciones se cotransfectaron con pSV2neo en células de cuello de utero C33. Después de la seleccién con
G418, toda la poblacién de células transfectadas establemente se sometieron a andlisis por CAT ELISA. La expresion
de las construcciones de delecién provocé la sintesis de niveles de proteina CAT similares a los obtenidos con la
construcciéon Bd3-CAT. Basdndose en esos datos preliminares, los inventores propusieron que las secuencias que
estimulan la transcripcién de MN estdn localizadas entre -3506 y -3375 pb [SEQ ID 5 NO: 92] aguas arriba del inicio
de la transcripcion. Esa es la secuencia que muestra homologia con LTR de HERV-K.

Sin embargo, los estudios de transfeccion transitoria en células CGL3 revelaron repetidamente que la regiéon LTR
no es necesaria para potenciar la actividad del promotor basal de MN. Ademads, los resultados obtenidos en células
CGL3 indican que el elemento activador esta localizado en la regién de -933 a -2179 [SEC ID N.°: 110] con respecto
al sitio de inicio de la transcripcién (la posicidn de la region se ha deducido a partir de las secuencias superpuestas en
los mutantes de delecién Bd3).

Interaccion de las proteinas nucleares con las secuencias promotoras de MN

Para identificar los factores de transcripcién que se unen al promotor de MN y que potencialmente regulan su acti-
vidad, se realizaron una serie de andlisis usando un ensayo de desplazamiento por movilidad electroforética (EMSA)
y un andlisis de huellas mediante ADNasa I (FTP).

EMSA

En el EMSA, se permitié6 que fragmentos de promotor purificados MN4 (-243/+31) [SEC ID N.°: 93], MN5
(-172/+31) [SEC ID N.°: 91], MN6 (-58/+31) [SEC ID N.°: 94] y pMN7 (-30/+31) [SEC ID N.°: 95], marcados
en los extremos 3’ con enzima de Klenow, interactuaran con proteinas de extractos nucleares preparados a partir de
células CGL1 y CGL3. [Se incubaron 40 ug de proteinas nucleares con fragmentos de ADN marcados en el extremo
a 30.000 cpm en presencia de 2 g de poli(dldC).] Los complejos de ADN y proteina se analizaron mediante PAGE
(nativo al 6%), donde los complejos crearon bandas extra que migraron mas lentamente que los fragmentos libres de
ADN, debido al desplazamiento en la movilidad que depende del resto de la proteina unida.

El EMSA de los fragmentos de los promotores MN4 y MNS5 revel6 varios complejos de ADN y proteina; sin
embargo, los patrones de unién obtenidos respectivamente con extractos nucleares de CGL1 y CGL3 no eran idénticos.
Existe un tnico complejo especifico de CGLI.

El EMSA del fragmento del promotor MN6 provocé la formacién de tres complejos idénticos con extractos nu-
cleares tanto de CGL1 como de CGL3, mientras que el fragmento del promotor MN7 no se unié a ninguna proteina
nuclear.

Los resultados del EMSA indicaron que el extracto nuclear de CGL1 contiene un factor especifico, que podria
participar en la regulacion negativa de la de expresion de MN en células CGL1. Dado que el complejo especifico entre
ADN y proteina se forma con los fragmentos del promotor MN4 (-243/+31) [SEC ID NO.: 93] y MN5 (172/+31) [SEC
ID NO.: 91], pero no con MNG6 (-58/+31) [SEC ID N.°: 94], parece que el sitio de unién del componente proteinico de
ese complejo especifico esta situado entre -173 y -58 pb [SEC ID NO.: 96] con respecto al inicio de la transcripcién.

La siguiente etapa fue una serie de andlisis EMSA usando oligonucleétidos bicatenarios (ds) disefiados de acuerdo
con las regiones protegidas en el andlisis por FTP. Un oligonucleétido ds derivado de la regién protegida PR2 [que
abarca la secuencia de -72 a -56 pb (SEC ID N.°: 111)] del promotor de MN proporcioné la confirmacién de la unién
del factor de transcripcién AP-1 en un EMSA competitivo usando oligonucleétidos ds comerciales que representaban
el sitio de unién de AP-1.

Los EMSA de los oligonucledtidos ds derivados de las regiones protegidas de PR1 [-46 a -24 pb (SEC ID N.°
112)], PR2 [72 a-56 pb (SECID N.°: 111)], PR3 [102 a-85 (SECID N.°: 113)] y PR5 [163 a-144 (SEC ID N.°: 114)]
no revelaron ninguna diferencia en el patrén de unién de las proteinas nucleares extraidas de las células CGL1 y CGL3,
lo que indica que esas regiones no se unen a factores de transcripcién cruciales que controlan la activacién del gen MN
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en CGL3, o su regulacion negativa en CGL1. Sin embargo, el EMSA de los oligonucleétidos ds de la regién protegida
PR4 [-133 a-108; SEC ID N.°: 115] repetidamente demostraron diferencias cuantitativas notables entre la unién de las
proteinas nucleares de CGL1 y de CGL3. Las proteinas nucleares de CGL1 formaron una cantidad sustancialmente
mayor de complejos de ADN vy proteina, lo que indica que la regién PR4 contiene un sitio de unién para factor(es)
de transcripcién especifico(s) que puede(n) representar un regulador negativo del gen transcripcion de MN en células
CGL1. Ese hecho es acorde a los anteriores datos de EMSA que demostraban que ADN-proteina especificos de CGL-
1 formaban complejos con los fragmentos de promotor pMN4 (-243/+31; SEC ID N.°: 93) y pMNS (-172/431; SEC
ID N.°: 91), pero no con pMNG6 (-58/+31; SEC ID N.°: 94).

Para identificar la proteina implicada o la formacién de un complejo especifico con el promotor de MN en la region
PR4, se usaran oligonucledtidos ds relevantes unidos covalentemente a perlas magnéticas para purificar el factor de
transcripcién correspondiente. De forma alternativa, se usard el sistema ONE Hybrid System® [Clontech (Palo Alto,
CA (EE. UU.)] para buscar y clonar los factores de transcripciéon implicados en la regulacion de la regién promotora
analizada. Se usard una adenoteca de ADNc de células HeLa para esa investigacion.

FTP

Se us6 FTP para determinar la localizacién precisa de los elementos reguladores en cis que participan en la re-
gulacion transcripcional del gen MN. Se dejé interactuar las proteinas de los extractos nucleares preparadas respec-
tivamente a partir de células CGL1 y CGL3 con un fragmento de ADN ds purificado del promotor de MN (MN4,
-243/431) [SEC ID N.°: 93] que se marc6 en el extremo 5’ de una hebra. [Los fragmentos de MN4 se marcaron o bien
en el sitio Xhol (-243/+ 31%*) o en el sitio Xbal (*-243/+ 31).] El complejo de ADN y proteina se sometié después al
ataque con una DNasa I, provocando la ruptura de la cadena de ADN en ciertas bases si no estan en contacto con las
proteinas. [Un control us6 BSA en lugar de DNasa.] El examen del patrén de bandas del ADN desnaturalizado tras la
electroforesis en gel [8% de gel desnaturalizante] indica cuales de las bases de la hebra marcada estaban protegidas
por la proteina.

El andlisis por FTP del fragmento promotor MN4 revel6 5 regiones (I-V) protegidas tanto en la hebra codificante
como no codificante, asi como dos regiones (VI y VII) protegidas en la hebra codificante pero no en la hebra no
codificante. La Figura 6 indica las regiones generales del promotor de MN que estaban protegidas.

Las secuencias de las regiones protegidas (PR) identificadas se sometieron a anélisis informético usando el pro-
grama SIGNALSCAN para ver si correspondian a secuencias de consenso conocidas de factores de transcripcion. Los
datos obtenidos por el andlisis informédtico son los siguientes:

PR I -hebra codificante - AP-2, p53, hebra no codificante GAL4 - JCV-repetido
PR II -hebra codificante - AP-1, 1, hebra no codificante CGN4 - TCF-1, dFRA, CGN4

PR IIT -hebra codificante - ninguna secuencia de consenso conocida, inicamente superposicién parcial de la hebra
no codificante AP1 - 2 sitios TCF-1

PR IV -hebra codificante - TCF-1, hebra no codificante ADR-1 - CTCF, LF-A1, LBP-1

PR V -hebra codificante - ningtin motivo de consenso conocido hebra no codificante - JCV repetido

PR VI -hebra codificante - ningtin motivo de consenso conocido hebra no codificante - antigeno T de SV 40, GAL4
PR VII - hebra codificante - NF-uE4, hebra no codificante U2snARN.2 - AP-2, IgHC.12, MyoD.

Al contrario que el EMSA, el andlisis por FTP no encontré ninguna diferencia entre los extractos nucleares de
CGL1 y CGL3. Sin embargo, la presencia de interacciones especificas entre ADN y proteina detectadas en los extractos
nucleares de CGL1 mediante el EMSA podrian haberse producido por la unién de proteina adicional formando un
complejo de ADN proteina-proteina. Si esa proteina especifica no estaba en contacto directo con la secuencia de
ADN, su presencia no podria detectarse mediante FTP.

Andlisis de superdesplazamiento por EMSA

Los resultados del FTP sugieren que los factores de transcripcién AP-1, AP-2 asi como la proteina supresora de
tumores p53, estdn potencialmente implicados en la regulacion de la expresion de MN. Para confirmar la unién de
esas proteinas particulares al promotor de MN, se realiz6 un andlisis de superdesplazamientos usando anticuerpos es-
pecificos para esas proteinas. Para este andlisis, se permiti6 la interaccién de complejos de ADN y proteina preparados
tal como se describe para el EMSA con MAD o anticuerpos policlonales especificos para las proteinas potencialmente
incluidas en el complejo. La unién del anticuerpo a la proteina correspondiente produce un desplazamiento adicional
(superdesplazamiento) de la movilidad del complejo de ADN-proteina-anticuerpo que se visualiza en el PAGE en
forma de una banda adicional que migra mas lentamente.
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Mediante este procedimiento, se confirmé la unién de AP-2 al promotor de MN. Sin embargo, este procedimiento
no evidenci6 la unién del factor de transcripcién AP-1. Es posible que la proteina MN se una a una proteina relacionada
con AP-1, que sea antigénicamente diferente de la AP-1 reconocida por los anticuerpos que se usan en este ensayo.

También es de gran interés la posible unién de la proteina supresora de tumores p53 al promotor de MN. Es notorio
que wt p53 funciona como un factor de transcripcion, que activa la expresion de genes que restringen el crecimiento
y modula por disminucién, de forma directa o indirecta, la expresién de genes que son necesarios para que prosiga la
proliferacion celular. Los experimentos de cotransfeccion transitoria usando la construccion de promotor pMN4-CAT
combinada con ADNc de wt p53 y ADNc de mut p53, respectivamente, sugirieron que wt p53, pero no asi mut p53,
regula negativamente la expresion de MN. Ademas, uno de los dos sitios de unién del promotor de MN esta protegido
en el andlisis por FTP (Figura 6), lo que indica que se une a la proteina correspondiente. Por lo tanto, el andlisis
del superdesplazamiento para probar que p53 se une al promotor de MN con dos anticuerpos especificos contra p53,
por ejemplo Mab 421 y DO-1 [este dltimo proporcionado amablemente por el Dr. Vojtesek del Masaryk Memorial
Cancer Institute en Brno, Repiblica Checa] se realizan con extractos nucleares apropiados, por ejemplo de células de
carcinoma de mama MCF-7 que expresan wt p53 a un nivel suficiente.

Regulacion de la expresion de MN y promotor de MN

MN parece ser una proteina reguladora novedosa que estd directamente implicada en el control de la proliferacién
celular y en la transformacion celular. En las células HeLa, la densidad celular regula positivamente la expresion de
MN. Su nivel aumenta por la infeccién persistente con LCMV. En las células hibridas de HeLa y fibroblastos normales,
la expresion de MN presenta una correlacién con la capacidad tumorigena. El hecho de que MN no esté presente en
las células hibridas no tumorigenas (CGL1), pero que esté expresado en un segregante tumorigeno que carece del
cromosoma 11, indica que un supresor putativo en el cromosoma 11 regulada negativamente a MN.

Se encontraron indicios que apoyan el papel regulador de la proteina MN en la generacion de células transfectadas
estables de células NIH 3T3 que constitutivamente expresan la proteina MN. Como consecuencia de la expresion de
MN, las células NIH 3T3 adquirieron caracteristicas asociadas a un fenotipo transformado: morfologia alterada, mayor
densidad de saturacidn, ventaja en la proliferacién en medio con suero reducido, mayor sintesis de ADN y capacidad
de crecimiento independiente del anclaje. Ademads, los andlisis por citometria de flujo de las poblaciones de células
asincronas indicaron que la expresién de la proteina MN provoca una progresion acelerada de las células hasta la fase
G1, una reduccién del tamafio celular y la pérdida de capacidad de detener el crecimiento en condiciones inapropiadas.
También, las células que expresan MN presentan una menor sensibilidad al fArmaco mitomicina C que dafia el ADN.

También se transfectaron las células humanas no tumorigenas, células CGL1, con el ADNc de longitud completa de
MN. Se us6 la misma construcciéon pSG5C-MN combinada con el plasmido pSV2neo tal como se usa para transfectar
las células NIH 3T3. De los 15 clones positivos para MN (analizados por SP-RIA y transferencia de Western), se
eligieron 3 para el andlisis ulterior. Se afiadieron dos clones negativos para MN aislados de células CGL1 transfectadas
con pldsmido como controles. El andlisis inicial indica que la morfologia y los hédbitos de crecimiento de las células
CGLI1 transfectadas con MN no cambian de forma espectacular, pero aumenta su velocidad de proliferacién y su
eficacia de plaqueo.

Promotor de MN - construcciones codificantes/no codificantes

Cuando la regién promotora del clon genémico MN, aislado tal como se describe anteriormente, se ligd a ADNc de
MN vy se transfect6 a células CGL1 hibridas, la expresién de proteina MN pudo detectarse inmediatamente después de
la seleccién. Sin embargo, después cesé gradualmente, indicando asf la accién de un regulador por retroalimentacion.
El elemento regulador putativo parecia actuar mediante el promotor de MN, porque cuando se usé el ADNc de longitud
completa (que no contenia promotor) para la transfeccidn, no se observé un efecto similar.

Se us6 una construccién de ADNc “no codificante” de MN/promotor de MN para transfectar células CGL3. El
efecto fue el opuesto que en las células CGL1 transfectadas con la construccion “codificante”. Mientras que las células
CGLI1 transfectadas formaban colonias varias veces mayores que las CGL1 de control, las células CGL3 transfecta-
das formaban colonias mucho menores que las células de control CGL3. El mismo resultado se obtuvo mediante la
transfecciéon con ADNc de MN no codificante en células SiHa y HeLa.

Para esos experimentos, la parte de la regién promotora que se ligé al ADNc de MN a través de un sitio BamHI
se derivé de un fragmento Ncol - BamHI del clon gendmico de MN [Bd3] y representa una region de unos pocos
cientos de pb aguas arriba del sitio de inicio de la transcripcién. Después del ligado, el ADN unido se insertd en un
vector de expresion pPBK-CMV [Stratagene]. La orientacién requerida por la secuencia se aseguré mediante clonacién
direccional y posteriormente se verificé mediante andlisis de restriccién. El procedimiento de transfeccion era igual
que el que se usé en la transfeccién de células NIH 3T3, pero la cotransfeccion con el plasmido pSV2neo no fue
necesaria dado que el marcador de la seleccidn neo se habia incluido ya en el vector pBK-CMV.

Después de dos semanas de seleccién en un medio que contenia G418, se evidenciaron notables diferencias entre
el nimero y tamafio de las colonias cultivadas tal como se indica anteriormente. Inmediatamente después de la selec-
cién y clonacién, las células CGL1 y CGL3 transfectadas con MN se analizaron mediante SP-RIA para determinar
la expresion y represion de MN, respectivamente. Los clones CGL1 transfectados aislados eran positivos para MN
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(aunque el nivel era menor que el obtenido con el ADNc de longitud completa), mientras que la proteina MN estaba
casi ausente de los clones CGL3 transfectados. Sin embargo, en pases posteriores, comenz6 a disminuir la expresion
de MN en las células CGLI transfectadas, y después se bloqued evidenciando quizds un mecanismo de control por
retroalimentacion.

Como resultado de una proliferacién mucho menor de las células CGL3 transfectadas, resulté dificil expandir la
mayoria de las células clonadas (de acuerdo con SP-RIA, las que presentaban niveles menores de MN), y se perdieron
en los pases. Sin embargo, algunos clones superaron el problema y expresaron MN de nuevo. Es posible que una
vez que esas células alcanzaran una mayor cantidad, el nivel de ARNm de MN producido endégenamente aumentara
comparado con la cantidad de ARNm no codificante expresado ectopicamente.

Identificacion de factores de transcripcion especificos implicados en el control de la expresion de MN

El control de la expresién de MN a nivel transcripcional implica elementos reguladores del promotor de MN. Esos
elementos se unen a factores de transcripcién que son responsables de la activacién de MN en células tumorales y/o
de la represién en células normales. La identificacién y aislamiento de los factores de transcripcion especificos y la
comprension de como regulan la expresion de MN podria conducir a su utilidad terapéutica para modular la expresién
de MN.

Los experimentos de EMSA indican la existencia de un gen represor de MN. Usando el sistema One Hybrid
System® [Clontech (Palo Alto, CA); se realizé un ensayo genético in vivo en levaduras para aislar genes que codifican
proteinas que se unen a una diana, un elemento regulador que actda en cis o cualquier otra secuencia corta que se une
a ADN; Fields y Song, Nature, 340: 245 (1989); Wu y cols., EMBO J., 13: 4823 (1994)] y PCR supresiva sustractiva
(SSH). La SSH permite la clonacién de genes que se expresan diferencialmente en condiciones que se sabe que regulan
por aumento o disminucion la expresiéon de MN tal como la densidad comparada con la dispersién de células HeLa, y
las células HeLa en suspensién comparadas con las adherentes.

En los experimentos con células de cuello de titero HPV inmovilizadas (HCE 16/3), se encontré que la regulacién
de la expresiéon de MN difiere de la de las células de carcinoma completamente transformadas. Por ejemplo, las
hormonas glucocorticoideas, que activan la transcripcion de HPV, regulan negativamente la expresiéon de MN en HCE,
pero estimulan MN en HeLa y SiHa. Ademds, los factores de crecimiento de los queratinocitos, que regulan por
disminucion la transcripcién de oncogenes de HPV, estimula la expresiéon de MN en HCE en suspension pero no en
células adherentes.

El EGF y la insulina estdn implicados en la activacién de la expresién de MN tanto en células inmortalizadas como
de carcinoma. Todos los factores indicados pueden usarse en la bisqueda de factores de transcripcion especificos de
MN y en la modulacién de la expresion de MN con fines terapéuticos.

Secuencia de aminodcidos deducida

El ORF del ADNc de MN que se muestra en la Figura 1 tiene capacidad de codificaciéon de una proteina de
459 aminoécidos con un peso molecular calculado de 49,7 kd. La composicién de aminodcidos global de la proteina
MN/CA IX es bastante dcida y se predice que tiene una pi de 4,3. El andlisis de la proteina MN/CA IX nativa de
células CGL3 mediante electroforesis bidimensional seguida de inmunotransferencia ha demostrado que, de acuerdo
con esta prediccion informdtica, la MN/CA IX es una proteina dcida que existe en diversas formas isoeléctricas con
pis que varian en el intervalo de 4,7 a 6,3.

Segtin se evalué mediante el andlisis de la secuencia de aminodcidos, la estructura primaria deducida de la proteina
MN puede dividirse en cuatro regiones diferentes. La region hidréfoba inicial de 37 aminodcidos (aa) corresponde
a un péptido de senal. La proteina madura tiene una parte N-terminal o extracelular de 377 aminodcidos [aa 38-414
(SEC ID N.°: 87], un segmento transmembrana hidréfobo de 20 aminodcidos [aa 415-434 (SEC ID N.°: 52)] y una
region C-terminal de 25 aminodcidos [aa 435-459 (SEC ID N.°: 53)].

La parte extracelular estd compuesta por dos dominios diferentes: (1) un dominio de tipo proteoglicano [aa 53-111
(SEC ID N.%: 50)]; y (2) un dominio de CA, localizado cerca de la membrana plasmatica [aa 135-391 (SEC ID N.*:
51)]. [Los nimeros de los aminodcidos siguen la clave de los de la Figura 1.]

Un anélisis mds detallado de la estructura primaria de la proteina MN descubri6 la presencia de varias secuencias
de consenso.

Se encontré un sitio de N-glicosilacién potencial en la posicién 346 de la Figura 1. Esa caracteristica, junto con
una regidn que atravesaba la membrana prevista son consistentes con los resultados, en los que se demostré que MN
era una proteina N-glicosilada localizada en la membrana plasmatica. La secuencia de la proteina MN deducida del
ADNCc también se encontré que contenia siete elementos de la secuencia S/TPXX [SEC ID N.°: 25 y 26] (una de ellas
estd en el péptido de sefial) definidos por Suzuki, J. Mol. Biol., 207: 61-84 (1989) como motivos que frecuentemente
se encuentran en las proteinas reguladoras de genes. Sin embargo, inicamente dos de ellas estin compuestas por los
aminodcidos de consenso sugeridos.
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Los experimentos han demostrado que la proteina MN es capaz de unirse a cationes de cinc, tal como se muestra
mediante cromatografia por afinidad usando sefarosa quelante cargada con Zn. Se encontré que la proteina MN in-
munoprecipitada de las células HeLa mediante el Mab M75 tenia una actividad catalitica débil de CA. El dominio de
tipo CA de MN tiene una predisposicion estructural a servir de sitio de unién para dominios solubles pequefios. Asi,
la proteina MN podria actuar como mediadora de algtin tipo de transduccién de sefiales.

La proteina MN de las células HeLa infectadas con LCMYV se demostré usando cromatografia de ADN por afinidad
en celulosa para unirse a ADN de esperma de salmon bicatenario inmovilizado. La actividad de unién requeria tanto
de la presencia de cationes de cinc como de la ausencia de un agente reductor en el tamp6n de unidn.

Dominio de CA necesario para la independencia del anclaje pero para una mayor proliferacion de fibroblastos NIH
3713 transfectados

En los fibroblastos NIH 3T3 transfectados, la proteina MN induce una transformacién morfoldgica, proliferacién
aumentada e independencia del anclaje. Se estudiaron las consecuencias de la expresion constitutiva de dos variantes
truncadas de MN en las células NIH 3T3. Se encontré que la regién de tipo proteoglicano es suficiente para la alte-
racién morfoldgica de las células transfectadas y presenta la actividad promotora del crecimiento presumiblemente
relacionada a la perturbacién de la inhibicién por contacto.

El dominio de CA es esencial para la induccion de la independencia del anclaje, mientras que el ancla TM y la cola
IC son prescindibles para ese efecto bioldgico. La proteina MN también es capaz de provocar el plegamiento de la
membrana plasmadtica en las células transfectadas y parece participar en su unién al soporte sélido. Los datos indican
la implicacion de MN en la regulacién de la proliferacion celular, la adhesion y la comunicacién intercelular.

Similitudes entre las secuencias

El andlisis informatico del ADNc de la secuencia de MN se realizé usando ADNSIS y PROSIS (paquetes de
programas de Pharmacia Software). Se buscé en las bases de datos GenBank, EMBL, Protein Identification Resource
y SWISS-PROT para determinar todas las posibles similitudes entre las secuencias. Ademas, se realizé una busqueda
de proteinas que compartian similitudes entre las secuencias con MN en el banco de datos MIPS con el programa
FastA [Pearson y Lipman, PNAS (EE. UU.), 85: 2444 (1988)].

El dominio de tipo proteoglicano [aa 53-111 (SEC ID N.%: 50)], que estd entre el péptido de sefial y el dominio
de CA, muestra una homologia significativa (38% de identidad y 44% de positividad) con un dominio de unién de
keratan sulfato de un gran aggrecan de proteoglicano agregante [Doege y cols., J. Biol. Chem., 266: 894-902 (1991)].

El dominio de CA [aa 135-391 (SEC ID N.° 51)] abarca 265 aa y muestra una identidad del 38,9% de los ami-
nodcidos con la isoenzima CA VI humana [Aldred y cols., Biochemistry, 30: 569-575 (1991)]. La homologia entre
MN/CA IX y otras isoenzimas es la siguiente: 35,2% con CA II en una superposicién de 261 aa [Montgomery y
cols., Nucl. Acids. Res., 15: 4687 (1987)], 31,8% con CA I en una superposicién de 261 aa [Barlow y cols., Nucl.
Acids Res., 15: 2386 (1987)], 31,6% con CA IV en una superposicion de 266 aa [Okuyama y cols., PNAS (EE. UU.)
89: 1315-1319 (1992)], y 30,5% con CA III en una superposicién de 259 (Lloyd y cols., Genes. Dev., 1: 594-602
(1987)].

Ademis del dominio de CA, MN/CA IX ha adquirido extensiones tanto en el extremo N como C que no estdn
relacionadas con las otras isoenzimas CA. La secuencia de aminodcidos de la parte C-terminal, constituida por el
ancla transmembrana y la cola intracitoplasmética, no muestra una homologia significativa con ninguna secuencia
proteinica conocida.

El gen MN se encontr6 claramente que era una secuencia novedosa derivada del genoma humano. La homologia
global entre las secuencias de ADNc de MN y las secuencias de ADNc que codifican diferentes isoenzimas CA esta
en un intervalo de homologia de 48-50% que los expertos en la técnica consideran que es baja. Por lo tanto, el ADNc
de la secuencia de MN no tiene una relacién muy cercana con ninguna de las secuencias de ADNc de CA.

Unicamente las secuencias de nt con una relacién muy cercana que tengan una homologia de al menos 80-90% se
hibridarfan entre si en condiciones restrictivas. Una comparacién de las secuencias entre la secuencia del ADNc de
MN que se muestra en la Figura 1 y una de ADNc correspondiente de la anhidrasa carbénica humana IT (CA II) mostré
que no existe ningdn tramo de identidad entre las dos secuencias que sea lo suficientemente larga como para permitir
que un segmento de la secuencia de ADNc de CA II tenga 25 o mds nucleétidos para hibridarse en condiciones de
hibridacion restrictivas al ADNc de MN o viceversa.

Una buisqueda de las secuencias de nt relacionadas con un gen MN en la biblioteca de datos EMBL no revel6
ninguna homologia especifica a excepcion de 6 repeticiones de tipo Alu completas y 2 parciales con homologia a
secuencias de Alu que varian en el intervalo de 69,8% a 91% [Jurka y Milosavljevic, J. Mol. Evol. 32: 105-121
(1991)]. También se muestra que una secuencia proximal al extremo 5’ de 222 pb de la regién gendmica presenta una
gran homologia con una regién de LTR de HERV-K.
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En general, las secuencias de nucleétidos que no estdn en las regiones Alu o de tipo LTR, preferiblemente de 25
bases o mds, o todavia més preferiblemente de 50 bases o mds, pueden analizarse y cribarse de la forma habitual y
se encontraria que se hibridan en condiciones restrictivas Ginicamente a secuencias de nucleétidos de MN. Ademds,
ninguna de las homologias dentro de las secuencias genémicas de tipo Alu en MN son lo suficientemente similares
a las repeticiones Alu como para producir una sefial de hibridacién en condiciones de hibridacién restrictivas. El
porcentaje de homologia entre las regiones de tipo Alu de MN y una secuencia estdndar de Alu-J se indican de la
forma siguiente:

Region de homologia en SEC ID N° % de homologia con la

la secuencia genomica secuencia completa de
de MN Alu-1
[SEC ID N.°: 5: Figura
2A-F]
921-1212 59 89,1%
2370-2631 60 78,6%
4587-4880 61 90,1%
6463-6738 ‘ 62 85,4%
7651-7939 63 91,0%
9020-9317 64 69,8%
% de homologia con
media secuencia de Alu-
|
8301-8405 65 88,8%
10040-10122 66 73,2%

Proteinas y/o polipéptidos MN

La frase “proteinas y/o polipéptidos MN” (proteinas/polipéptidos MN) en el presente documento se define como
que significa proteinas y/o polipéptidos codificados por un gen MN o un fragmento del mismo. Una proteina MN
ejemplar y preferida de acuerdo con esta invencidn tiene la secuencia de aminodcidos que se muestra en la Figura
1. Las proteinas y/o polipéptidos MN preferidos son los que presentan una homologia sustancial con la proteina MN
que se muestra en la Figura 1. Por ejemplo, dichas proteinas/polipéptidos MN sustancialmente homélogos son los que
reaccionan con los anticuerpos especificos contra MN de esta invencion, preferiblemente los Mab M75, MN12, MN9
y MN7 o sus equivalentes.

Un “polipéptido” o “péptido” es una cadena de aminodcidos unida covalentemente mediante enlaces peptidicos y
en el presente documento se considera que estd compuesta por 50 aminodcidos o menos. Una “proteina” en el presente
documento se define como que es un polipéptido compuesto por mas de 50 aminodcidos. El término polipéptido
engloba los términos péptido y oligopéptido.

Las proteinas MN muestran diversas caracteristicas interesantes: localizacién en la membrana celular, expresion
dependiente de la densidad celular en células HeLa, correlacién con el fenotipo tumorigeno de los hibridos celula-
res de fibroblastos somaticos y HeLa, y expresion en diversos carcinomas entre otros tejidos. La proteina MN puede
encontrarse directamente en cortes de tejidos tumorales, pero no en los tejidos normales homologos (con las excep-
ciones que se indican mas adelante en los tejidos normales de mucosa gastrica y de vesicula). MN se expresa también
algunas veces en los especimenes de dreas de tejido con aspecto morfolégico normal que muestran displasia y/o ma-
lignidad. Tomadas conjuntamente, estas caracteristicas sugieren una posible implicacién de MN en la regulacién de la
proliferacién, diferenciacion y/o transformacion celulares.

Puede apreciarse que una proteina o polipéptido producidos por una célula neoplésica in vivo podria tener una
secuencia diferente de la producida por una célula tumoral en cultivo celular o por una célula transformada. Asf, las
protefnas y/o polipéptidos MN que tienen secuencias variables de aminoécidos incluidas sin limitacion, sustituciones,
extensiones, deleciones, truncados de los aminodcidos y combinaciones de los mismos, entran dentro del alcance de
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esta invencién. También puede apreciarse que una proteina existente en los fluidos corporales se somete a procesos
degradativos, tales como procesos proteoliticos; asi, en los fluidos corporales, tales como el suero, pueden encontrarse
proteinas MN que estan significativamente truncadas y polipéptidos MN. La frase “antigeno MN” se usa en el presente
documento para englobar protefnas y/o polipéptidos MN.

Se apreciard ademds que la secuencia de amino4cidos de proteinas y polipéptidos MN puede modificarse mediante
técnicas genéticas. Pueden eliminarse o sustituirse uno o mds aminoacidos. Dichos cambios en los aminoédcidos pueden
no provocar ningiin cambio cuantificable en la actividad biolégica de la proteina o polipéptido y producir proteinas o
polipéptidos que estdn dentro del alcance de esta invencidn, asi como, muteinas MN.

Las protefnas y polipéptidos MN de esta invencién pueden prepararse de diversas formas de acuerdo con esta
invencién, por ejemplo, por recombinacién, de forma sintética o sino de otra forma bioldégica, es decir, escindiendo
enzimdticamente y/o quimicamente proteinas y polipéptidos mds largos. Un procedimiento preferido para preparar
proteinas MN es por un medio recombinante. Los procedimientos particularmente preferidos para producir proteinas
MN recombinantes se describen més adelante para las protefnas GST-MN, MN 20-19, MN-Fc y MN-PA.

Produccion recombinante de proteinas y polipéptidos MN

Un procedimiento representativo de preparar las proteinas MN que se muestran en la Figura 1 o un fragmento del
mismo serfa insertar el ADNc de MN de longitud completa o un fragmento apropiado del mismo en un vector de
expresion adecuado tal como se ejemplifica a continuacién. En Zavada y cols., documento WO 93/18152, referencia
anterior, se describe la produccién de una proteina de fusion GEX-MN (actualmente denominada GST-MN) usando
el clon parcial 3X-ADNc (descrito anteriormente) en el vector pGEX-3X (Pharmacia). GST-MN no glicosilado (la
proteina de fusion de MN, MN glutationa-S-transferasa) de células XL 1-Blue.

Zavada y cols., documento WO 95/34650 describe la produccién recombinante tanto de una proteina MN glicosi-
lada expresada en células de insecto como de una proteina MN no glicosilada expresada en E. coli usando el pldsmido
de expresion pEt-22b [Novagen Inc.; Madison, WI (EE. UU.)]. Los vectores de expresion de baculovirus recombi-
nantes se usaron para infectar células de insecto. La proteina glicosilada MN 20-19 se produjo por recombinacién en
células sf9 infectadas con MN 20-19 [Clontech; Palo Alto, CA (EE. UU.)]. La proteina MN 20-19 carece del péptido
de sefial putativo (aas 1-37) de la SEC ID N.°: 6 (Figura 1), tiene afiadida una metionina (Met) en el extremo N para la
expresion, y un Leu-Glu-His-His-His-His-His-His [SEC ID N.°: 22] en el extremo C para la purificacion.

Para insertar la porcion de la secuencia de codificacién de MN para la proteina de fusion GST-MN en sistemas de
expresion alternativos, se disefio un conjunto de cebadores para la PCR. Los cebadores se construyeron para propor-
cionar sitios de restriccion en cada extremo de la secuencia codificante, asi como codones de inicio y terminacion en
marco. A continuacion se muestran las secuencias de los cebadores, con indicaciones de los sitios de escision de las
enzimas de restriccion y los elementos importantes para la expresion.

Cebador n.° 20: extremo N
Inicio de la traduccidon

5'GTCGCTAGCTCCATGGGTCATATGCACAGGTTGCCCCGGATGCAG 3'
Nhel Ncol Ndel ADNcde MN n.°1 (SEC. ID. N.°: 17)

Cebador n.° 19: extremo C
Terminacion de la traduccion

S'GAAGATCTCTTACTCGAGCATTCTCCAAGATCCAGCCTCTAGG 3¢
Bglll Soy ADNc de MN (SEC. ID. N.°: 18)

Los cebadores de las SEC ID N.°: 17 y 18 se usaron para amplificar la secuencia codificante de MN presente en el
vector GEX-3X-MN usando técnicas de PCR estandar. El producto resultante de la PCR (denominado MN 20-19) se
someti6 a electroforesis en un gel de 0,5% de agarosa/l X TBE; se escindi6 la banda de 1,3 kb y se recuperé el ADN
usando el Kit Gene Clean II de acuerdo con las instrucciones del fabricante [Biol01; Lajolla, CA (EE. UU.)].

Identificacion de complementario(s) de la proteina MN

Se inicié una busqueda de proteina(s) que interactuara(n) con MN usando clonacién para la expresién de los
ADNc(s) correspondientes y una proteina de fusion MN-Fc como sonda. El ADNc de MN-Fc quimérico se construyé
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en el vector pSGS5C mediante sustitucién del ADNc de las secuencias de MN que codifican tanto el ancla transmembra-
na como la cola intracelular de la proteina MN con el ADNc que codifica el fragmento Fc de la IgG de ratén. E1 ADNc
del fragmento Fc se preparé mediante RT-PCR del ADNc de Fc de hibridoma murino que producia el anticuerpo
IgG2a.

El ADNc de MN-Fc quimérico se expresé mediante transfeccion transitoria en células COS. Se transfectaron
células COS usando leptofeccion. La proteina MN-Fc recombinante se liber6 a medio TC de las células transfectadas
(debido a la falta de la regién transmembrana), se purificé mediante cromatografia de afinidad sobre Proteina A
Sepharose y se usé para experimentos ulteriores.

Los extractos de proteina de las células de transfeccion simulada y las células transfectadas con pSG5C-MN-Fc se
analizaron mediante inmunotransferencia usando el MAb M75, SwaM-Px y ECL Detection® [sistema quimioluminis-
cente potenciado por ECL® para detectar restos de tirosina fosforilados; Amersham; Arlington, Hts., IL (EE. UU.)]. El
tamaifio de la proteina MN-Fc expresada por el vector MN-Fc corresponde a su peso molecular previsto por ordenador.

Se empled proteina MN-Fc marcada con **S en un ensayo de unién a la superficie celular. Se encontré que se
unia a diversas células de mamifero, por ejemplo, HeLa, Raji, COS, QT35, BL3. En el ensayo de adhesion celular se
obtuvieron resultados similares usando proteina MN-Fc en placas de Petri bacterianas. Estos ensayos revelaron que la
linea celular de adenocarcinoma de estéomago KATO III carece de capacidad de interactuar con la proteina MN-Fc.
Este hallazgo permiti6 a los inventores usar células KATO III para la clonacién para la expresion y cribado del ADNc
que codificaba la proteina de unién de MN.

La coleccioén de la expresion de ADNc en el vector pPBK-CMV se preparé a partir de células HeLa densas y se us6
para la transfeccion de células KATO III. Para la primera tanda de cribado, se transfectaron células KATO III mediante
electroporacién. Después de dos dias de incubacidn, se permiti6 a las células que expresaban el ligando unirse a la
proteina MN-Fc, después a Proteina A conjugada con biotina y finalmente se seleccionaron sedimentando con perlas
magnéticas recubiertas de estreptavidina. El ADN plasmidico se extrajo de las células seleccionadas y transformaron
E. coli. Se escogieron colonias individuales de E. coli y se prepararon mezclas de 8-10 clones.

El ADN plasmidico de las mezclas se aislé y se usé en la segunda tanda de cribado.

En la segunda tanda de cribado, se transfectaron células KATO III mediante un procedimiento de DEAE dextrano.
Para identificar la mezcla que contenia el ADNc de la proteina de unién de MN, se usé un procedimiento de ELISA
basado en la unién de MN-Fc a las células transfectadas, y la detecciéon usando Proteina A marcada con peroxidasa.
Las mezclas se seleccionan en base a su capacidad de unirse a MN-Fc.

En la tercera tanda de cribado, se transfectaron ADN plasmidicos aislados de colonias bacterianas individuales de
mezclas selecionadas a células KATO III. Las células transfectadas se someten a unién con MN-Fc y deteccién con
Proteina A como anteriormente. Es de esperar que este cribado ejemplar identifique un clon que contenga el ADNc
que codifica el complementario putativo de la proteina MN. Ese clon después se secuenciaria y se confirmaria que
el producto de la expresion se unia a la proteina MN mediante ensayo de adhesion celular. (transferencia Western
con proteinas marcadas (“far-Western”), co-precipitacion etc.) Después se prepararian hibridomas que producen Mab
contra el producto de la expresion que permitirian realizar el andlisis de las caracteristicas bioldgicas de la proteina
complementaria de MN.

Preparacion de anticuerpos especificos contra MN

El término “anticuerpos” se define en el presente documento para que incluya no tinicamente anticuerpos completos
sino también fragmentos biolégicamente activos de los anticuerpos, preferiblemente fragmentos que contienen las
regiones de unién de antigenos. También se incluyen en la definicién de anticuerpos los anticuerpos biespecificos que
son especificos para la proteina MN y otro antigeno especifico de tejido.

Zavada y cols., documentos WO 93/18152 y WO 95/34650 describen en detalle los procedimientos para producir
anticuerpos especificos contra MN, y detallan las etapas para preparar anticuerpos especificos representativos contra
MN tales como los anticuerpos monoclonales M75, MN7, MN9, y MN12. Los epitopos antigénicos de MN preferidos
comprenden: aa 62-67 (SEC ID N.% 10); aa 61-66, aa 79-84, aa 85-90 y aa 91-96 (SEC ID N.°: 98); aa 62-65, aa 80-
83, aa 86-89 y aa 92-95 (SEC ID N.*: 99); aa 62-66, aa 80-84, aa 86-90 y aa 92-96 (SEC ID N.°: 100); aa 63-68 (SEC
ID N.°: 101); aa 62-68 (SEC ID N.°: 102); aa 82-87 y aa 88-93 (SEC ID N.%: 103); aa 55-60 (SEC ID N.°: 11); aa 127-
147 (SEC ID N.°: 12); aa 36-51 (SEC ID N.°: 13); aa 68-91 (SEC ID N.°: 14); aa 279-291 (SEC ID N.°: 15); y aa 435-
450 (SEC ID N.°: 16). El Ejemplo 2 proporciona una descripcién mds detallada sobre los epitopos de MN antigénicos
preferidos.

Anticuerpos biespecificos Los anticuerpos biespecificos pueden producirse acoplando quimicamente dos anticuer-
pos de la especificidad deseada. Los MAD biespecificos preferiblemente pueden desarrollarse mediante hibridacién
somatica de 2 hibridomas. Los MAb biespecificos dirigidos a una proteina MN y a otro antigeno pueden producirse
fusionando un hibridoma que produce MAb especificos contra MN con un hibridoma que produce MAb especificos
contra otro antigeno. Por ejemplo, una célula (un cuadroma), formada mediante la fusién de un hibridoma que produ-
ce un MAb especifico contra MN y un hibridoma que produce un anticuerpo contra una célula citotéxica, producira
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un anticuerpo hibrido que tiene la especificidad de los anticuerpos progenitores. [Véase. por ejemplo, Immunol. Rev.
(1979); Cold Spring Harbor Symposium Quant. Biol., 41: 793 (1977); van Dijk y cols., Int. I. Cancer, 43: 344-349
(1989).] Asi, un hibridoma que produce un MAb especifico de MN puede fusionarse con un hibridoma que produ-
ce, por ejemplo, un anticuerpo contra T3 proporcionando un anticuerpo biespecifico contra MN/T3 que puede dirigir
linfocitos T citotoxicos contra células tumorales que expresen MN.

Para usos terapéuticos y/o de obtencion de imagenes puede preferirse que los anticuerpos sean fragmentos de anti-
cuerpo biolégicamente activos, preferiblemente fragmentos disefiados genéticamente, mds preferiblemente fragmen-
tos disefiados genéticamente de las regiones VH y/o VL, y todavia mds preferiblemente que comprenda las regiones
hipervariables de los mismos. Sin embargo, para algunos usos terapéuticos, se preferirian anticuerpos biespecificos
dirigidos a la proteina MN y a las linfocitos citotéxicos.

Epitopos

La afinidad de a MAD por péptidos que contienen un epitopo depende del contexto, por ejemplo de si el péptido
es una secuencia corta (4-6 aa), o de si dicho péptido corto estd flanqueado por secuencias mas largas de aa en uno o
ambos lados, o de si al realizar pruebas para determinar la presencia de un epitopo, los péptidos estdn en solucién o
inmovilizados sobre una superficie. Por lo tanto, los expertos en la técnica esperarian que los epitopos representativos
que se describen en el presente documento para los MAD especificos contra MN variaran dependiendo del uso de esos
MAD.

El término “correspondiente a un epitopo de una proteina/polipéptido MN” se entendera que incluye la posibilidad
practica de que, en algunos casos, las variaciones en las secuencias de aminoécidos de una proteina o polipéptido natu-
ral pueda ser antigénica y confiera inmunidad protectora contra enfermedad neopldsica y/o efectos anti-tumorigenos.
Las posibles variaciones de las secuencia incluyen, sin limitacion, sustituciones, extensiones, deleciones, truncados,
interpolaciones de de aminodcidos y combinaciones de las mismas. Dichas variaciones entran dentro del alcance de la
invencién que se contempla con la condicién de que la proteina o polipéptido que las contienen sean inmundgenos y
que produzca anticuerpos cuando dicho polipéptido o proteina reaccionan con proteinas y polipéptidos MN naturales
en un grado suficiente para proporcionar una inmunidad protectora y/o actividad anti-tumorigena cuando se administra
en forma de una vacuna.

Epitopo para MAb M75

Se considera que el epitopo M75 estd presente en al menos dos copias dentro de la 6 X repeticién en tdindem de 6
aminodcidos [aa 61-96 (SEC ID N.%: 97)] en el dominio de proteglicano de la proteina MN. Los péptidos ejemplares
que representan ese epitopo dependiendo del contexto pueden incluir los siguientes péptidos de esa repeticién en
tandem: EEDLPS (SEC ID N.°: 10; aa 62-67); GEEDLP (SEC ID N.°: 98; aa 61-66; aa 79-84; aa 85-90; aa 91-96);
EEDL (SEC ID N.°: 99; aa 62-65; aa 80-83; aa 86-89; aa 92-95); EEDLP (SEC ID N.° 100; aa 62-66; aa 80-84; aa 86-
90; aa 92-96); EDLPSE (SEC ID N.°: 101; aa 63-68); EEDLPSE (SEC ID N.°: 102; aa 62-68); y DLPGEE (SEC ID
N.% 103; aa 82-87, aa 88-93).

Se prepararon tres péptidos sintéticos a partir de la secuencia de aa deducida para el dominio EC de la proteina MN
que se muestra en la Figura 1. Esos péptidos sintéticos son representados por los aa 51-72 (SEC ID N.°: 104), aa 61-
85 (SEC ID N.%: 105) y aa 75-98 (SEC ID N.°.: 106). Cada uno de esos péptidos sintéticos contiene el motivo EEDLP
(SECID N.°: 100) y se demostr6 que reaccionaban con el MAb M75.

Otros epitopos

Mab MN9Y. El anticuerpo monoclonal MN9 (Mab MND9) reacciona con el mismo epitopo que Mab M75, tal como
se describe anteriormente. Al igual que Mab M75, Mab MNO reconoce tanto la proteina de fusién GST-MN como la
proteina MN nativa igual de bien.

Los Mab que corresponden a Mab MN9 pueden prepararse de forma reproducible mediante cribado de una serie de
mab preparados contra una proteina/polipéptido MN, tal como la proteina de fusién GST-MN, contra los péptidos que
representan el epitopo de los Mab M75 y MNO. De forma alternativa, el sistema Novatope [Novagen] o la competicién
con el Mab M75 depositado podria usarse para seleccionar mab comparables a los Mab M75 y MNO.

Mab MNI2. El anticuerpo monoclonal MN12 (Mab MN12) es producido por el hibridoma linfocitico murino
MN 12.2.2 que se deposité con el cédigo ATCC HB 11647. Los anticuerpos que corresponden a Mab MN12 también
pueden prepararse, de forma andloga al procedimiento que se describe anteriormente para Mab MNO9, mediante cribado
de una serie de anticuerpos preparados contra una proteina/polipéptido MN, contra el péptido que representa el epitopo
para Mab MN12. Ese péptido es del aa 55 al aa 60 de la Figura 1 [SEC ID N.°: 11]. También podria usarse el sistema
Novatope para encontrar anticuerpos especificos para dicho epitopo.

Mab MN?7. El anticuerpo monoclonal MN7 (Mab MN7) se selecciond a partir de mab preparados contra GST-MN
no glicosilada tal como se describe anteriormente. Reconoce el epitopo representado por la secuencia de aminoacidos
del aa 127 al aa 147 [SEC ID N.°: 12] de la proteina MN de la Figura 1. De forma andloga a los procedimientos que
se describen anteriormente para los Mab MN9 y MN12, los mab que corresponden al Mab MN7 pueden prepararse
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seleccionando mab preparados contra una proteina/polipéptido MN que reacciona con el péptido que tiene la SEC ID
N.%: 12, o por los medios alternativos mencionados.

Intracuerpos especificos de MN - Destruccion tumoral dirigida mediante la expresion intracelular de anticuerpos
especificos contra MN para bloguear el transporte de proteina MN a la superficie celular

El gen que codifica los anticuerpos puede ser manipulado de forma que el dominio que se une a antigeno pueda
expresarse intracelularmente. Dichos “intracuerpos” que se dirigen a la luz del reticulo endoplasmatico proporcionan
un mecanismo simple y eficaz para inhibir el transporte de las proteinas de la membrana plasmadtica a la superficie
celular. [Marasco; W.A., “Review - Intrabodies: turning the humoral immune system outside in or intracellular im-
munization”, Gene Therapy 4: 11-15 (1997); Chen y cols., “Intracellular antibodies as a new class of therapeutic
molecules for gene therapy”, Hum. gen Ther., 5; Mhashilkar y cols., J. Virol., 71: 6486-6494 (5): 595-601 (1994);
Mhashilkar y cols., EMBO J., 14: 1542-1551 (1995) (1997); Marasco (Ed.), Intrabodies: Basic Research and Clinical
Gene Therapy Applications, (Springer Life Sciences 1998; ISBN 3-540-64151-3) (resume estudios preclinicos de los
laboratorios de todo el mundo que han usado intracuerpos); Zanetti y Capra (Editores), “Intrabodies: From Antibody
Genes to Intracellular Communication”, The Antibodies: Volumen 4. [Harwood Academic Publishers; ISBN 90-5702-
559-0 (Dec. 1997)]; Jones y Marasco, Advanced Drug Delivery Reviews, 31 (1-2): 153-170 (1998); Pumphrey y Ma-
rasco, Biodrugs, 9(3): 179-185 (1998); Dachs y cols., Oncology 15 Res., 9 (6-7); 313-325 (1997); Rondon y Marasco,
Ann. Rev. Microbiol., 51: 257-283 (1997)]; Marasco, W.A., Immunotechnology, 1 (1): 1-19 (1995); y Richardson y
Marasco, Trends in Biotechnology. 13(8): 306-310 (1995).]

Los intracuerpos especificos de MN pueden evitar la maduracién y el transporte de la proteina MN a la superficie
celular y asi evitar que la proteina MN funcione en un proceso oncégeno. Los anticuerpos dirigidos contra los dominios
EC, TM o IC de MN pueden ser de utilidad en este caso. Se considera que la proteina MN actda de mediador de la
transduccién de sefiales transfiriendo sefiales del dominio EC a la cola IC y después actia de mediador asociandose
con otras proteinas intracelulares en el interior de las células. Los intracuerpos especificos de MN podrian alterar esa
asociacion y perturbar esa funcién de MN.

La inactivacién de la funcién de la proteina MN podria provocar una inversién de las células tumorales a un
fenotipo no transformado. [Marasco y cols. (1997), referencia anterior.] La expresién del ADNc de MN en las células
de carcinoma de cuello de ttero, seglin se demuestra en el presente documento, ha demostrado que la pérdida de la
proteina MN ha provocado la supresion del crecimiento en las células transfectadas. De forma similar es de esperar
que la inhibicién del transporte de la proteina MN a la superficie celular tuviera efectos similares. Para confirmar esa
esperanza deben estudiarse la clonacién y la expresion intracelular de la regién variable de MAb M75.

Preferiblemente, los anticuerpos especificos contra MN producidos intracelularmente son anticuerpos monocate-
narios, especificamente fragmentos de la regién variable monocatenaria o sFv, en los que los dominios variables de
las cadenas pesada y ligera se sintetizan en forma de un tinico polipéptido y se separan mediante un péptido de enlace
flexible, preferiblemente (Gly,-Ser); [SEC ID N.°: 116].

Pueden usarse anticuerpos especificos de MN producidos intracelularmente en terapia para tratar enfermedad pre-
neopldsica/neoplasica transfectando las células preneopldsicas/neopldsicas que expresan la proteina MN de forma
anormal con un vector que comprende un dcido nucleico que codifica fragmentos de la region variable de un anticuer-
po especifico contra MN, ligados operativamente a una secuencia de control de la expresioén. Preferiblemente dicha
secuencia de control de la expresiéon comprenderia el promotor del gen MN.

Transferencia de genes mediada por anticuerpos usando anticuerpos especificos contra MN o péptidos para dirigirse
contra las células tumorales que expresan MN

Seria de esperar que un anticuerpo especifico contra MN o un péptido ligado covalentemente a polilisina, un poli-
catién capaz de compactar el ADN y neutralizar sus cargas negativas, transportara eficazmente ADN biolégicamente
activo a una célula tumoral que exprese MN. Si el ADN empaquetado contiene el gen HSVtk controlado por el pro-
motor de MN, el sistema tendria una doble especificidad para el reconocer y expresarse Unicamente en las células
tumorales que expresan MN. El ADN empaquetado también podria codificar citocinas para inducir la actividad de
CTL, o para otras moléculas bioldgicamente activas. Un anticuerpo especifico contra MN ejemplar es MAb M75 (o,
por ejemplo, en forma de un anticuerpo monocatenario, o en forma de su regién variable).

Los siguientes ejemplos tienen Unicamente fin ilustrativo y no se pretende que limiten la invencién en modo alguno.
Ejemplo 1
Transformacion transitoria de células de mamifero mediante proteina MN

Este ejemplo (1) examina las consecuencias bioldgicas de transfectar células humanas o murinas con ADNc de de
MN insertado en vectores de expresion, principalmente desde el punto de vista de la implicacion de la proteina MN
en la oncogénesis; (2) determina si la proteina MN ejerce actividad de anhidrasa carbénica, y si dicha actividad es
relevante para la transformacién morfoldgica de células; y (3) analiza si la proteina MN es una molécula de adhesién

celular (CAM).
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Sinopsis

Métodos: se inserté ADNc de MN en 3 vectores de expresion y se usé para transfectar células humanas o murinas.
La proteina MN se detecté mediante transferencia Western, radioinmunoensayo o tincién de inmunoperoxidasa; en
todas las pruebas se usé el anticuerpo monoclonal M75 especifico de MN (MAb M75). La actividad de anhidrasa
carbénica se determiné por la velocidad de acidificacion del tampén carbonato en atmdsfera de CO,.

Resultados: (1) las células (células CGL-1 humanas y NIH3T3 murinas) que se transfectaron con ADNc de MN
mostraron transformacién morfolégica, pero revirtieron a fenotipo normal después de 4-5 semanas. (2) Esta reversion
no se debio a la pérdida, silenciamiento ni mutacién del inserto de MN. (3) La proteina MN tiene la actividad enzi-
madtica de a anhidrasa carbénica, que puede inhibirse con acetazolamida; sin embargo, la inhibicién de la actividad
enzimdtica de anhidrasa carbénica no afectd a la transformacion. (4) La proteina MN es una proteina de adhesion,
implicada en los contactos intercelulares.

Antecedentes

Este ejemplo se refiere a la transformacién de células de mamifero mediante ADNc de MN insertado en vectores
de expresion derivados de retroviruses. Dichos vectores son adecuados para la integracion eficaz y estable en el ADN
celular y para la expresion continuada de proteina MN. Las células transfectadas con estas construcciones mostraron
transformacion morfoldgica, pero después de algtn tiempo, revirtieron al fenotipo normal.

Las sulfonamidas, que incluyen la acetazolamida, son inhibidores muy potentes de las anhidrasas carbdnicas cono-
cidas [Maren y Ellison, Mol. Pharmacol., 3: 503-508 (1967)]. La acetazolamida se analiz6 para determinar si inhibia
también la anhidrasa carbénica MN, y si lo hacia, si la inhibicién de la enzima afectaba a la transformacién celular.

Hay razones para pensar que la proteina MN podria estar implicada en las interacciones intercelulares directas: A)
observaciones anteriores indicaban una similitud funcional entre la proteina MN y las glicoproteinas superficiales de
los virus encapsulados, que actian de mediadores de la adsorcidn virica a los receptores de la superficie celular, y MN
participd en la formacién de viriones fenotipicamente mixtos del virus de la estomatitis vesicular. B) La capacidad
de induccién de la expresion de la proteina MN por las células HeLa en crecimiento en monocapas de gran densidad
sugiere que puede estar implicada en las interacciones directas entre las células. C) Finalmente, existe una similitud
estructural entre la proteina MN vy la tirosina fosfatasa receptora b, que también contiene dominios de proteoglicano
y de anhidrasa carbdnica; esos dominios actian de mediadores en el contacto directo entre las células del sistema
nervioso en desarrollo [Peles y cols., Cell, 82: 251-260 (1995)]. Por lo tanto, se analiz6 la proteina MN para ver si se
unia a los receptores de la superficie celular; el resultado fue claramente positivo de que se unia.

Materiales y Métodos
Lineas celulares

Las células que se usaron en este ejemplo eran: CGL1 y CGL3 - respectivamente hibridos no tumorigenos y
tumorigenos de HeLa x fibroblasto [Stanbridge y cols., Somat. Cell Genet., 7: 699-712 (1981)], linea celular NIH3T3
murina, células HeLa y células Vero de mono. Las células NIH3T3 se sembraron a una densidad muy baja para obtener
colonias iniciadas por células unicas. Se seleccioné la colonia de aspecto méds normal, denominada subclon 2, para
usar en los experimentos que se describen en este ejemplo.

Vectores de expresion

El ADNCc de longitud completa de MN se obtuvo a partir de un subclon en pBluescript [Pastorek y cols., Onco-
gen, 9: 2877-2888 (1994)]. Para eliminar las secuencias no codificantes en 5’ y 3’, que podrian reducir la posterior
expresion génica, se realiz6 una reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). El cebador 5° TAGACAGATCTAC
GATGGCTCCCCTGTGCCCCAG [SEC ID N.°: 88] engloba un sitio de inicio de la traduccién y un sitio de clo-
nacién BgllIl, y el cebador 3> ATTCCTCTAGACAGTTACCGGCTCCCCCTCAGAT [SEQ I D NO: 89] engloba un
codén de terminacién y un sitio de clonacién Xbal. En la reaccién se us6 ADNc de MN de longitud completa como
plantilla y ADN polimerasa de Pfu [Stratagene; LaJolla, CA (EE. UU.)].

El producto de la PCR se secuencid y se encontré que era idéntico a la plantilla; no portaba mutaciones. El producto
de la PCR que albergaba solamente la secuencia codificante de MN se insert6 en tres vectores: 1. pMAMneo [Clontech;
Palo Alto, CA (EE. UU.)] plasmido que permite la expresién inducible de dexametasona controlada por el promotor
de la repeticion terminal larga (LTR) MMTYV y que contiene un gen neo para la seleccion de transformantes en medio
suplementado con el antibiético Geneticina (G418). 2. Vector de expresion retroviral pGD [Daley y cols., Science, 247:
824-829 (1990); amablemente proporcionado por el Prof. David Baltimore, Nueva York-Cambridge)] que contiene el
promotor MLV-LTR y el gen neo para la seleccién mediante el antibidtico G418. 3. Vector de expresion de virus
vaccinia pSC11 [Chakrabarti y cols., Mol. Cell. Biol., 5: 3403-3409 (1985)]. La transfeccion se realiz6 mediante
una precipitacion con fosfato célcico de acuerdo con Sambrook y cols. (editores.), Molecular Cloning. A laboratory
manual, 2% ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press (1989).
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Se us6 la cepa Praha clon 13 del virus vaccinia como virus progenitor [Kutinova y cols., Vaccine. 13: 487-493
(1995)]. Se prepar6 un virus vaccinia recombinante mediante un procedimiento estidndar [Perkus y cols., Virology,
152: 285-297 (1986)]. Se seleccionaron los virus recombinantes y se purificaron en placas dos veces en células de
rata sin timidina cinasa RAT2 [Topp, W. C., Virology, 113: 408-411 (1981)] en presencia de 5’bromodesoxiuridina
(100 ug/ml). Las placas azules se identificaron cubriéndolas con agar que contenia 5-bromo-4-cloro-3-indolil-8-D-
galactopiranosida (X-Gal) (200 pg/ml).

Ensayo de CA

La actividad de la anhidrasa carbdnica se midi6 mediante un micrométodo [Brion y cols., Anal. Biochem. 175:
289-297 (1988)]. En principio, se mide la velocidad de la reacciéon CO, + H,O - H,CO; en base al tiempo necesario
para la acidificacion del tamp6n carbonato, y se detecta con rojo fenol como indicador del pH. Esta reaccion se realiza
incluso en ausencia de la enzima, con t0 = tiempo de control (este se fijé en 60 segundos). La anhidrasa carbénica
reduce el tiempo de acidificacién a t; una unidad de la actividad enzimética reduce el tiempo a la mitad del tiempo de
control: t/t0 = 1/2.

Para el experimento, la proteina MN se inmunoprecipité con Mab M75 de extracto de células Vero en tampdn
RIPA (1% de Triton X 100, 0,1% de desoxicolato, fluoruro de fenilmetilsulfonilo 1 mM y 200 unidades inhibidoras de
tripsina/ml de Trasilol en PBS, pH 7,2) infectadas con construccién de vaccinia-MN, después las células desarrollaron
el efecto citopatico, o con vaccinia “vacio” como control. El complejo de MN + anticuerpo posteriormente se adsorbid
en Proteina A - células de Staphilococcus aureus [Kessler, S. W., J. Immunol., 115: 1617-1624 (1975)] y se enjuagé 2
veces con PBS y 2 veces con tampén carbonato 1 mM, a pH 8,0. El precipitado se resuspendié en el mismo tampén
y se afiadié a la mezcla de reaccidn. Se analizé acetazolamida (Sigma) para determinar la inhibicién de anhidrasa
carbénica [Maren y Ellison, referencia anterior]. En extractos de células infectadas usadas para la inmunoprecipitacion,
se determiné la concentracién de proteinas totales mediante el procedimiento Lowry [Lowry y cols., J. Biol. Chem.
193: 265-275 (1951)] y la de la proteina MN mediante un radioinmunoensayo competitivo tal como se describe en
Zavada y cols., Int. J. Cancer. 54: 268-274 (1993).

Transferencias Western

La transferencia Western y el desarrollo de las transferencias usando M75 marcado con '*I y autorradiografia
se realizaron como anteriormente [Pastorekova y cols., Virology, 187: 620-626 (1992); y Zavada (1993), referencia
anterior].

Ensayo de adhesion

Para el ensayo de adhesion [Hoffman S., “Assays of cell adhesion,” En: Cell-cell Interactions, (Stevenson y cols.
editores) paginas 1-30 (IRL Press at Oxford University Press; Oxford, N.Y., Tokio; 1992)], alicuotas de 25 ul de
proteina MN (purificada por afinidad pGEX-3X MN) [Zavada y cols. (1993), referencia anterior] o de proteinas de
control se sembraron en gotas en placas de Petri bacterioldgicas de 5 cm de didmetro y se permitié que se unieran
durante 2 horas a temperatura ambiente. Esto proporciond areas circulares recubiertas de proteina de 4-5 mm de
didmetro. La proteina MN se diluy6 a 10 ug/ml en tampén de carbonato 50 mM, a pH 9,2. De forma similar se
prepararon parches de proteinas adsorbidas de control. Estas inclufan coldgenos de tipo I y IV, fibronectina, laminina y
gelatina (productos de Sigma), diluidos y absorbidos de acuerdo con las recomendaciones del fabricante; También se
incluyeron FCS y BSA. Después de aspirar las gotas, los patos se enjuagaron 2 veces con PBS y se saturaron durante
1 hora con DMEM suplementado con 5% de FCS. Las pacas se sembraron con 5 x 10° células en 5 ml de DMEM +
5% de FCS y se incubaron toda la noche a 37°C. Las placas se enjuagaron con PBS, y las células tnicas se fijaron con
formaldehido, se posfijaron con metanol y se tifieron con Giemsa.

Resultados
1. Transformacion y reversion de las células CGLI transfectadas con ADNc de MN

Dado que la expresion de proteina MN se correlaciona con la capacidad tumorigena de los hibridos de HeLa x
fibroblasto [Zavada y colsl. (1993), referencia anterior], primero se analizaron las células hibridas CGL1 no tumori-
genas. Esas células, transfectadas con la construccion pMAM.MN, después de la seleccidon con Geneticina, formaron
colonias con diversos grados de transformacién; algunas de ellas tenian aspecto normal. Aunque las células CGL1
normales se inhiben por contacto, creciendo en orientacion paralela, las células transformadas formaron colonias muy
densas, lo que mostraba la pérdida de la inhibicién por contacto. Dichas colonias crecieron mds lentamente que las
CGL1 originales.

Después de la subclonacidn, las células aisladas de las colonias transformadas segregaron revertientes. La reversion
fue un proceso gradual, por etapas; habia colonias con grados diferentes de reversion. Después de 2 pases, toda la
poblacion de células se hizo morfolégicamente indistinguible de las CGL1 normales. Esto se debia a la reversion de
algunas células y a la ventaja en la seleccion de las revertientes, que crecieron mds rapido que las células transformadas.
A pesar de los intentos repetidos, no se obtuvo ni un sélo clon de células transformadas de forma estable. No se
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encontraron colonias transformadas en las células CGL1 transfectadas con un plasmido de control pMAM *“vacio”. El
crecimiento de los revertientes CGL1 + pMAM.MN en medio suplementado con 5 ug/ml de dexametasona durante 7
dias potenci6 la produccién de proteina MN, pero la morfologia de las células no volvié a ser la de las transformadas.

2. Rescate de MN transformante de las revertientes

La reversion de las células transformadas con MN al fenotipo normal podia tener al menos 4 causas: A) pérdida
del inserto de MN; B) silenciacién del inserto de MN, por ejemplo, mediante metilacién; C) mutacién del inserto de
MN; D) activacién de un gen supresor, que codifique un producto que neutralice la actividad de transformacién de la
proteina MN; E) pérdida de una proteina de unién de MN. Para decidir entre estas alternativas, se disefi6 el siguiente
experimento.

Se insertd6 ADNc de MN en pGD, un vector derivado del virus de la leucemia murino - MLV. Asf{ se disefié un
virus defectuoso, que contenia el gen MN y marcador selectivo neo en lugar de los genes que codificaban las proteinas
viricas estructurales. Con esta construccion, se transfectaron células NIH3T3 murinas. En el medio suplementado
con Geneticina, las células formaron colonias con fenotipos que variaban entre muy transformadas a aparentemente
normales. Todas las colonias transformadas y aproximadamente 50% de las colonias normales expresaban proteina
MN. Al contrario que las células NIH3T3 normales, las transformadas también podian formar colonias sobre agar
blando, lo que reflejaba la pérdida de la dependencia del anclaje, caracteristica de la transformacién celular. Al pasar,
las células aisladas de las colonias transformadas revertian a la morfologfa normal, y al mismo tiempo, perdian la
capacidad de formar colonias en agar blando, aunque todavia expresaban la proteina MN. Esta presencia permanente
de la proteina MN en las revertientes descartaba las alternativas A) y B) anteriores, es decir, la pérdida o silenciacién
del gen MN como causa de la reversion.

Para decidir entre las otras 3 alternativas, se superinfectaron las revertientes con MLV vivos con capacidad de
replicacién. Este virus crece en las células NIH3T3 sin manifestaciones morfoldgicas, y opera como “cooperador”
para la construccién pGD.MN. La progenie virica de los revertientes infectados con MLV representa un complejo
virico artificial [pGD.MN + MLV]. Este estd constituido por 2 tipos de viriones: particulas estindar de tipo MLV y
viriones que contienen el genoma de pGD.MN, encapsulado en las proteinas estructurales que proporciona el virus
“cooperador”. Este complejo virico era infeccioso para las células NIH3T3 recientes; de nuevo inducia en ellas la
transformacién morfolégica y la capacidad de formar colonias en agar.

Al contrario que con NIH3T3 transfectadas con pGD.MN, todas las colonias de células infectadas con complejo
de [pGD.MN + MLV], que crecian en presencia Geneticina, se transformaron uniformemente y contenian proteinas
MN. Los transformantes una vez mds revirtieron a fenotipo normal aunque seguian produciendo el complejo infeccioso
[pGD.MN + MLV], que indujo la transformacién en células NIH3T3 recientes. Este ciclo de infeccién-transformacion-
reversion se repitio 3 veces con el mismo resultado. Esto descartaba la alternativa C) - mutacién de ADNc de MN como
causa de la reversion.

Las células NIH3T3 normales formaban una monocapa inhibida por contacto de células planas, que no se tefifa
con Mab M75 e inmunoperoxidasa. Las células infectadas con el complejo [pGD.MN + MLV] claramente se habian
transformado: crecian con un patrén cadtico y mostraban la pérdida de la inhibicién por contacto. Algunas de las
células mostraban signos de apdptosis. Dos pases después, la poblacién celular revertié totalmente al fenotipo original
como resultado de la frecuente emergencia de revertientes y de sus ventajas en la seleccion (crecimiento mas rapido y
una mayor eficacia de plaqueo). De hecho, las revertientes parecian crecer con una densidad de saturacién algo menor
que las células NIH3T3 originales, lo que demostraba un mayor grado de inhibicién por contacto.

Las células NIH3T3 de control no contenian nada de proteina MN (transferencia Western); mientras que tanto las
células transformadas como las revertientes contenian la misma cantidad y la misma proporcién de bandas de 54 y 58
kDa de proteina MN. En un gel no reductor, la proteina MN estaba presente en forma de oligémeros de 153 kDa. De
forma consistente, por RIA competitivo, se encontraba aproximadamente 40 ng de MN/mg de proteina total tanto en
las células transformadas como en las revertientes.

3. Actividad de anhidrasa carbonica y su inhibicion

Dado que el dominio de anhidrasa carbdnica representa una parte considerable de la proteina MN (véase la Figura
8), se realizaron pruebas para determinar si de hecho era enzimaticamente activo. Las células control infectadas con
la construccién de control, que contenia mas de la proteina MN que otras células que se usan en los presentes expe-
rimentos, sirvieron como fuente de la proteina MN. Las células se extrajeron con tampdén RIPA, y la proteina MN se
concentrd y se purificé parcialmente mediante precipitacion con MAb M75 y SAC. Se analizé el inmunoprecipitado
para determinar la actividad de CA. 78 ul de precipitado contenfan 1 unidad de la enzima. A partir del extracto, se
determind la concentracidn de las proteinas totales y de la proteina MN; 1 unidad de enzima correspondia a 145 ng de
proteina MN o a 0,83 mg de proteina total. El inmunoprecipitado de células Vero infectadas con virus de control no
presentaba actividad enzimadtica. La actividad de anhidrasa carbdnica de MN se inhibié mediante acetazolamida; una
concentracién del farmaco 1,53 x 107® M redujo la actividad enzimatica al 50%.

Las pruebas preliminares mostraron que los cultivos confluentes de células HeLa o NIH3T3 toleraban una con-
centracion de acetazolamida de 107 - 10°M durante 3 dias sin sefiales de toxicidad y sin ningtin efecto sobre la
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morfologfa celular. En cultivos dispersos, acetazolamida 1075 M no inhibié el crecimiento celular, pero 10™* M ya
provocaba una inhibicién parcial. Asi, se afiadié acetazolamida 10~ M a células NIH3T3 recién transformadas con el
complejo [pGD.MN + MLV]. Después de 4 dias de incubaciodn, las colonias se fijaron y se tifieron. No se observaron
diferencias entre las células cultivadas en presencia o ausencia de acetazolamida; ambas no podian diferenciarse de
las células NIH3T3 transformadas correctamente. Asi, la actividad enzimatica de anhidrasa carbdnica no es relevante
para la actividad de transformacién de la proteina MN.

4. Ensayo de adhesion celular

Para determinar si una proteina MN es una molécula de adhesion celular (CAM), se realizaron ensayos de adhesion
en placas de Petri pldsticas bacteriolégicas (sin tratamiento para utilizar con cultivo tisular). Las células no se adhieren
a las superficies de dichas placas, a no ser que las placas estén recubiertas con una protefna de unién. Las células
NIH3T3 se adhirieron, se extendieron y crecieron sobre los parches de proteina MN adsorbida. Unicamente muy
pocas células se unieron fuera de las dreas recubiertas con proteina MN.

Otras variantes del experimento demostraron que las células NIH3T3 se adherian y se extendian sobre parches de
coldgeno I 'y IV, fibronectina y laminina adsorbidas. Las células NIH3T3 no se unieron a los puntos de gelatina, FCS
0 BSA adsorbidas.

Las células CGL1, HeLa y Vero también se adhirieron a la proteina MN, pero 3 lineas celulares de leucemia no
mostraron adherencia. Las células CGL3, que expresaban proteina MN potentemente se adhirieron menos eficazmente
a los puntos de proteina MN dots que CGL1. La presencia de acetazolamida 10~* M en el medio no afecté a la adhesién
celular.

Para confirmar la especificidad de la adhesion, se adsorbié proteina MN con SAC cargadas con MAb M75 (contra
MN) o MAb M67, contra un antigeno no relacionado (Pastorekova y cols., referencia anterior), antes de aplicarla a la
superficie de placas de Petri. La absorcién con el complejo SAC-M75 abrogd totalmente la actividad de unién celular,
mientras que la absorpciéon con SAC-M67 no produjo ningtn efecto.

Resultados adicionales de adhesion celular

Una MN acortada, sin los segmentos TM e IC, es segregada al medio a través de células SET1 (un hibrido de
HeLa X fibroblasto, andlogo a las células CGL3 que expresan proteina MN abundantemente) o a través de células
Vero infectadas con W que porta ADNc de MN sin las secuencias de TM e IC. La proteina MN segregada se purificd
del medio y se analiz6 en ensayos de adhesion celular. Las células se adhirieron, se extendieron y crecieron sobre los
parches de proteina MN completa adsorbida, pero no sobre los puntos que carecian de las regiones TM e IC. También
se han descrito resultados andlogos para algunas otras moléculas de adhesién. Una variedad de células (NIH3T3,
CGLI1, CGL3, HeLa, XC) se unieron a los puntos de proteina MN lo que sugiere que el/los receptor(es) de MN son
habituales en la superficie de las células de vertebrado.

También se realizaron pruebas con proteinas de la matriz extracelular o con proteinas de control sembradas en
puntos sobre nitrocelulosa. Las transferencias en puntos se trataron con solucién de proteina MN. La proteina MN
unida se detecté con MAb M75. La proteina MN se adsorbia a los puntos de coldgeno I y IV, pero no fibronectina,
laminina, gelatina ni BSA.

Perspectivas terapéuticas. Existen muchos principios nuevos de tratamiento del cdncer que emplean oncoproteinas
o moléculas que interactdan con ellas como dianas [Mendelsohn y Lippman, “Principles of molecular cell biology of
cancer: growth factors,” In: DeVita y cols., editores., Cancer: principles and practice of oncology, paginas 114-133 4*
ed., Filadelfia: Lippinocott (1993); DeVita y cols., editores, Biologic therapy of cancer, 2°* ed., Filadelfia: Lippinocott
(1995)]. La proteina MN y al menos algunos de sus ligandos (o receptores) parecen ser particularmente adecuados
para esos fines.

Ejemplo 2
Identificacion del sitio de union de MN

La proteina MN es una molécula de adhesion celular asociada a tumores (CAM). Para identificar su sitio de unidn,
se sintetizaron una serie de oligopéptidos superpuestos, que abarcaban el dominio del extremo N de la proteina MN.
El dominio N-terminal es homdlogo al de los proteoglicanos y contiene una repeticion en tdndem de seis aminodcidos.

La serie de oligopéptidos se analizaron mediante el procedimiento de ensayo del adhesion celular esencialmente
tal como se describe anteriormente en el Ejemplo 1. Los oligopéptidos sintéticos se inmovilizaron sobre superficies
plasticas hidréfobas para observar si actuaban de mediadores de la unidn, extensién y crecimiento de las células.
También se investigo si los oligopéptidos o anticuerpos inhibian la unién de las células (NIH3T3, HeLa y CGL1) a
proteina MN purificada que recubre dichas superficies plésticas. La proteina MN se purific6 por afinidad sobre agarosa
ligada covalentemente a sulfonamida, ya que la proteina MN engloba un dominio de CA.
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Se encontré que varios de los oligopéptidos eran biolégicamente activos: (i) cuando se inmovilizan sobre el plds-
tico, actian de mediadores de la unién de las células (NIH3T3, HeLa y a CGL1); (ii) cuando se afiaden al medio,
compiten por la unién a las células con la proteina MN inmovilizada; (iii) estos oligopéptidos, presentes en el medio
no inhiben la unién de las células a plastico TC, pero evitan la adhesién intercelular y la formacién de contactos in-
tercelulares; (iv) el tratamiento de la proteina MN inmovilizada y de los péptidos activos con MAb M75 abroga su
afinidad por las células; y (v) se determiné que el sitio de unién de MN era muy similar o idéntico al epitopo de MAb
M75, y al menos dos copias del mismo estdn localizadas en la repeticién en tdndem de 6 veces de 6 aminodcidos [aa
61-96 (SEC ID N.°: 97)] en el dominio de tipo proteoglicano de la proteina MN.

Se concluy6 que la proteina MN expresada ectdpicamente con mayor probabilidad participa en la oncogénesis
interviniendo en los contactos intercelulares normales. El sitio de unién de MN representa una diana potencial para la
que pueden disefiarse agentes terapéuticos.

Materiales y Métodos

Cromatografia de afinidad de MN/CA IX. Se purific6 MN/CA IX mediante un tnico ciclo de adsorcién - elucién
sobre sulfonamida-agarosa, tal como se describe para otras CA [Falkbring y cols., FEBS Letters, 24: 229 (1972)].
Los presentes inventores usaron columnas de p-agarosa (Sigma). Las columnas con MN/CA IX adsorbido se lavaron
abundantemente con aminoetilbencenosuffonamida-PBS (NaCl 8,0 g/1, KC1 0,2 g/l, KH,PO, 0,2 g/l, Na,HPO, 1,15
g/l, pH = 7,2) y se eluyeron con acetazolamida 0,1 mM (Sigma). Todas las etapas de purificacién se realizaron a 0-
5°C, a pH 7,2, a una concentracion fisiologica de sales. MN/CA IX+ completo se extrajo con 1% de Triton X-100 en
PBS a partir de células Vero infectadas con virus vaccinia que contenian un inserto de la regién codificante completa
de MN/CA IX tal como se describe en Zavada y cols., Int. J. Oncol., 10: 857 (1997). Antes de la cromatografia, el
extracto se diluy6 1:6 con PBS y se centrifugé durante 1 h. a 1500 x g. Se produjo MN/CA IX truncada ATM AIC a
partir de una construccién andloga a excepcion de que el cebador 3’ aguas abajo para la PCR era: 5> CGT CTA GAA
GGA ATT CAG CTA GAC TGG CTC AGC A 3’ [SEC ID N.°: 117]. Se introdujo MN/CA IX A en el medio, del que
se purificé después de centrifugar como anteriormente. Todas las etapas de purificacién se monitorizaron mediante
transferencias en puntos.

Células y medios. Se usaron las siguientes lineas celulares: HeLa, CGL1 = hibridos HeLa x fibroblasto no tumori-
genos, CGL3 = segregado tumorigeno de este hibrido, células NIH3T3 = fibroblastos murinos. El origen de las células
y los medios de crecimiento media se describen en Zavada y cols., Int. I. Cancer, 54: 268 (1993) y Zavada y cols.,
Int. J. Oncol., 10: 857 (1997). Ademds, los presentes inventores también usaron HT29, una linea celular derivada de
carcinoma colorrectal (N.° de ATCC HBT-38).

Ensayo de adhesion celular. Las condiciones del ensayo son bdsicamente tal como se describen en el Ejemplo 1.
En resumen, 1 g/ml de MN/CA IX purificado en tamp6n de mono/bicarbonato 50 mM, a pH 9,2, se adsorbi6 en gotas
de 30 w1 sobre el fondo de placas de Petri bacterioldgicas de 5 cm durante 1,5 horas. Después las gotas se eliminaron
mediante aspiracion y las placas se enjuagaron 3 veces con PBS y se bloquearon con 50% de FCS en medio de cultivo
durante 30 minutos. Hab{a dos variantes de la prueba. En la primera, todo el fondo de la placa de Petri se bloque6 con
50% de FCS, y las placas se sembraron con 5 ml de suspension celular (10° células/ml). Después de incubar toda la
noche, los cultivos se enjuagaron con PBS, se fijaron y se tifieron. En la otra variante, inicamente se bloqueo el area
de MN/CA IX adsorbida y sobre los puntos de MN/CA IX se afiadi6 gotas de 30 u de suspensién celular en medio de
crecimiento, que contenia oligopéptidos afiadidos (o control sin péptidos). Después de la incubacidn, el enjuague y la
fijacion, los cultivos se tifieron con 0,5% de azul Triptano en tamp6n Tris 50 mM a pH 8,5 durante 1 hora, se enjuagd
con agua y se secO. Las dreas tefiidas de las células unidas se extrajeron con 10% de 4cido acético, los extractos se
transfirieron a placas de 96 pocillos y la absorbancia se midié a 630 nm en un lector de microplacas.

ELISA. Se adsorbi6 GST-MN purificada [Zavada y cols. (1993), referencia anterior] a una concentraciéon de 10
ng/ml en tamp6n de carbonato a pH 9,2 durante 3 horas sobre tiras Maxisorb (NUNC). Después de lavar y bloquear (1
h) con 0,05% de Tween 20 en PBS, se afiadieron 50 ul/pocillo de las mezclas de anticuerpo + antigeno. La dilucién del
fluido de ascitis con MADb 75 era de 1075; la concentracién de los péptidos se varié de acuerdo con su afinidad for M75
para permitir determinar el criterio de evaluacién del 50%. Estas mezclas se adsorbieron durante 1,5 horas, seguido
de lavado con Tween-PBS. El anticuerpo unido se detecté mediante conjugado de IgG contra ratén con peroxidasa
(SwAM-Px, SEVAC, Praga), diluida 1:1000. En la reaccion con color se usé OPD (diclorhidrato de o-fenilendiamina,
Sigma) 1 mg/ml en tampén de citrato 0,1 M a pH 5,0. A estos se afiadié H,O, a una concentracion final de 0,03%. Este
sistema estd equilibrado de forma que permite ensayar para determinar el antigeno que compite por M75 asi como por
los péptidos que se unen al epitopo de GST-MN inmovilizada.

Péptidos. Los péptidos que se usan en este estudio se prepararon mediante el procedimiento en fase sélida [Merri-
field y cols., IN: Gutte, Peptides. B. (ed.), Peptides: Synthesis, Strucures and Applications, paginas 93-169 (San Diego;
Academic Press; 1995)] usando la estrategia de Boc/Bzl. Los 4cidos peptidicos se prepararon sobre resina PAM y las
amidas peptidicas sobre resina MeBHA. La desproteccién y separacion de la resina se realizd mediante fluoruro de
hidrégeno liquido. Los péptidos se purificaron mediante C18 RP HPLC y se caracterizaron mediante andlisis de ami-
noécidos y espectroscopia de EM por BAR.
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Transferencias Western Los antigenos MN/CA IX de los geles de PAGE se transfirieron a membranas de PVDF
(Immobilon P, Millipore) y se revelaron con M75, seguido de SWAM-Px (véase mds arriba) y diaminobenzidina
(Sigma) con H,O,. Para las transferencias en puntos los presentes inventores usaron membranas de nitrocelulosa.

Presentacion en fagos. Se uso el kit Ph.D.-7 Phage Display Peptide Library para el cribado tal y como recomendaba
el fabricante (New England Biolabs). Se recubrié una placa de 96 pocillos con péptido SEC ID N.°: 106. Se realizé
una seleccién por “biopanning” incubando 2x10'" fagos con la placa recubierta con la diana durante 1 hora. Los fagos
no unidos se eliminaron lavando con TBST (Tris-HCI 50 mM a pH 7,5, NaCl 150 mM, 0,1% de Tween-20) y los
fagos unidos especificamente se eluyeron con el anticuerpo M75 (2 ug en 100 ul de TBS/pocillo). Los fagos eluidos
se amplificaron y se usaron para ciclos adicionales de unién y amplificacién para enriquecer la mezcla en la secuencia
de unién. Después de 5 tandas, se escogieron los clones individuales, se amplificaron y se secuenciaron usando el kit
de secuenciacion T7 (Pharmacia).

Resultados

Cromatografia de afinidad de la proteina MN/CA IX. Para la purificacién de la proteina MN/CA IX los presentes
inventores decidieron usar una columna de cromatografia de afinidad sobre sulfonamida-agarosa, que se ha descrito
anteriormente para otras CA [Falkbring y cols., referencia anterior]. Las ventajas de este procedimiento son la simpli-
cidad y el hecho de que todo el procedimiento se realiza en condiciones no desnaturalizantes. Se emple6 un vector de
virus vaccinia con un inserto del ADNc completo de MN/CA9, o con ADNc truncado (que carecia de los dominios
transmembrana e intracelular) como fuente de la proteina MN/CA IX.

Un tnico ciclo de adsorcién - elucién proporciond proteinas relativamente puras: MN/CA IX+ proporciond 2
bandas de 54 y 58 kDa, MN/CA IXA de 54,5 y 56 kDa. Estas proteinas reaccionaban fuertemente con MAb M75 en
transferencias Western. En los extractos de HeLLa, CGL3 y HT29 la transferencia revel6 2 bandas del mismo tamafio
que MN/CA IX+ purificadas de una construccién de virus vaccinia.

Adhesion de células a proteina MN/CA IX. MN/CA IX inmovilizada sobre plastico hidr6fobo permitié la unién,
extension y crecimiento de células. Las concentraciones de MN/CA IX extremadamente bajas, que correspondian 1
ug/ml de proteina purificada en tamp6n de adsorcién fueron suficientes para provocar este efecto, otras moléculas
de adhesidn celular se usan en concentraciones de 10 a 50 superiores. Unicamente la proteina MN/CA IX completa
presentaba actividad en la prueba de adhesion celular, la MN/CA IX truncada no consiguié ninguna adhesion celular
o uUnicamente mostrd una actividad de adhesién baja y en algunos casos incluso actué como “repelente” celular.

El tratamiento de los puntos de MN/CA IX inmovilizada con MAb M75 abrog6 su capacidad de unir las células,
pero el MAb M16 de control, que era irrelevante para MN/CA IX no tuvo ningtn efecto. El bloqueo de la unién celular
mediante M75 muestra que el epitopo es idéntico o estd superpuesto al sitio de uniéon de MIN/CA IX para los receptores
celulares.

Identificacion del epitopo reconocido por Mab M75. El mapeo preliminar del epitopo M75 empleando secuencias
parciales de partes extracelulares del ADNc de control expresado en vectores bacterianos y analizados en transferen-
cias Western lo situd en la regién PG. Para el mapeo exacto, la estrategia de los inventores fue sintetizar oligopéptidos
que se solapaban parcialmente de 15-25 aa que abarcaban el dominio PG y analizarlos en un ELISA competitivo con
M75. Segtin los resultados, se continué con una serie de oligopéptidos de 6-12 aa. Una parte principal del dominio PG
estd formada por una repeticion en tdindem de 6 veces de 6 aa (aa 61-96) [SEC ID N.°: 97]; 4 repeticiones son idénticas
(GEEDLP) [SEC ID N.°: 98] y 2 contienen 2 aa intercambiados (SEEDSP [SEC ID N.°: 141] y REEDPP [SEC ID
N.%: 142]).

A continuacién estédn los resultados del ELISA competitivo con MN/CA IX PG y oligopéptidos sintetizados de
acuerdo con secuencias parciales de la region PG. MN/CA IX+ y A producidas en células de mamifero poseian una
mayor actividad serolégica que ninguna otra proteina o péptido incluida en este experimento; la proteina de fusién
GST-MN sintetizada en bacterias era menos activa. Los siguientes péptidos abarcan la region PG: GGSSGEDDPL
GEEDLPSEEDSPC (aa 51-72) [SEC ID N.°: 104]; GEEDLPSEEDSPREEDPPGEEDLPGEC (aa 61-85) [SEC ID N.°:
105]; EDPPGEEDLPGEEDLPGEEDLPEVC (aa 75-98) [SEC ID N.°: 106]; y EVKPKSEEEGSLKLE (aa 97- 111)
[SEC ID N.°: 118]. Las SEC ID N.°: 20 104 y 106 provocaron una inhibicién del 50% a 1 ng/ml. Esos 2 oligopéptidos
no se superponen entre si, asi el epitopo estd repetido en ambos. La SEC ID N.% 105 era 1000 veces menos activa,
probablemente debido a una conformacién diferente. La SEC ID N.°: 118 era inactiva; asi que no contiene el epitopo
M75.

La siguiente etapa para identificar el epitopo era sintetizar oligopéptidos que contienen todas las permutaciones cir-
culares del motivo GEEDLP [SEC ID N.°: 98] repetido dos veces. Los 6 dodecapéptidos siguientes [SEC ID N.%: 119-
124] eran serolégicamente activos (2 mds y 4 menos): GEEDLPGEEDLP [SEC ID N.°: 119]; EEDLPGEEDLPG [SEC
ID N.°: 120]; EDLPGEEDLP [SEC ID N.°: 121]; DLPGEEDLPGEE [SEC ID N.°: 122]; LPGEEDLPGEED [SEC ID
N.%: 123]; y PGEEDLPGEEDL [SEC ID N.°: 124]. Se analiz6 la siguiente serie de secuencias de 7 aa, flanqueadas
por alanina en ambos extremos: APGEEDLPA [SEC ID N.°: 125]; AGEEDLPGA [SEC ID N.°: 126]; AEEDLPGEA
[SEC ID N.°: 127]; AEDLPGEEA [SEC ID N.°: 128]; ADLPGEEDA [SEC ID N.° 129]; y ALPGEEDLA [SEC ID
N.% 130]. Los resultados demostraron que la secuencia minima serolégicamente activa es el oligopéptido APGEEDL
PA [SEC ID N.° 125]. Las SEC ID N.°: 127-130 dieron negativo en el ensayo competitivo a 100 ug/ml. Ademads,
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ninguno de los oligopéptidos todavia mas cortos (6 + 2aa) compitieron en el ELISA por M75: AGEEDLPA [SEC
ID N.°: 131]; AEEDLPGA [SEC ID N.°: 132]; AEDLPGEA [SEC ID N.°: 133]; ADLPGEEA [SEC ID N.°: 134];
ALPGEEDA [SEC ID N.°: 135]; y APGEEDLA [SEC ID N.°: 136].

En los oligopéptidos de las SEC ID N.%: 104, 105, 106 y 118, el aminodcido C-terminal estaba presente en forma
de 4cido, mientras que en todos los demas oligopéptidos, el aminoacido C-terminal estaba presente en forma de una
amida. Estd claro que la afinidad entre estos oligopéptidos y el MAb M75 aumenta muy potentemente con el tamafio
de la molécula peptidica.

Intentos de demostrar la adhesion de las células a los oligopéptidos inmovilizados

El plan inicial de los inventores era seguir el trabajo pionero de Piersbacher y Ruoslahti, PNAS, 81: 5985 (1984)
que ligaron oligopéptidos analizados a albimina de suero bovina mediante un agente de reticulacién SPDP (N-succi-
nimidil-3[piridil-hidro]propionato). Esta es la razén por la que los presentes inventores afiadieron cisteina al extremo
C de los oligopéptidos las SEC ID N.°: 104-106, que permitirfa una unién orientada a la albimina adsorbida. Los
presentes inventores demostraron la unién de los péptidos directamente sobre placas de Petri mediante inmunope-
roxidasa tifiendo con M75. Por desgracia, las células CGL1 y CGL3 se adherian a la albimina de control tratada
con SPDP y bloqueada con etanolamina (en lugar de los oligopéptidos) con tanta fuerza como a los puntos de BSA
con los oligopéptidos enlazados. Los presentes inventores fueron incapaces de abrogar estas adhesion no especifica.
Los oligopéptidos de las SEC ID N.%: 104-106 se adsorben solo de una forma muy deficiente a las placas de Petri
bacterioldgicas, no permitiendo asi realizar el ensayo de adhesidn celular.

De forma alternativa, los presentes inventores analizaron la inhibicién de adhesion celular a los puntos de MN/CA
IX mediante oligopéptidos afiadidos al medio junto con la suspensién celular, tal como describen Piersbacher y Ruos-
lahti, referencia anterior. Se analizaron todos los péptidos de las SEC ID N.°: 104-106 y 118-136, a concentraciones
de 100 y 10 pg/ml. Ninguno de ellos inhibi6 reproduciblemente la adhesién de las células CGL1.

Oligopéptidos con afinidad por el epitopo M75 que inhiben la adhesion celular a MN/CA IX

MN/CA IX. Como alternativa a los anticuerpos monoclonales, los presentes inventores emprendieron la seleccién
de oligopéptidos que presentaran afinidad por el epitopo M75 asi como por el sitio de unién del receptor MN/CA IX de
una coleccién de moléculas presentadas en fago de heptapéptidos aleatorios- Ph.D.-7. 7. El objetivo de los inventores
era seleccionar fagos que contengan los heptapéptidos deseados mediante seleccién con un péptido inmovilizado de
la SEC ID N.°: 106 y posterior elucién con M75. El fago eluido se multiplicé en bacterias apropiadas y se someti6
4 ciclos mds de seleccion y elucion. Se escogieron 10 placas de la poblacién de fagos seleccionada, se amplificaron
y se secuenci6 la region codificante del heptapéptido. Unicamente se representaron 3 heptapéptidos. Los tres hepta-
péptidos, después de afiadir alanina en ambos lados, son los siguientes nonapéptidos: AKKMKRRKA [SEC ID N.°
137]; AITFNAQYA [SEC ID N.°: 138]; y ASASAPVSA [SEC ID N.°: 139]. El tdltimo heptapéptido, sintetizado de
nuevo con alaninas terminales afiadidas como el nonapéptido AGQTRSPLA [SEC ID N.°: 140], se identificé mediante
seleccion con GST-MN y se eluyé con acetazolamida. Este dltimo péptido presenta afinidad en el sitio activo de la
anhidrasa carbdénica de MN/CA IX. Los presentes inventores sintetizaron estos péptidos de 7 + 2 aa y los analizaron en
un ELISA competitivo y en la inhibicién de la adhesion celular. Ambas pruebas proporcionaron resultados esencial-
mente consistentes: el péptido de la SEC ID N.°: 138 demostrd la mayor actividad, el péptido de la SEC ID N.°: 137
era menos activo, el péptido de la SEC ID N.°: 139 era marginalmente positivo inicamente en el ELISA, y el péptido
de la SEC ID N.°: 140 era inactivo. En los 4 nonapéptidos, la amida del extremo C estaba presente en forma de una
amida.

Descripcion

La purificacién de las proteinas transmembrana tales como MN/CA IX a menudo presentan problemas técnicos
debido a que tienden a formar agregados con otras proteinas de la membrana debido a sus segmentos TM hidréfobos.
Para evitar esto, los presentes inventores disefiaron MN/CA IX truncada AIC ATM, que se segrega al medio. De hecho,
la MN/CA IX truncada se obtuvo con mayor pureza que MN/CA IX+. Por desgracia, esta proteina no fue muy util
para los fines de los inventores, dado que era inactiva en el ensayo de adhesion celular. Dicha situacidon ha descrito
también para otras moléculas de adhesion celular: su forma segregada y acortada o asume una conformacién inactiva,
o se absorbe al pléstico hidr6fobo “al revés”, mientras que las proteinas completas se adsorben mediante segmentos
TM hidréfobos en la posicion “correcta”.

La proteina MN/CA IX forma oligémeros de 150 kDa, ligados mediante enlaces disulfidicos. Se desconocia si estos
eran homo- o hetero-oligémeros, pero los andlisis por PAGE y transferencia Western sugieren que estos probablemente
son homo-oligédmeros, mas probablemente trimeros, dado que en el gel tefiido con azul Coomassie no aparecia ninguna
otra banda de intensidad comparable a las 2 bandas especificas para MN/CA IX. También es improbable que pudiera
existir una proteina adicional que migrara a la vez con una de las 2 bandas principales de MN/CA IX, dado que la
intensidad de la tincién en el gel y en las transferencias Western es comparable.

No puede haber ninguna duda de que especificidad de la unién de la célula a MN/CA IX+ purificada. Se abroga
mediante MAb M75 especifico, a una dilucion de 1:1000 del fluido de ascitis. Esta es una correccion a la resefia anterior
de los inventores en Zavada y cols., Int. J. Oncol., 10: 857 (1997) en la que los presentes inventores observaron que
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MN/CA IX producida mediante un vector de virus vaccinia y la proteina de fusién GST-MN promueven la adhesién
celular, pero los presentes inventores no se dieron cuenta de que el ancla GST contiene en sf otro sitio de unién, que
no se bloquea mediante M75.

MADb M75 reacciona extracelularmente con MN/CA IX en cualquier circunstancia - con antigeno nativo en la
superficie de células vivas, con proteina desnaturalizada en transferencias Western y con antigeno en cortes de parafina
de biopsias fijadas con formaldehido, lo que sugiere que el epitopo es pequefio y contiguo. En el ELISA competitivo
la secuencia mds pequefia que reaccioné con M75 era 7 + 2 aa, pero la afinidad entre M75 y los péptidos analizados
dependia potentemente de su peso molecular.

MN/CA IX completa era 100.000 veces mas activa que el mas pequefio de los péptidos serolégicamente activo en
términos de concentracién de peso/volumen. En términos de concentracién molar esta diferencia seria de 150.000.000
x. Los oligopéptidos de tamafio intermedio también mostraron actividades intermedias. Queda por dilucidar si dichas
diferencias en la actividad se deben a la conformacién que depende del tamafio de la molécula, o al hecho de que la
MN/CA IX completa contiene varias copias del epitopo, pero la molécula mas pequefia inicamente contiene una.

Considerando la posibilidad de que el epitopo sea idéntico a la estructura de adhesion celular de MN/CA IX, los
presentes inventores pueden entender porqué no fueron capaces de detectar la inhibicién de la adhesién celular por
los oligopéptidos. El sitio de unién no es tan simple como un péptido prototipo, RGD [Winter, J., IN Cleland y Craik
(editores), Protein Engineering. Principles and Practice, paginas 349-369 (N.Y.; Wiley-Liss; 1996)]. Naturalmente,
puede discutirse que el tamafio de MN/CA IX es aproximadamente igual al de la molécula de inmunoglobulina y que
la unién de M75 a su epitopo puede impedir estéricamente a una secuencia diferente del sitio de unién celular. Esta
objecidn se ha vuelto improbable al bloquear tanto el epitopo M75 y el sitio de unién celular mediante los nonapéptidos
de 7 + 2 aa. Ese resultado sugiere con fuerza que el epitopo y el sitio de unién son de hecho idénticos.

MN/CA IX y su regién PG en particular parecen ser una molécula diana potencial por las siguientes razones: (i)
estd expuesta en la superficie celular; (ii) estd presente en un porcentaje elevado en ciertos carcinomas humanos; (iii)
normalmente se expresa MN/CA IX en la mucosa del tubo alimentario que no es accesible para los anticuerpos en
circulacién, al contrario que los tumores; (iv) no se segrega (o sélo en cantidades minimas) a los fluidos corporales;
(v) el motivo GEEDLP [SEC ID N.°: 98] estd repetido 18 veces en la superficie de cada molécula MN/CA IX. Para
desarrollar nuevos farmacos se estdn empleando colecciones de presentacién de oligopéptidos en las primeras etapas
para desarrollar nuevos farmacos [Winter, J., referencia anterior]. Los oligopéptidos seleccionados pueden servir como
compuestos directores para el disefio por ordenador de nuevas moléculas, que requieren propiedades adicionales del
farmaco [DeCamp y cols., IN Cleland y Craik (editores), referencia anterior en las paginas 467-505].

Ejemplo 3
Identificacion de péptidos que se unen a proteina MN usando presentacion en fagos

(a) para identificar los péptidos que reconoce la proteina MN, se crib6 una coleccion de heptapéptido presentados en
fagos [Ph.D.®-7 Peptide 7-mer Library Kit (kit de coleccién de péptidos presentados en fagos); New England Biolabs;
Beverly, MA (EE. UU.)]. En el cribado de la coleccidn, se realizé un proceso de seleccion, es decir, biopanning
[Parmley y Smith, Gene, 73: 308 (1988); Noren, C.J., NEB Transcript, 8 (1): 1 (1996)] incubando los fagos que
codificaban los péptidos con una placa recubierta con proteina MN, eliminando la fago no unido mediante lavado,
eluyendo y amplificando el fago unido especificamente.

La proteina MN diana en este proceso era una proteina de fusiéon de glutationa-S-transferasa (GST) y MN (GST-
MN). GST-MN es una proteina de fusion producida de forma recombinante expresada en pGEX-3X-MN que contiene
el ADNc de la proteina MN sin el péptido de sefial. GST-MN se produjo en bacterias en condiciones de cultivo modi-
ficadas (menor densidad éptica, menor temperatura). Dicho cultivo evité la terminacién prematura de la traduccion y
produjo la sintesis de las moléculas de proteina que en su gran mayoria eran de longitud completa. La proteina GST-
MN se usé para recubrir los pocillos y para unirse a los fagos relevantes. Los fagos unidos después se eluyeron con
acetazolamida, se amplificaron y se usaron para dos tandas adicionales de cribado.

Después de la secuenciacion de varios clones de fagos independientes obtenidos después de la tercera tanda de
cribado, se obtuvieron los siguientes heptapéptidos:

(1) GETRAPL (SEC ID N.: 107)
(2) GETREPL (SEC ID N.: 108)
(3) GQTRSPL (SEC ID N.°: 109)
(4) GQTRSPL ()
(5) GQTRSPL ()
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(6) GQTRSPL ()
(7) GQTRSPL ()

Los heptapéptidos muestran secuencias muy similares o idénticas, lo que indica que la unién es especifica. El hecho
de que los fagos que portaban estos heptapéptidos eluyeran mediante acetazolamida, un inhibidor de la actividad de
anhidrasa carbonica, indica que los péptidos se unen al dominio de CA de la proteina MN.

(b) Se realiza un cribado andlogo de la coleccion de heptapéptidos presentados en fagos usando coldgeno I, que se
ha demostrado que se une a la proteina MN, para eluir los fagos. Se espera identificar los diferente(s) péptido(s) que
se une(n) a parte(s) diferente(s) de 1la molécula de la proteina MN. Después de identificar dichos péptidos que se unen
a MN, se analizaran los péptidos sintéticos correspondientes para determinar sus efectos biolégicos.

Ejemplo 4
Accesibilidad in vivo de la proteina MN expresada en células tumorales y en el estomago

Se inyect6 intraperitonealmente (i.p.) '*I-MAb M75 (2,5 x 106 cpm) a ratas Lewis (384 g) que portaban un tumor
subcutdneo BP6 (de aproximadamente 1 cm de didmetro) que expresaban la proteina MN de rata Cinco dias después,
se pesaron trozos de 0,5-1 g del tumor y de los 6érganos y se cuantificé su radioactividad mediante un contador gamma.

La Tabla 2 resume los resultados. La mayor radioactividad estaba presente en el tumor. En el higado y el rifién
se encontr6 una radioactividad relativamente alta, que aparentemente refleja el aclaramiento de la IgG de ratén de
la sangre. El estémago continud con un nivel de radioactividad relativamente bajo, lo que indica que el MAb M75
Unicamente tenfa un acceso limitado a la proteina MN expuesta en la mucosa géstrica.

TABLA 2

Distribucion de la radioactividad de '*I-M75 en drganos de rata 'y en el érgano tumoral

Organo cpm/g

RiAon 2153 2184

Bazo 653 555

Higado 1993 1880

Pulmén 1183 1025

Sangre 1449

Corazon 568 477

Estébmago 1184 1170

Testiculos 812 779

Cola 647 S
Tumor 3646 4058 3333 8653 3839

Ejemplo 5
FACS andlisis de la expresion de la proteina MN en células CGL3 - Apoptosis

Se disend una investigacién por FACS para determinar las condiciones que influyen la sintesis de la proteina MN
y para analizar la distribucion del ciclo celular de las células positivas para MN comparado con las células negativas
para MN en una poblaciéon de CGL3 estimulada para la apdptosis Los andlisis previos por transferencia Western han
demostrado que las células CGL3 expresan una cantidad relativamente alta de proteina MN en diferentes condiciones
de cultivo. Se considera que las células CGL3 son unas productoras constitutivas de proteinas MN. Sin embargo, la
transferencia Western no reconoce pequefias diferencias en el nivel de proteina. Por el contrario el FACS permite
detectar células individuales positivas para MN, calcular su porcentaje en la poblacién analizada, estimar el nivel de
proteina MN de las células, y determinar la distribucién del ciclo celular.

Para estudiar el efecto de las condiciones de cultivo sobre la expresién de individual en células CGL3, las células
CGL3 se plaquearon a densidades relativas y concentraciones de suero diferentes. Tres dias después de plaquear, se
recolectaron las células, se marcaron en la superficie con Mab M75 seguido de IgG contra ratén conjugado con FITC
y se analiz6 inmediatamente mediante FACS.
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El andlisis demostré que en las células adherentes, la expresion de MN depende de la densidad como en las
células HeLa. Sin embargo, los cultivos con baja densidad atin producian cantidades detectables de proteina MN.
En los cultivos de baja densidad, la concentracién del suero no parece desempefiar ningtin papel. En los cultivos de
densidad relativamente alta, una concentracién de suero decreciente produjo una expresiéon de MN ligeramente menor,
probablemente debido a la menor densidad que las células pudieron alcanzar en el cultivo durante tres dias.

El efecto de la densidad celular real es notable, y la expresiéon de MN (que puede detectarse en el 15-90% de
las células) representa un factor de control muy sensible. En todos los experimentos, habia aproximadamente un
porcentaje S% superior de células en division en la parte de la poblacién positiva para MN, comparada con la parte
negativa para MN. Ese hecho di6 lugar al andlisis de la distribucién del ciclo celular de las células CGL3 positivas
para MN en condiciones de crecimiento desfavorables, es decir, tras la induccién de la apdptosis

Apoptosis

Se estimul6 la muerte por apdptosis de las células CGL3 mediante varios fairmacos, que incluian cicloheximida,
actimonicina D y dexametasona. El estudio por FACS mostr6 que el inicio de la apdptosis se retrasa en las células
positivas para MN lo que sugiere un papel protector de MN en este proceso. También se observé que la induccién de la
apoptosis produjo la regulacion por disminucidn de la expresion de MN de forma dependiente del tiempo. Ese mismo
fenémeno se describid para la proteina antiapoptosis Bcl-2 y existe la opinién de que la regulacién por disminucién
de ciertos genes reguladores durante la apdptosis sensibiliza las células para que sufran apdptosis Para probar el papel
de MN en la ap6ptosis, debe realizarse un estudio similar con las células transfectadas con ADNc de MN.

Los resultados preliminares indican la posible implicaciéon de MN en la supresién de la apdptosis El punto de
vista reciente de que los tumores surgen como consecuencia tanto de la mayor proliferacion como de la menor muerte
celular parece ser consistente con la asociacién de la proteina MN con los tumores in vivo.

Depdsitos en la ATCC

Los materiales que se enumeran mas adelante se depositaron en la American Type Culture Collection (ATCC) ac-
tualmente en 10810 University Blvd., Manassus, Virginia 20110-2209 (EE. UU.). Los dep6sitos se realizaron segtin las
estipulaciones del Tratado de Budapest sobre el Reconocimiento internacional de microorganismos depositados a los
fines del procedimiento en materia de patentes y regulaciones alli expuestas (Tratado de Budapest). El mantenimiento
de un cultivo viable se asegura durante treinta afios a partir de la fecha de depdsito. Los hibridomas y plasmidos serdn
puestos a disposicion por la ATCC en los términos del Tratado de Budapest, y estardn sometidos a un acuerdo entre los
Solicitantes y la ATCC que asegure la disponibilidad sin restricciones de los hibridomas y pldsmidos depositados al
publico al ser concedida la patente de la presente solicitud de patente. La disponibilidad de la cepa depositada no debe
interpretarse como una licencia para practicar la invencién contraviniendo los derechos concedidos por la autoridad
de cualquier Gobierno de acuerdo con sus leyes de patente.

Hibridoma Fecha de depdsito N.° de la ATCC
Vu-M75 17 de septiembre de 1992 HB 11128

MN 12.2.2 9 de junio de 1994 HB 11647
Plasmido Fecha de depésito N.°de la ATCC
Ada 6 de junio de 1995 97199

XEl1 6 de junio de 1995 97200

XE3 6 de junio de 1995 97198
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REIVINDICACIONES
1. Un polipéptido caracterizado porque se selecciona a partir de las SEC ID N.%: 137 y 138.
2. Un polipéptido tal como se reivindica en la reivindicacién 1 para usar en medicina.

3. Uso de un polipéptido tal como se reivindica en la reivindicacién 1 para la preparacién de un medicamento para
el tratamiento de enfermedad preneoplasica y/o neoplasica, que se caracteriza por la expresion anormal de la proteina
MN, mediante la inhibicién del crecimiento de células preneopldsicas y/o neopldsicas de vertebrado que expresan la
proteina MN de forma anormal.

4. Un complejo peptidico caracterizado porque comprende un polipéptido tal como se reivindica en la reivin-
dicacién 1 ligado covalentemente a polilisina, a la que estd unido un dcido nucleico que codifica una proteina o un
polipéptido citotéxicos ligado operativamente al promotor del gen MN, inhibiendo dicho complejo peptidico, cuando
se administra a una célula preneopldsica y/o neoplasica de vertebrado que expresa la proteina MN de forma anormal,
el crecimiento de dicha célula.

5. Un complejo peptidico tal como se reivindica en la reivindicacién 4, en el que dicha proteina citotéxica es
timidina cinasa de HSV.

6. Un complejo peptidico tal como se reivindica en la reivindicacion 5, en el que dicho dcido nucleico comprende
ademds un 4cido nucleico que codifica una citocina ligado operativamente a dicho promotor del gen MN.

7. Un procedimiento de identificar una molécula organica o inorgdnica que se une especificamente a un sitio de
una proteina MN, a la que se adhieren las células de vertebrado en un ensayo de adhesidn celular, estando constituido
dicho sitio por una secuencia de aminodcidos que se selecciona a partir de las SEC ID N.°: 10 y 97-106, estando carac-
terizado el procedimiento porque comprende analizar moléculas orgdnicas e inorganicas en dicho ensayo de adhesién
celular e identificar moléculas que inhiben la adhesion de células de vertebrado a dicha proteina MN como que se unen
especificamente a dicho sitio, y siendo dicha molécula de utilidad en el tratamiento de enfermedad preneoplasica y/o
neopldsica, que se caracteriza por la expresiéon anormal de proteina MN, comprendiendo dicho ensayo de adhesién
celular:.

(a) permitir que la proteina MN se una a un sustrato al que no se unen dichas células de vertebrado;

(b) enjuagar la proteina MN no unida de dicho sustrato;

(c) incubar dicha proteina MN unida con dicha molécula y con dichas células de vertebrado;

(d) enjuagar dichas las células de vertebrado no unidas de dicha proteina MN; y

(e) determinar si dicha molécula inhibe la adhesién de dichas células de vertebrado a dicha proteina MN.
8. Un procedimiento tal como se reivindica en la reivindicacién 7, en el que dicha molécula es inorgéanica.
9. Un procedimiento tal como se reivindica en la reivindicacion 7, en el que dicha molécula es orgénica.

10. Un procedimiento tal como se reivindica en la reivindicacién 9, en el que dicha molécula es una proteina o un
polipéptido.

11. Un procedimiento tal como se reivindica en la reivindicacién 10, en el que dicha proteina o polipéptido com-
prende una secuencia de aminodcidos que se selecciona a partir de las SEC ID N.°: 137 y 138.

12. Un procedimiento tal como se reivindica en la reivindicacién 10, en el que dicho polipéptido se selecciona a
partir de las SEC ID N.°: 137 y 138.

13. Un procedimiento tal como se reivindica en la reivindicacién 7, en el que dicha molécula orgdnica o inorgédnica,
cuando estd en contacto con una célula preneoplasica y/o neoplésica de vertebrado que expresa la proteina MN de
forma anormal, inhibe el crecimiento de dicha célula.

14. Un procedimiento tal como se reivindica en la reivindicacién 7, en el que el sitio de la proteina MN a la
que dichas células de vertebrado se adhieren en dicho ensayo de adhesién celular estd dentro del dominio de tipo
proteoglicano de la proteina MN.

15. Un procedimiento tal como se reivindica en la reivindicacién 7, en el que dichas células de vertebrado son
células de mamifero.

16. Un procedimiento tal como se reivindica en la reivindicacién 7, en el que dichas células de vertebrado son
células humanas.
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gcg ttc ctt gtg cag atg aga agg cag cac aga
Ala Phe Leu Val Gln Met Arg Arg Gln His Arg

398

ggt gty age tac cge cca ges gag ygta goe gag
Gly val Ser Tyx Arg Pro Ala Glu Val Ala Glu

410

tagaggctgg atcttggaga atgtgagaag ccagccagag

aactgtcetg tcctgetcat tatgccactt cettttaact

aaatatttat aat

<210>2

<211> 459
<212> PRT
<213> HUMANO

<400> 2

Met Ala

Pro Ala

-28

Met Pro

Leu Gly

Leu Pro

Glu Asp

45

Glu Vval
60

Leu Pro

Ala Ris

Pro
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Pro

val

Gly
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Lys
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Gly
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Pro Leu Lesu
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Len Ser Leu
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Pro Leu Gly

Glu Asp Pro
40

Gly Glu Glu
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Ser Leu Lys
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Gln Glu Pro

Ser His Trp

act gga gee
Thr Gly Ala
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ASP

Glu
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Pro
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Gln

Arg
105

Pro

Lau

Ser
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Glu

Gly

Leu

Glu

Asn
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Tyr

agg gga acc aaa ggg
Arg Gly Thr Lys Gly

Ala

Leu

Pro

Asp
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Asp

75

Asn

Gly

1347

1389

gcatctgagg gggagceggt 1449

gccaagaaat tttttaaaat 1509
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Gly

Gln

Leu
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Leu

Gly

Leu

val

Thr
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Ala

Glu

Phe

Ala
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Ala

Ser
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Asp
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Arg

Leu

His

Glu

205

Ala

val

Glu

Thr

Ser

285

Gln

Arg

Ile

Pro

110

Pro

Pro

Leu

Glu

Leu

190

Gly

Phe

Leu

Gln

Gln

270

Arg

Gly

Gln

Leu

Glu
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Trp
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Ser
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Ala Glu Pro Val Gln Leu Asn Ser Cys Leu Ala
365 370

Als Leu Val Phe Gly Leuw Leu Phe Ala Val Thr
k}: ] 385 3990

val Glan Met Arg Arg Gln His Arg Arg Gly Thr
400 405

Tyr Arg Pro Ala Glu Val Ala Glu Thr Gly Ala

415

<210>3

<211> 29

<212> ADN
<213> HUMANO

<400> 3

cgcccagtgg gteatcttce ccagaagag

<210> 4

<211> 19

<212> ADN
<213> HUMANO

<400> 4

ggaatcctec tgeatcegg

<210>5

<211> 10898
<212> ADN

<213> HUMANO
<220>

<221> gen

<222> (1) .. (10898)

<400> 5

420

Ala Gly Asp Ile Leu
378

Ser Val Ala Phe Lou
398

Lys Gly Gly Val Ser
410

29

19

ggatcctgtt gactcgtgac cttaccccca accctgtget ctctgaaaca tgagctgtgt 60
cractecaggg ttamatggat taaggocggt geaagatytg ctttgttaaa cagatgetitg 120

aaggcagcat getcgttaag agtcatcacc aatccctaat ctcaagtaat cagggacaca 180
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aacactgcgg

tttatctgac

cacccaagaa

adaaaaaaaa

aatgatcata

¢ctttatcatt

aagttctaat

ttgettttga

tttaaacttt

tagttaatgg

gggtaggtag

ttgtactgge

tttgtttgtt

ggagtagcag

tteetgecete

ttttttgtat

ctgacttecgt

cegecacctgg

tatggtacat

gcatgcatat

catgttatat

tcattgttgg

cttgtttgta

tctgagattce

aaggccgcag
ctteccteca
ttatcaataa
gacttacgaa
ttcaaaacca
gtcattcttt
tacgttccaa
gccatgagtt
acctctaagt
atgcactétg
gtactcagtt
ctttatctgt
tgtttgtttg
tggtgeccate
agcctecega
ttttggtaga
gatccacccyg
ccaatttttt
ttcettttat
gctacttttt
cttttagett
taccacttgg
agagggatga

ctetgacatt
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ggteetetge

ctattgtcca

aaaaataaat

tagttattga

gacggccate

ggattcacta

acatttaggg

gtaggaatga

cagttgggta

aatcttgcta

ttcagtaatt

aatatgggca

tttttttgag

teggetecact

gtagctggga

gacggggttt

ccteggeete

gagtctttta

taatgtggtg

gcagtccttt

cacttggett

atcataagtg

ttcaggtgaa

gctgtatata

ctaggaaaac

tgaccctgce

ttaaaaaassa

taaatgaata

atcacagecte

gattagtcat

gttacatgaa

tgagtttaca

gectttgget

tgatagtttt

gecttacctaa

tatttaatac

acggagtett

gcaagctcca

ctacaggegce

caccgtgtta

ccaaagttct

aagtaaaaat

ctgacggtca

cattacattt

aaaaggttct

gaaaaacagt

tctgacacta

ggcttttect

cagagacctt

aaatccececct

aatacanaaa

gctattggta

aagtctacct

catcctcaaa

gcttgaacct

ccttacatge

tatttttgta

cctccacact

gacectaage

aatataattt

gcatetgtea

ceteccegagt

ccgcecaccat

gccagaatgg

gggattacag

atgtcttgta

tataggttct

ttctetette

ctcattagcece

caagaaattg

agaaactece

ttgacagcet

" tgttcacttg

ctgtgagaaa

2aqaaazaas

aagccaagta

gatttgatct

atteteccee

actaccttct

tggggattaa

gctaattttg

ttgeccactag

cctatttetce

ttggagtttt

tgcacagget

tcacgeccatt

gecccggctaa

tetecgatete

gtgtgagcca

agctggtaac

tttgagtttg

atttgaagag

taacacagtg

cacagtaata

ctacctgagg

gtgactgegg

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

300

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620
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actattttte

catatctgca

gottgtgttt

tgggaattgt

ggttcataat

ttccacttgg

ttgcaatttc

ttcttaatca

ataataaaga

tttgetggge

gatcaaattt

tatgatgata

ggtagegttt

ceccaggecag

aaccatcatc

tggctaattt

tcgaactcct

ttattcattt

aatatttgtt

gtggtaaaag

agtaggagac

agtacacaat

gagtaatgtg

cttgetttte

ttaagcaaga
tcaagtgaga
tatgotttta
tattggatat
ctcaattetg
taggaaataa
cttettactg
tgatctttaa
taatttgtct
gcagtggctce
gcctacttet
ttgacagggt
tttgtttttg
agtgcaatgg
ccatttcage
ttttgtattt
ggactcaagc
ccatgtccet
gaatgcaata
gtttggagaa
aagatggaaa
gtgcatateg
ttgaaaaata

attcaagcte
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tatgctaaag

acatataatg

tatagacagy

catcattggc

tcagaattgg

gaatgtgaaa

tgttaaaaaa

agatcaataa

ttaacagaat

acacctgtaa

atattatcett

ttgccetcac

teeetgtett

tacagtctca

ctectgagta

ctagtagaga

aatccaccca

agtccatagce

gtaaatagca

aaaaataata

ggtetcttgg

tggcaggcag

aatataggtt

aagtttgtcet

ttttgtgage

tctgecatgtt

gaaacttgts

ccacgctttc

tacaagaaat

ctetteagtt

aagtatgatc

tataatecctt

caataatata

tcccageact

ctaaagcaga

tcactagatt

tettttttga

gctcactgeca

gctgggacta

cagggtttgg

cctcagecte

ccagtgcetgg

tttcagggag

gtttaatttg

gcaaggtttet

tggggageca

aaacctatca

cccacatace

ctttttccag
tecatattte
cctecagtgac
tgaccttgga
agetgctatg
ggtgtgtgte
ttgctotgag
tcaaggatta
atcccttaaa
ttgggtggec
attecatctet
gtgagctccet
gacagggtct
gcctcaaceg
caggcacatg
ccatgttgcee
ccaaaatgag
acctatggta
caagaactag
gctagagtat
gaaggaagtt
atgaaggett
gagccectcet

cattacttaa

‘agagaggtet
aggaatgttt
ccaaaagagyg
aacaattaag
tttettgaca
cectngttttt
aggtgaggca
tgtctttatt
ggattatatc
aaggtggaag
cttcecctcaa
getcagggeca
tgetetgteca
cctcggetca
gcattacacc
cgggetggte
ggaccgtgte
gtactaaata
attaacaaag
gagggagagt
ggaagtcaga
ttgagcagga
gacacataca

ctcacceteg

15680

1740

1800

1860

1520

1980

2040

2100

2160

2220

22380

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

23840

3000

3060
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ggcteeccta

acatgagetg

coectitctgty

ctgggtggtg

ccatggcece

agctttggta

tctgcaaaag

cagetctegt

tcagccgeat

ctecaggect

agaggttgece

acccactggg

ccggagagga

ttaagectaa

ctcctggaga

catcaatctce

ggctetgttc

tcccatacceca

aataaaaagg

tggagaagag

aaataggtgg

gtgaagtggyg

caatgaggaa

actcccaagce

gcagectgec

ctttcectet

cctggagety

ccagggagag

gataacctte

tgggggagag

ggcgetetgt

ttccaatgeca

ggctececty

cactgtgcaa

ceggatgecag

cgaggaggat

ggatctacct

atcagaagaa

tcctcaagaa

caaatccagg

actcagggaa

atatccccecat

gtgcaaaagg

aaagggatga

agaaggagag

taccagagac

ttgagaccta

caggaatttg
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ctacctcttt acctgettee tggtggagte

cagccagagg

ggaagcaggce

cctgeatagt

tgectgtgca

ggcacagggc

gagtcagcect

cgtacagece

tgccecagee

ctgctgeegt

gaggattecee

ctgeccagtyg

ggagaggagg

gagggetecce

ccccagaata

ttecaggagg

ggaggggaga

ccecactete

agagaggtga

gaactgcaga

tcagagagtt

aagcaagaag

ggaagaaggg

gggaaagggg

acatgggggyg
cagggttage
gccaggtggt
cacacctgee
cagacaaacc
gecteccceotee
gtacacaccyg
cetggetcee
cactgctgct
ccttgggagg
aagaggatte
atctacctgg
tgaagttaga
atgcccacag
ttcatgactce
ctgtacteec
ggaggtagaa
gctggatgag
tgagagaaaa
tgaggggaag
agetggtaga
acacagcagg

ttggagacca

ccecagcetec

tgaggectgge

gcecttgggtt

cctcactcecca

tgtgagactt

aggcttgete

tgtgctggga

tetgttgatce

tetggtgect

aggctcttct

acccagagag

agaggaggat

ggatctacct

ggacaaagaa

ccctceccata

cacagaagce

agggacagat

atgggagaga

aatgtgcaga

agaaaaggaa

agtcatctca

tagaugaaacyqg

tacaaggcag

agggatgtat

cctgecettte

tggcaagecag

ccaagctagt

cececateet

tggctecatce

ctcececcace

caccccacag

ceggeceectyg

gtccatccce

ggggaagatg

gaggatcecac

ctacctgaag

actgttgagg

ggtaagtggt

ecccagcecta

cttccagagg

gtggagagaa

agggggaggc

cagaggaaaa

agcettgggag

tcttaggcta

tggecttctty

agggatgagt

3120

3180

32490

3300

3360

3420

3480

as40

3600

3660

3720

3780

3840

3so00

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500
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ggggagaaga

tgaagtgecce

caggctgsag

tgattctcct

ceggetaatt

cgaactectg

cgtgagccac

ttgcaagctyg

tctectgtge

gcatctgegt

cggttcatee

acacccaccc

cgtecctgaa

tttctacceg

caccccaggc

ccecggtggat

cctgggette

tgagggggtce

cgcagtgect

ccctacgecag

gagtaccggg

cacactgtgg

aaaggagcgg

agatccacgt

aagaagggag

actcactttt

tgcaatggecyg

gectcagect

tttgtatttt

atctcaggtg

agcgeetggce

gtaggattge

tttgcacctg

ttgtgacate

ttttcattta

gctgecacaga

cactggtece

ggttcectaa

gacccgcececet

atccgeccece

cagectceege

tccecegecga

gccegggggt

tgcaactgac

ctctgcaget

aaggccaceg

ggcggacggyg

ggttcaccte
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aaaggaaaga tggtgtactc actcatttgg

tttttttete

cgatctegge

ctagecaagt

tagtagagac

atccaaceac

ctgaagcage

tgtttggeecce

gecccgettaa

gttttggtecg

tacaggggat

cecaatetgg

gggegtececa

gttcetgacce

ggcccegggt

agetcgeege

cgctcecaga

gacttgggga

tgggctggec

cetgectect

gcatctgcac

tttcecctgece

ggccagagac

agcaccgcct

tttttgagac

tecactogoenac

agctgegatt

ggggtttege

cectggectce

cactcacttt

acccagetge

ggecatttgtt

ccaggaagygg

gaccagagte

gaacccagcet:

ceecgeegece

taggcgtcag

gtecccagece

cttctgeccg

actgegectg

tggggcgggg

ctaccgggeg

gggctagaga

tggggggetg

gaggtgagcg

gtggeccetet

ttgccagagt

10

aaactttcac

cteecacctoe

acaggcatge

catgttggte

caaagtgcetg

tacagaccet

ggtgttgagt

accegtaatg

attggggete

attggcgceta

ctgtggatet

accgtcccac

acttecctcac

tgegegggec

gecctgegee

cgcaacaatg

cgcagggaag

gggeceggete

tggctetggg

caggtcgtce

cggactggee

cctacececteg

tgacgaggcee

gactcaggac
ttttgttgee
cgggtieazg
gccaccacge
aggctggtct
ggattatagg
aagacaatga
ttgggtgegy
ctcetgtaag
taagettgag
tggaggtgag
cccctacage
cccctcacct
tatactectee
gcttccagtc
cectggaact
gccacagtgg
ggaaccgtcg
acttgectct
tccegggegg
gggctcggag
gagaaggggec
tgtececttttce

ttggggcegcece

4560

4620

48840

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

59490
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cgggaggecet

tceecgettt

cagcaageote

caceccackgt

tctaaggage

taaagatggt

aggtgttcat

atggctacat

gctaggttca

ccaggctgga

gggattctee

agctaatttt

caaactcctg

tgagccaceg

tcagagaaat

cttaacatta

gtcaggacct

caacacaaag

agactgcaaa

tetetecetce

cagcaagagt

taaaaaaaaa

ggccgtgttg

ccecateccat

acteaggeee

gaaccaggca

ccacagccag

ggtcacagag

tgcagaggaa

acaccatgat

ctcactcact

gtgcagtggt

tgcctcaget

ttttegtatt

gectcaagtg

tgcececageca

gcctccatca

ggttcataag

cacctgaaaa

gtgtatatat

cgtcagaagg

tctctecage

acatagagtt

aacaacagca
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gececgecttte tggaggtace agatcctgga

getecteceg

ctggectgaca

ccageeccea

tgggggagge

gaggtgacac

acagaatgtg

tagaggagge

tttacctatt

gtgatcttgg

tectgagtag

tttagtagac

atcecgectga

cactcactga

tagcatgtca

caaaataaga

gccaaacaca

ggtttectgt

gcacgggtca

ttgtcattga

tgaaataata

acaacaaaaa

gactctateg

aactcatiea

acaaggattc

tgacatgaca

ttaaagcett

caaagactca

ccagtaaagg

tatttatttt

gtcactgecaa

ctggggttac

agggtttcac

ctcagecctac

ttctttaatyg

atatgttcat

aaaaagaata

gaatcatgaa

ggggagtatg

ctgagagecct

aaaccagtcce

cataggattt

gcaacaacca

11

tggagccaga

cgecactgttt

tgaagctgta

gacacatagg

cactggtaga

gaatatggcee

gaagggatgg

tttgacagtc

ctteecgecte

aggtgtgtge

catgttggte

caaagtgetg

ccagccacac

actcttaggt

ataaataaaa

ggtgaatgca

tacggaggca

agtatcctag

accaagcttg

taagagggag

ttacaatttt

caceccectac

gaccceatee

Gtteatttaa

ggtccttgee

aaggacatag

aaagaaaagg

tatttaggga

tgagatgect

tctetgtege

ccgggttcaa

caccatgece

aggctggtet

attacaagtg

agcacaaagt

tcatgatgtt

gaagtggcat

gaggtgacac

gcagtgagtg

taaagtggge

ttggttcgea

acactgtctce

atgttcecte

6000

6060

§120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260
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cccggaagaa

aggtcagttt

tggagectteca

gagccagcge

ctgecetacag

ccagcacttt

gccaacatgyg

gggtgectgt

ggcagaagtt

gactecttgte

aaaaaacaag

ctttttetga

ttgttggaaa

ctagaccett

gttttgtata

tetttttttt

gccaggetge

gggattcatt

atggtacaca

ccteecttee

caggcectett

agggectgeca

gaaactgtat

tagatecctet

aacagtgect

gttggtetgg

ggtetgagae

tcatcttgat

attgaaaacce

gggaggccaa

tgaaacccca

aatccecaget

gcagtgagece

tcaaaaaaaa

accaaaaaat

gaactgttta

tegttctett

taggtttetg

gttatcaata

(333224131

tctcaaacte

ttttcttttt

gagttaagag

ctcecacctt

ccagttgete

cttagtgaag

cecctatacee

tcacaggctc
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atg;gcagtt
ccactaatct
tggagatggg
aataaccatg
aagcaaaaac
ggcaggtgga
tctctactaa
actegggagg
gagatcgtge
aaaaaaaaaa
ggtgtttgga
tctttaataa
cttagtcact
ctagactagg
ttcatattta
ttttttacat
ctgaccttgt
aatttgctet
tgtagactca
cecttetete
caaagcccetg
aagtggtcte
tgaagettta

agagactcag

getgtetege

ctgtggeccta

ctecetesag

aagctgacag

cgcegggeac

tcacgaggte

aaatacgaaa

ctgaggcagg

cactgcactc

gaaaaccaag

aattgtcaag

gcatcaaata

cttgggtcat

tagaactectg

tttacaagtt

ctttagtaga

gatccaccag

gggcttaaac

gacggtettt

cttectttct

tacttttette

agagttgagt

agggggtgca

gtcccaggac

12

ttggaagaaa

gttcataaag

tgcaggaggy

acacagttac

ggtggcteac

aagagatcaa

aaatagccag

agaatggcat

cagcetggge

caaaaaccaa

gtcaagtctg

ttttaacttt

tttaaatetc

cetttgecatt

attcagatca

gacagggttt

ccteggecete

ttgtggcecca

cttctttect

ttcetectet

tgagttaacyg

taccttgget

atgtagatga

tggacatatce

tcgctgagga

aatcaccctt

attgaageat

ccgcaaacgg

gecectgtaate

gaccatcctg

gegtggtgge

gaacccggga

aacagagcga

aatgagacaa

gagagctaaa

gtaaatactt

acttactcta

tcttgtgtct

tettttette

caccatattg

ccaaagtget

gcactttatg

tectctteett

cttgettect

tcttatggga

tctgggaggt

gaccccaaca

tgcactcetg

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7320

7980

8040

8100

8160

8220

8280

8340

8400

8460

8520

8580

8640

8700

8760

8820
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cectetgact

cagggtgtca

ctggggtaty

caggagaaga

gggaggctga

agtgtgacec

gtatgeggec

gagtttgaga

atttatttat

cctgaggtge

ccecacactgt

gtgactctcg

aggectectt

tgtctggttt

attggtggtc

gcctggetge

ccattcagec

accccaaccc

gctaattgat

ccceectttte

cgatcatage

ctcaaagcac

ttggctttta

cccttggetg

tcagccgceta

tctggactgt

tgtggacaca

aagaaatcaa

ggtgggagaa

catctectace

tagtececagce

ctgcagtgag

aaaagaaatce

tggttgtgag

ccactgacct

gctacagetyg

ccctgetgga

ccceecagece

acagcecgec

tggtgagtct

ccagggetge

caatattaga

tagaatgaag

tttaaagata

tcactgcagc

tgggactgta

ggaagcaaaa

gcetcttcetg
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ctteccaatat

gtttaaccag

gtaggtgegg

ggctgggcete

tggtttgage

aaaaaaaccec

tactcaagga

ctatgatcce

aagaggctgg

ctggcetggg

cecctagetee

aacttccgag

gtggacagea

agtagtccct

tctcacatct

gececctecte

tcaggacegce

gaggcagate

cttgagaaat

gggtctcact

ctcgaactcee

ggcatgagee

acggtgctta

gagactgagg

gaggggtcte

acagtgatge

gggaaagadg

tgtggettac

ccaggagttc

caacaaaacc

ggctgaggtyg

accactgcct

atggggaata

acecttgttt

acaccctete

cgacgcagee

gtccteggge

tatcctceca

cetttttcte

ttggtcctga

ctctgetcee

atggtgggga

ctcccecagcat

cegtttgece

taggctcagg

actgtgectg

tcttaceoeet

cactatgggg

13

tgactacace

tgagtgctaa

atgtaagaty

gcctataatc

aagacaaggc

aaaaatagcec

ggaagatege

accatcttta

caggagctgg

cctgtcatge

tgacaccctg

tttgaatggg

tgctgageca

tgtgtgtgece

tccagtccag

tgeccaggaga

tectecetttte

ttecececeatt

ccectctegea

caggctgggg

caatccttte

gccccaaacy

tectegtgtat

etgecctgaga

gececctgtgee

gcaggtggge

agatgagaaa

ccaccacgtt

ggggcaacat

gggcatggtyg

ttgattccag

ggatacattt

agggtggage

catgaaccca

tggggacctg

cgagtgattg

ggtacagectt

agtgtctgtc

ctgaattcect

ctecteagea

tgcagaacag

gtccccagag

aaagaatcee

tgttgtggeca

accttagett

geccttttac

ccacccetecat

actcggggca

8880

8940

9400

9060

5120

9180

9240

9300

9360

9420

9480

9540

9600

9660

5720

5780

9840

9900

9960

10020

10080

10140

10200

10260



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

g93gtggtag
aaagcagcce
ttttgotgte
tgacccttte
atgcaaatga
gaaggggaac
agaggctgga
actgtcetgt
aatatttata
gaatttccta

tcggectect

<210> 6

<211> 37

<212> PRT
<213> HUMANO

<400> 6

agtgcactga

tctctgetet

accagcgtcg

ttcaggcaca

gctgctectg

caaagggggt

tettggagaa

cctgeteatt

ataaaatatg

ttactgttat

tccacacate

ES 2296 412 T3

ggcaggtgtt gaggaactct gcagacccct

ccatcgcagg

cgttccttgt

agecttcccecece

ggccagtttt

gtgagctacce

tgtgagaage

atgccactte

tgttagtcac

tagcaccaat

actccaatgt

tgacatccta

gcagatgaga

acccttgtgg

ctgattagce

gcccageaga

cagccagagg

cttttaactg

ctttgttecc

ttagtggtaa

gttgectec

geectggttt

aggcagcaca

agtcacttea

tttcetgttg

ggtagcegag

catctgaggg

ccaagaaatt

caaatcagaa

tgcatttatt

cttcettece

ttggeetect

ggtattacac

tgcaaagege

tgtacacaca

actggagcct

ggagecggta

ttttaaaata

ggaggtattt

ctattacagt

10320

10380

10440

10500

10560

10620

10680

10740

10800

10860

10858

Met Ala Pro Leu Cys Pro Ser Pro Trp Leu Pro Leu Leu Ile Pro Ala

1

5

10

15

Pro Ala Pro Gly Leu Thr Val Gln Leu Leu Leu Ser Leu Leu Leu Leu

20

Met Pro Val His Pro

<210> 7

<211> 25

<212> ADN
<213> HUMANO

<400> 7

a5

tggggttctt gaggatctce aggag

<210> 8

<211> 26

<212> ADN
<213> HUMANO

25

14

30

25
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<400> 8
ctctaacttc agggagecct cttett

<210>9

<211> 48

<212> ADN

<213> HUMANO
<220>

<221> cebador_unién

<222> (1) .. (48)
<400> 9
cuacuacuac uaggccacgc gtcgactagt acgggnnggg nngggnng

<210> 10
<211>6

<212> PRT
<213> HUMANO

<400> 10
Glu Glu Asp Leu Pro Ser
1 5

<210> 11
<211>6

<212> PRT
<213> HUMANO

<400> 11

Gly Glu Asp Asp Pro Leu
1 5

<210> 12
<211>21

<212> PRT
<213> HUMANO

<400> 12

Asn Asn Ala His Arg ASp Lys Glu Gly asp Asp Gln Ser His Trp Arg

1 5

Tyr Gly Gly Asp Pro
20
<210> 13
<211> 16
<212> PRT
<213> HUMANO

15

26

48
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<400> 13
His Pro Gln Arg Leu Pro Arg Met Gln Glu Asp Ser Pro Leu Gly Gly
1 s 10 15
<210> 14
<211>24
<212> PRT
<213> HUMANO
<400> 14
Glu Glu Asp Sar Pro Arg Glu Glu Asp Pro Pro Gly Glu Glu Asp Leu
1 5 10 15
Pro Gly Glu Glu Asp Leu Pro Gly
20
<210> 15
<211> 13
<212> PRT

<213> HUMANO

<400> 15
Leu Glu Glu Gly Pro Glu Glu Asn Ser Ala Tyr Glu Glan
1 S 10
<210> 16
<211> 16
<212> PRT

<213> HUMANO

<400> 16

Met Arg Arg Gln His Arg Axrg Gly Thr Lys Gly Gly Val Ser Tyr Arg
1 5 10 15

<210> 17

<211> 45

<212> ADN
<213> HUMANO

<400> 17
gtcgctaget ccatgggtcea tatgcagagg ttgcecccgga tgeag

<210> 18
<211>43

<212> ADN
<213> HUMANO

<400> 18
gaagatctct tactcgagcea ttctccaaga tccagectct agg
<210> 19

16

45

43
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<211>10
<212> ADN
<213> HUMANO

<400> 19

ctccatctct

<210> 20
<211>10

<212> ADN
<213> HUMANO

<400> 20

ccaccceccat

<210> 21

<211> 205
<212> ADN
<213> HUMANO

<400> 21

ES 2296412 T3

10

10

acctgecect cactccacce ccatcctage tttggtatgg gggagagggc acagggccag 60

acaaacctgt gagactttgg ctccatctct gcaaaaggge getctgtgag teageetget 120

ccectecagg cttgcteccte ccccacccag ctetegttte caatgcacgt acagccegta 180

cacaccgtgt gctgggacac cccac

<210> 22

<211> 8

<212> PRT
<213> HUMANO

<400> 22

Leu Gly His His His His His His

1

<210> 23
<211>10

<212> ADN
<213> HUMANO
<220>

<221> Caracteristica misc

<222> (1) .. (10)

17

205
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<400> 23

yyycayyyyy

<210> 24

<211>10

<212> ADN

<213> HUMANO

<300>

<301> Locker y Buzard,.

<303> Secuenciacién y mapeo de ADN
<304> 1

<306> 3-11

<307> 1990

<400> 24
tgtgagactt

<210> 25
<211>4

<212> PRT
<213> HUMANO
<220>

<221> SITIO
<222> (1).. (4)
<400> 25

Thr Pro Xaa Xaa
1

<210> 26
<211>4

<212> PRT
<213> HUMANO
<220>

<221> SITIO
<222> (1).. (4)
<400> 26

Thr Pro Xaa Xaa
1

<210> 27

<211> 540
<212> ADN
<213> HUMANO

<220>
<221> promotor
<222> (1).. (540)

18

10

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<400> 27
cttgetttte

ggcteceeccta

acatgagctg

ccettctgtg

ctgggtggtg

ccatggecee

attcaagecte

gcagectgec

cttteectet

cctggagetg

ccagggagag

gataacctte

ES 2296412 T3

aagtttgtct

ctacctettt

cagccagagg

ggaagcagge

cctgcatagt

tgcectgtgea

agcetttggta tgggggagag ggcacaggge

cccacatacce

acctgettee

acatgggggg

cagggttage

gecaggtggt

cacacctgcec

cagacaaace

cattacttaa

tggtggagte

ccccagcetee

tgaggectgge

gecttgggtt

cctcacteca

tgtgagactt

ctcacceteg

agggatgtat

cctgeccttte

tggcaagcag

ccaagctagt

ccceecatecet

tggctecate

tetgcaaaag ggegctctgt gagtcagect geteccetce aggettgetc ctecceecace

cagctctcgt ttccaatgeca cgtacagecc gtacacaceg tgtgctggga caccccacag

<210> 28

<211> 445

<212> ADN

<213> HUMANO
<220>

<221> exén

<222> (1).

<223> 1% ex6n de MN

<400> 28

<210> 29
<211> 30

gcccgtacac

cctgtgecece

oneboaetygt g

ccccagaggt

ttctggggaa

attcacccag

gaggatctac

agaagagggc

gagatcctca

<212> ADN
<213> HUMANO

accgtgtget

agccecectgge

tgececggat

gatgacceac

agaggaggat

ctggagagga

tcectgaagt

agaaccgecag

gggacaccce

tcceteotgtt

7 ebgroackten

gcaggaggat

tgggcgagga

ccacceggag

ggatctacct

tagaggatct

aataatgecec

acagtcagcce

gatecececggcee

tecececttygg

ggatctgace

aggaggatct

gaagttaagce

acctactgtt

acagggacaa

19

gcatggctce

cctgetccag

geektgteoat

gaggaggctc

agtgaagagg

acctggagag

ctaaatcaga

gaggctectg

agaag

50

100

)
Ut
€

200

250

300

350

400

445

60

120

180

240

3oo

360

420

480

540
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<220>

<221> ex6én

<222> (1).

<223> 2° ex6én de MN

<400> 29

gggatgacca gagtcattgg cgctatggag

<210> 30

<211> 171

<212> ADN

<213> HUMANO
<220>

<221> ex6én

<222> (1).

<223> 3% ex6n de MN

<400> 30

gcgacccgee ctggeccegg gtgteoeccag coctgegeggg cegecttecag
tcececeggtgg atatccgecec ccagetecgece gecttetgec cggecetgeg
cencoiggaa ctectgoget tecagobteso gocgoteaca gaantocgac

tgcegcaacaa tggccacagt g

<210> 31

<211> 143

<212> ADN

<213> HUMANO
<220>

<221> exén

<222> (1).

<223> 4° ex6n de MN

<400> 31
tgcaactgac cctgccetcecet gggctagaga tggetcectygg tecccgggegy

gagtaceggg ctctgcagct gcatctgcac tggggggetg caggtcgtcce

gggetcggag cacactgtgg aaggccaccg tttceccctgee gag

<210> 32

<211>93

<212> ADN

<213> HUMANO
<220>

<221> exén

<222> (1).

<223> 5° ex6n de MN

20

50

100

isp

171

50

100

143

30
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<400> 32

atccacgtgg ttcacctcag caccgeccttt gccagagttg acgaggcctt

gaggegeccy ggaggcoctgg cegtgttage cgectttetg gag

<210> 33

<211> 67

<212> ADN

<213> HUMANO
<220>

<221> exén

<222> (1).

<223> 6° exén de MN

<400> 33

gagggcccgg aagaaaacag tgcectatgag cagttgotgt ctegettgga

agaaatcgct gaggaag

<210> 34

<211> 158

<212> ADN

<213> HUMANO
<220>

<221> ex6én

<222> (1).

<223> 7° exén de MN

<400> 34

gctcagagac tcaggtecca ggactggaca tatctgcact cctgccetct
gacttcagcc gctacttcca atatgagggg tctctgacta cacecgcceccetg

tgcccagggt gtcatctgga ctgtgtttaa ccagacagtg atgctgagtg ctaagcag

<210> 35

<211> 145

<212> ADN

<213> HUMANO
<220>

<221> ex6én

<222> (1).

<223> 8° ex6n de MN

<400> 35

cteccacacce tctctgacac cctgtgggga cctggtgact ctcggctaca
gctgaacttc cgagcgacgc agecctttgaa tgggcgagtg attgaggeoct

cettecctge tggagtggac agcagtcecte gggctgetga gccag

<210> 36

21

50

93

50

67

100

158

50
100

145
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<211> 27

<212> ADN

<213> HUMANO
<220>

<221> exén

<222> (1).

<223> 9° exén de MN

<400> 36

tccagctgaa ttcctgeetg getgetg

<210> 37

<211> 82

<212> ADN

<213> HUMANO
<220>

<221> exén

<222> (1).

<223> 10° ex6n de MN

<400> 37

gtgacatcct agccectggtt tttggectec tttttgetgt caccagegte

ES 2296 412 T3

gcgtteettg tgcagatgag aaggcagcac ag

<210> 38

<211> 191

<212> ADN

<213> HUMANO
<220>

<221> ex6én

<222> (1).

<223> 11°" ex6n de MN

<400> 38

aaggggaacc

ctggagceta

gu gageoggbas cbtgboclgte cbtgoteatis bgooactbeos

ttitaactge

<210> 39

<211> 1174
<212> ADN
<213> HUMANO
<220>

<221> intrén

aaagggggatg

gaggctggat

caagaaatctct

tgagctaccyg

cttggagaat

cttaauntaa avatitataa t

22

cccagcagag gtagccgaga

gtgagaagce agccagaggce

50

82

1831

27
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<222> (1) ..(1174)
<223> 1¢ intrén de MN

<400> 39

<210> 40

gtaagtggtc

checagaggt

tggagagaaa

gggggagget

agaggaaaaa

gcttgggagg

cttaggctac

ggecttotiga

gggatgagtg

actcaggacet

tttgtegees

gggttcaagt

ccaccacgcc

ggctggtcee

gattataggc

agacaatgat

tgggtgeggt

tcctgtaagg

aagetbgage

<211> 193
<212> ADN
<213> HUMANO

<220>

<221> intrén

atcaatctce

g gobotgbies

Ceoataseas

ataaaaaqgg

ggagaagaga

aataggtgga

tgaagtgqgt

aatgaggaat

ctcccaagee

gggagaagaa

gaagtgeeea

aggcrggage

gattcteaty

cggctaattt

gaactcctga

gtgagccaca

tgcaagctgg

ctcctgtget

catctgcgtt

ggtteateoh

ES 2296412 T3

aaatccaggt

stoansgeag

tatoaccaty

tgcaaaagga

aagggatgag

gaaggagagt

accagagaca

tgagacctag

aggaatttgg

agaagggaga

ctcactettrt

gcaatggege

cctcagccte

ttgtatttte

tctcaggtga

gcgectggee

taggattgct

tccaggaggt

gaggggagas

accactoboy

gagaggtgag

aactgcagat

cagagagtte

agcaagaaga

gaagaaggga

ggaaagggst

aaggaaagat

ttreeett

gatctegget

tagccaagta

agtagagacg

tccaaccacc

tgaagcagec

gtetggecca

tcatgactce

tgtactooae

gaggbagaas

ctggatgaga

gagagaaaaa

gaggggaaga

gctggtagaa

cacagcaggt

tggagaccat

ggtgtactca

ttetgagaca

cactgcaace

gctgcgatta

gggtttegece

ctggecctece

actcacttte

cccagctgceg

ccteecatac

EOAGRATAOS

ggyacagaly

tgggagagaa

atgtgcagac

gaaaaggaaa

gtcatctcat

agagaaacgt

acaaggcaga

ctcattcggg

aactttcact

tecaccteee

caggcatgceg

atgttggtca

aaagtgctgg

acagacccta

gtgttgagtt

180

240

3oo

360

420

480

540

600

680

720

780

840

900

960

1020

1080

ttgcacctgg

tgtgacateg

tooeatitab

ccegettaag

tcttggtegce

acay

23

gcatttgtta

caggaaggga

cecgtaatge

ttggggctct

1140

1i%a
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<222> (1) ..(193)
<223> 2° intrén de MN

<400> 40

gtgagacacc caccegctge acagacccaa tctgggaacc cagcetetgtyg gatcteccet 690
acageccgtec ctgaacactg gtcecegggeg tcccacccge cgcccaccgt cccacccect 120
caccttttct acccgggtte cctaagttcc tgacctagge gtcagacttc ctcactatac 180

tctecccacecec cag 193

<210> 41

<211> 131

<212> ADN

<213> HUMANO
<220>

<221> intrén

<222> (1) .. (131)
<223> 3% intr6n de MN

<400> 41
gtgagggggt ctcccegecg agacttgggg atggggeggg gegeagggaa gggaacecgte 60
gegeagtgee tgeceggggg ttgggetgge cctaceggge ggggecggat cacttgecate 120
tecctacgea g 131

<210> 42

<211> 89

<212> ADN

<213> HUMANO

<220>

<221> intrén
<222> (1) ..(89)
<223> 4° intrén de MN

<400> 42

gtgagegegg actggecgag aaggggcaaa ggageggage ggacggggge cagagacgtg 60

gcecctctect accctegtgt ccocttttcag 89

<210> 43

<211> 1400

<212> ADN

<213> HUMANO
<220>

<221> intrén

<222> (1) .. (1400)
<223> 5% intrén de MN

24
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<400> 43

<210> 44

gtaccagatce

tatecgtggag

attcacgcac

gattctgaag

tgacagacac

gecttcacty

actcagaata

aaagggaagg

attttettga

iy g fa
ancketos

G s
oy

gttacaggtg

ttcaccatgt

cctaccaaag

taatgccage

ttcatactct

gaataataaa

atgaaggtga

gtatgtacgg

agcctagtat

agtccaccaa

gattttaaga

aaccattaca

gggaacceee

ttacaatgtc

<211> 1334
<212> ADN

ctggacacee

ccagagacce

tgtttgttca

ctgtaggtec

ataggaagga

gtagaaaaga

tggcctattt

gatggtgaga

cagtctctet

tecogyg

tgtgccacca

tggtcaggcet

tgctgattac

cacacagcac

taggttcatg

taaaagaagt

atgcagaggt

aggcagcagt

cctagtaaag

gettgttggt

gggagacacst

attttatgtt

ttcatgttce

attceccccag

ES 2296412 T3

cectacteceee

catcccagea

tttaacaccc

ttgectctaa

catagtaaag

aaaggaggtg

agggaatgge

tgcctgctag

gtcgeccagg

thcaaggygat

tgcccagcta

ggtctcaaac

aagtgtgage

aaagttcaga

atgttcttaa

ggcatgtcag

gacaccaaca

gagtgagact

tgggectctect

tcgcacagceca

gtctctaaaa

ccctcageas

ggecttcage

getttcececat

agctcactca

actgtgasce

ggagcccaca

atggtggtca

ttcattgcag

tacatacacc

gttcactcac

ctggagtgca

¥

attretette

tcctggecte

cacegtgece

gaaatgce:c

cattaggtte

gacctcacct

caaaggtgta

gcaaacgtca

cectectectet

agagtacata

43aaaaacaa

tctcagaget

catggccctg

25

cecatgetce

ggeceectgge

aggcaccage

gccagtgggyg

cagaggaggt

aggaaacaga

atgattagag

tcacttttat

gtggtgtgat

gtatttttag

aagtgatccg

agccacactce

catcatagca

ataagcaaaa

gaaaagccaa

tatatggtet

gaagggcacg

ccagcttgte

gagtttgaaa

cagcaacaac

gaggaatggg

gatacatgca

tcececggacte

tgacaaacte

cccecaacaag

gaggctgaca

gacacttaaa

atgtgcaaag

gaggcccagt

ttatttatte

cttgggtcac

agtagotggy &

tagacagggt

cctgactcag

actgattctt

tgtcaatatg

taagaaaaaa

acacagaatc

cctgtgggga

ggtcactgag

attgaaaacc

taatacatag

dAdaaagcaac

agaggactat

ctecatctgte

60

120

180

240

300

360

420

480

660

720

780

840

900

360

1080

1140

1200

1320

1380

1400



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<213> HUMANO

<220>

<221> intrén
<222> (1) .. (1334)

<223> 6°

<400> 44

intréon de MN

ES 2296 412 T3

gtcagtttgt tggtctggec actaatctct gtggcecctagt tcataaagaa tcaccctttg 60

aacz%tcagg

gcctacagat

agcactttgg

caacatggtg

gtgectgtaa

cagaagttge

ctcttgtcte

aaaacaagac

ttttctgaga

gttggaaate

agacctttta

tttgtatagt

ettt

caggectgeee

gattcatttt

ggtacacaga

tecettecct

ggoetubies

ggcctgecact

gatectctte

tctgaagctg

atobbgatan

tgaaaaccaa

gaggccaagg

aaaccecate

tcecagetac

agtgagccga

aaaaaaaaaa

caaaaaatgg

actgtttatc

gttctcttet

ggtttetgct

tatcaatatt

cetteottte

tcaaactcct

ttctttttaa

gttaagagtg

cccaccttec

tagtgaagaa

> ctabacocky

acag

gagatggget

cecctecagtg

taavcstgas gebgacagal

gcaaaaacceg

caggtggatc

tctactaaaa

tcgggagget

gatcgtgeca

aaaaaaaaga

tgtttggaaa

tttaataage

tagtcactct

agactaggta

catatttatt

ttttacatct

gaccttgtga

tttgetceegg

tagactcaga

cttctctect

gtggtctcag

aagotitaag

cegggeasgg

acgaggtcaa

atacgaaaaa

gaggcaggag

ctgcactcca

daaccaagca

ttgtcaaggt

atcaaatatt

tgggtcattt

gaactctgee

tacaagttat
ttagtagaga
tccaccagec
gcttaaactt
cggtectttet
tcctteectt
sttty
agttgagtta

moggtgecaal

26

caggagggat

tggctcacge

gagatcaaga

atagccaggce

aatggcatga

gecctgggcaa

addaaccaaaa

caagtctgga

ttaactttgt

taaatctcac

tttgcattte

tcagatcatt

cagggtttca

tcggcctecee

gtggcccecage

tctttcette

cttcetetet

agttaacghe

cettggetee

gragatgaga

tgaagcatga

120

a

‘6 180

ctgtaatecce

ccatcectgge

grtggtggcgsg

acccgggagg

cagagcgaga

tgagacaaaa

gagctaaact

aaatactttt

ttactctact

ttgtgtetgt

ttttetttte

ccatattgge

aaagtgctgg
actttatgat
tcttcettee
tgettectcea
ttatgggaay

tgggaggtga

cecoaacata

240

300

3690

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1328



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<210> 45

<211> 512

<212> AD

N

<213> HUMANO

<220>
<221> intr
<222> (1).

on

. (512)

<223> 7° intr6n de MN

<400> 45

<210> 46

gtgggeetgg

gagaaacagg

cacgttggga

caacatagtyg

atggtggtat

ttecaggagt

acatttattt

tggageectg

aagccaccca

<211>114
<212> ADN
<213> HUMANO

<220>

<221> intrén

<222> (1)

. (114)

<223> 8° intrén de MN

<400> 46

<210> 47
<211> 617

ggtgtgtgtg

agaagaaaga

ggctgaggtyg

tgacceceate

geggectagt

ttgagactge

atttataaaa

aggtgetggt

cactgtecac

ES 2296412 T3

gacacagtgg

aatcaaggct

ggagaatggt

tctaccaaaa

cccagcetact

agtgagetat

gaaatcaaga

tgtgagetgyg

tgacctceat

gtgcggggga

gggctcoctgty

ttgageccag

aaaceccaac

caaggagget

gataeccacca

ggctggatgg

cctgggacce

ag

aagaggatgt

gettacgoect

gagttcaaga

aaaaccaaaa

gaggtgggaa

ctgectacea

ggaatacagg

ttgtttectg,

aagatgagat

ataatccecac

caaggcgggg

atagecggge

gatcgettga

tetttaggat

agctggaggg

tcatgecatg

60

120

1890

240

300

360

420

480

512

gtacagettt gtctggttte cccccageca gtagtcecett atceccteccat gtgtgtgeca 60

gtgtetgtea ttggtggtca cagceecgect cteoacatcote ctttttetet ccag

<212> ADN
<213> HUMANO

<220>

<221> intrén
<222> (1).. (617).
<223> 9° intrén de MN

27

114
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<400> 47
gtgagtctge
agggetgete
atattagaga
gaatgaaget
taaagatagg
actgcagect
ggactgtagg
aagcaaaaac
ctecttetgga
tgcactgagg
tctgetctee

<210> 48

<211> 130

<212> ADN

<213> HUMANO

<220>

<221> intrén
<222> (1) .. (130)
<223> 10° intrén de MN

<400> 48

o Bm e s e
@;?'\sﬂgﬂii@ﬁl{am 5

geaaagegea

gtacacacag

<210> 49

<211> 1401
<212> ADN
<213> HUMANO

cectectett

aggacecgeet

ggcagatecat

tgagaaatct

gtctcactet

cgaactecta

catgagccac

ggtgettate

gactgaggca

caggtgttga

atcgcag

ES 2296 412 T3

ggtcctgatg

ctgcteeete

ggtggggatt

cecageatcee

gtttgececa

ggctcaggea

tgtgectgge

ttaccecctte

ctatgggget

ggaactetge

ccaggagact

tccttttety

ccoceattgt

ctctegeaaa

ggctggggty

atccttteac

cccaaacgge

tcgtgtatee

gectgagaac

agacccctct

ccteageace

cagaacagac

ceccagagge

agaatcccce

ttgtggecacg

cttagcttct

ccttttactt

acccteatcee

tcggggcagg

tectteccaa

atteagecece

cccaaceoccea

taattgatta

ccectttttt

atcatagcte

caaagcactg

ggcttttagg

cttggectgge

ggtggtggag

agcageecte

§0

120

180

240

300

360

420

480

540

600

617

cetitotr tocaggeacan goticcoeca cocotigbogs gheachbeal 60

tgcaaatgag ctgetcoctgy geocagtittte tgattagoet ttcetgtigt 120

28

130
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<400> 49

caaactttca

cctccaccte

ccatgttggt

ccaaagtgct

ttacagaccee

cggtgttgag

tacccgtaat

gattgggget

cattggeget

tctgtggatc

cacecgtecca

gacttcetca

ctgegeggge

ggeccctgcege

gcgcaacaat

gcgcagggaa

gggscegget

atggctctgg

gcggactgge

tookaceste

ttgacgaggc

cagatccetgg

cttttgttge

ccgggttcaa

caggctggte

gggattatag

taagacaatg

tttgggtgeg

gctcectgtaa

ctaagcttga

atggaggtga

tcecctacag

ceccecteace

ctatactcte

cgettceagt

cccctggaac

ggecacagtg

gggaaccgte

cacttygcete

gtecegggeg

egggetegga

cgagaagggyg

gtgtoctit

cttggggege

acacecceta

ES 2296412 T3

ccaggctgga

gtgattctec

cooggntast

tcgaactcet

gcgtgageca

attgcaaget

gtcteetgtg

ggcatctgeg

geggtteate

gacacccace

ccgteecctga

ttttctacee

ccaccccagg

ccceggtgga

tcctgggett

gtgagggggt

gcgecagtgece

tcecctacgea

ggagtacegg

goacactoty

caaaggagcg

cagatooacy

ccgggaggec

gtgcaatgge

tgectcagee

thotgtatte

gatctcaggt

cagcgecegg

ggtaggattg

ctttgcacet

tttgtgacat

cttttcattt

cgetgcacag

acactggtce

gggtteceta

cgaccegeee

tatcegecce

ccagetcceg

ctceecgeceg

tgceegggyy

gtgcaactga

gctctgeage

gaaggosase

gggcggacgg

togtieasst

tggccgtgtt

29

gcgatctegg

tetageccaag

<oy g Bee - f=1
ttagtagags

gatccaacca

cctgaagcag

ctgtttggee

ggcecgetta

cgttttggte

atacagggga

acccaatetg

cgggcgtece

agttcctgac

tggeeccggg

cagctegecg

ccgetecccag

agacttgggg

ttgggetgge

ccctgectee

tgcatctgca

gerbhaootge

gggccagaga

cagnaccgoe

ggccgecttt ctggaggtac

ctcactgcaa

tagctgegat

ccetggecte

ccactcactt

cacccageteg

aggcatttgt

gccaggaagg

tgaccagagt

ggaacccage

acccgeegee

ctaggcgtca

tgtcccecage

ccttetgece

aactgegect

atggggcggyg

cctaceggge

tgggctagag

ctgggggget

coagobtyage

cgtggeecte

tutgoeagag

60

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

500

960

1020

1080

1140

260

1360

§e2
Lk
E
e

1380

1401
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<210> 50

<211> 59

<212> PRT
<213> HUMANO

<400> 50

Ser Ser

Glu Asp

Gly Glu

Lys Ser
50

<210> 51

<211> 257
<212> PRT
<213> HUMANO

<400> 51

Gly Asp

Arg Val

Arg Pro

Leu Gly
50

Gly His
65

Gly Pro

Gly

Ser

Glu

35

Glu

Asp

Ser

Gln

35

Phe

Ser

Gly

Glu

Pro

20

Asp

Glu

Gln

Pro

20

Leun

Gln

val

Azg

Asp

Arg

Leu

Glu

sSer

Ala

Ala

Leu

Gln

Glu
85

Asp

Glu

Pro

Gly

His

Cys

Ala

Pro

Leu
70

ES 2296 412 T3

Pro

Glu

Gly

Ser
5%

Trp

Ala

Phe

Pro

55

Thr

aAry

Leu

Asp

Glu

49

Leu

arg

Gly

cys

40

Leu

Leu

Ala

Gly

Pro

25

Glu

Lys

Arg

25

Pro

Pro

Pro

Leu

30

Glu

10

Pro

AsSp

Leu

Gly

10

Phe

Ala

Glu

Pro

Gln
S0

Glia

Gly

Leau

Glu

Gly

Gln

Leu

Leu

Gly

78

Lau

Asp Leu Pro Ser

1s

Glu Glu Asp Leu

30

Pro Glu Val Lys

45

Asp Pro

Ser Pro

Arg Pro
45

Arg Leu
56

Leu Glu

¥is Leun

Pro

val

30

Leu

Arg

Met

Hie

Trp

15

Asp

Glu

Asn

Ala

85

Glu

Pxo

Pro

Pro

Ile

Leu

Asn

Leu

80

Cly
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Ala

Asp

Lau
145

Leu

Thr

Leu
228

Phe

Pro

<210> 52
<211>20
<212> PRT

Ala

Glu

130

Glu

Leu

Asp

Glu

val

310

Ser

Arg

<213> HUMANO

<400> 52

Gly

Glu

Glu

Ile

Gly

185

Phe

Asgp

Ala

Arg
100

Iie

Leu

Gly

Glu

Serx

180

Ser

Asn

Thx

Thr

Pro

5]
)
4]

Gly

Pro

Ile

165

Ala

Lsu

Gln

Lsu

Gla
245

Gly

Arg

Glu

150

Ala

Leu

Thr

Thr

Trp
230

Pro

ES 2296412 T3

Ser

Pro

135

Glu

Glu

Leu

Thr

val

215

Gly

Leu

Glu

His
105

Asn

Glu

Pro

Pro

200

Met

Pro

Asn

Gly

Ser

Gly

Ser

185

Pro

Leu

Gly

Gly

Thr

Leu

Ala

Ser

170

Asp

Cys

Ser

Asp

Arg
250

Val

&
b
“

Ala

155

Glu

Phe

Ala

Ala

Ser

235

val

Glu

Als

YVal

140

Glu

Thr

Ser

Gln

Lys

220

Arg

Ile

Gly

Pha

Leu

Gln

Gln

Arg

Gly

205

Gln

Leu

Glu

His

110

Ala

Ala

Leu

Val

150

Vval

Leu

Gln

Ala

Arg

Ala

Lau

Pro

1758

Phe

Ile

His

Leau

Ser
255

Phe

Phe

Sar
150

Gly

Gln

Trp

Thr

Asn

240

Phe

Ile Leu Ala Leu Val Phe Gly Leu Leu Phe Ala Val Thr Ser Val Ala

Phe Leu Val Gln

1

20

5

31

10

1s
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<210> 53
<211>25
<212> PRT

<213> HUMANO

<400> 53

<210> 54
<211> 59
<212> PRT

ES 2296 412 T3

Met Arg Arg Glmn His Arg Arxg Gly Thr Lys Gly Gly Val Ser Tyr Arg

b

S

10

Pro Ala Glu Val Ala Glu Thr Gly &Ala

<213> HUMANO

<400> 54

<210> 55
<211> 470

<212> ARN

Ser Ala
1

Glu Pro

Ser Val

Sar Pro
50

<213> HUMANO

<400> 55

cauggceceg

gcuuugguau

angeasaany

agcucucguu

cagcecgcaug

20

Sexr Glu

Pro
20

Ser

Vval Leu

k1]

Ser Glu

auaaccuucu

gggggagagg

oogouenug

uccaaugcads

geuccceugu

Glu Pro Ser

Ser Glu Glu

Phs Pro Ser

Glu Pro Sex

5

55

gccugugcac

gcacagggee

ARguchyauyg

guacagecceg

gcececagecee

Pro

Pxo

Glu

Ala

25

Glu
10

Ser

Phe
25

Pro

Glu Pro

40

Sar Glu

acaccugece

agacaaaccu

cudcogunca

uacacacesgu

cuggeucecu

Val Pro Phe Pro

Ser Val Axg Pro

Phe Pro Ser Lys
45

Glu

cucacuccac

gugagacuuu

gyoupgsuna

gugcugggac

cuguugauce

is

15

30

ccccauccua

ggcuccaucu

ncenLcacos

acccsacagu

cggceeeuge

uccaggceccuc acugugcaac ugcugcuguc acugeugcuu cuggugecug uccaucccea 360

gagguugece cggaugcagg aggauuccece cuugggagga ggcucuucug gggaagauga 420

cccacuggge gaggaggauc ugeccaguga agaggauuca cccagagagg

32

470

Ser Glu

Phe Pro

Glu Pro

60

120

1890

240

300
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<210> 56

<211> 292
<212> ADN
<213> HUMANO

<400> 56
gtttttttga
cteggcectcac
agtagetggyg
agacggggtt

gccteggect

<210> 57

<211> 262
<212> ADN
<213> HUMANO

<400> 57
ttteotttttt
cagctcactg
tagectgggac
gacagggtri

cacctcagcece

<210> 58

<211> 2501

<212> ADN

<213> HUMANO
<220>

<221> caracteristica misc
<222> (1) .. (2501)

gacggagtet

tgcaagetee

actacaggeg

tcaccgtgtt

cccaaagttc

gagacagggt

cagcctcaac

tacaggcaca

agccatgtiy

tcccaaaatg

ES 2296412 T3

tgcatctgte

acctccegag

ccecgecaceca

agccagaatg

tgggattaca

cttgectetgt

cgectegget

tgecattaca

atgcccagge

ttcacgccat

tgcceggeta

gtetcgatcet

ggtgtgagee

cacccaggcee

caaaccatca

cctggectaat

tetegaacte

33

tggagtagca gtggtgccat

tttcctgect cagcctecceg

attttttgta tttttggtag

cetgacttcg tgatccacce

accgcacctg g¢

agagtgcaat ggtacagtct

tccecatttca gectcecctgag

ttttttgtat ttctagtaga

ctogactcocaa gocaatocace

120

180

240

292

60

120

180

240

262
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<400> 58

tgttgactcg

agggttaaat

gactgctegt

gcggaaggcc

tgaccttcce

agaattatca

aaaagactta

catattcaaa

cattgtcatt

taattacgtt

ttgagccatg

ctttacctet

atggatgcac

gtaggtacte

tggectttat

tgtttgtttg

gecagtggtge

ccteageete

gtatttttgg

tcgtgatceca

ctggccaatt

acatttectt

atatgctact

tgaccttace

ggattaaggy

taagagtcat

gcagggteet

tecactattg

ataaaaaaat

cgaatagtta

accagacgge

ctttggatte

ccaaacattt

agttgtagga

aagtcagttg

tgtgaatett

agttttcagt

ctgtaatatg

tttgtttett

catctegget

ccgagtaget

tagagacggg

ccegectegg

ttttgagtct

ttattaatgt

ttttgecagte

ES 2296 412 T3

cccaaccetg

cggtgcaaga

caccaatccce

ctgcctagga

tccatgacece

aaatttaaaa

ttgataaatg

catcatcaca

actagattag

aggggttaca

atgatgagtt

ggtagccttt

gctatgatag

aattgcttac

ggcatattta

tgagacggag

cactgcaagce

gggactacag

gtttecaccegt

cctcecaaag

tttaaagqtaa

ggtgctgacg

ctttecattac

tgctetetga

tgtgctttgt

taatctcaag

aaaccagaga

tgccaaatcece

aaaaaataca

aatagcoctatt

gctcaagtct

tcatcatect

tgaagcettga

tacaccttac

ggcttatettt

ttttecctecea

ctaagaccct

atacaatata

tcttgeatct

teccaccteee

gegeeccgeca

gttagccaga

ttctgggatt

aaatatgtct

gtcatatagg

attttretet

34

aacatgagcet

taaacagatg

taatcaggga

cetttgttceca

ccctetgtga

aaaaaaaaaa

ggtaaagecca

acctgatttg

caaaattecte

acctactace

atgetgggga

tgtagctaat

cactttgeca

aagcectatt

atttttggag.

gtcatgcceca

gagttcacgc

ccatgecegg

atggtectega

acaggtgtga

tgtaagctgyg

ttettttgag

ctecatttga

gtgtccacte

cttgaaggca

cacaaacact

cttgtttate

gaaacaccca

aaaaaaaaaa

agtaaatgat

atctctttat

ccccaagtte

ttctttgett

ttaatttaaa

tttgtagtta

ctaggggtag

tectettgtac

tttttttgtt

ggctggagta

catttteectyg

ctaatttttt

tctcetgact

gccaccgceac

taactatggt

tttggcatge

agagcatgtt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380
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atatctttta

ttggtacecac

tgtaagaggyg

attectctga

tttcttaage

tgcatcaagt

gttttatget

ttgttattgg

taatctcaat

ttggtaggaa

tttecttett

atcatgatct

aagataattt

gggcgecagtg

atttgcctac

gatattgaca

gttttetgtt

ccagagtgeca

catcccattt

gcttcacttg

ttggatcata

atgattcagg

cattgctgta

aagatatget

gagaacatat

tttatataga

atatcatcat

tctgtcagaa

ataagaatgt

actgtgttaa

ttaaagatca

gtctttaaca

gctcacacct

ttctatatta

gggtttgcec

tttgtttttg

atggtacagt

cagcctecctg

<210> 59

<211> 292

<212> ADN

<213> HUMANO
<220>

<221> caracteristica misc
<222> (1)

ES 2296412 T3

gcttaaaagyg ttctetecatt agectaacac

agtggaaaaa

tgaatctgac

tataggettt

aaagttttgt

aatgtctgea

cagggaaact

tggeccacge

ttggtacaag

gaaactcttc

aaaaaagtat

ataatataat

gaatcaataa

gtaatccecag

tcttctaaag

tcactcacta

tetttetttt

ctcagcteac

agtagctggg

cagtcaagaa

actaagaaac

tecetttgaca

gagcctittt

tgttteccata

tgttcctcag

tttetgacet

aaatagctge

agttggtgtg

gatcttgcte

cctttcaagg

tataatcecet

cactttgggt

cagaattcat

gattgtgagce

ttgagacagg

tgcagecctea

actacaggca

35

attgcacagt

tcceoctacct

gcctgtgact

ccagagagag

tttcaggaat

tgacccaaaa

tggaaacaat

tatgttteet

tgtecctngt

tgagaggtga

attatgtctt

taaaggatta

ggccaaggty

ctctectteee

tcctgetcag

gtcttgectet

acecgectegg

agtgtcattg

aatacttgtt

gaggtctgag

geggactatt

gtctecatate

gtttgettgt

gaggtgggaa

taagggttca

gacattccace

ttttttgeaa

ggcattctta

tattataata

tatctttgct

gaaggatcaa

tcaatatgat

ggcaggtage

gtcacccagg

ctcaaaccecat

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1520

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2501
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ES 2296 412 T3

<400> 59
trrttttgag acggagtctt gecatctgtca tgcccagget ggagtageag tggtgecatc 60
poggeboact goaagotona coboccgegt teacgopatl thootgoebs agostocoga 130
gtagetggga ctacaggege cegccaccat geccggetaa ttttitgtat tttitggtaga 1BO
gacggggttt cacegtgtta gecagaatgg tetegatete ctgacttegt gatccacceg 2490
cecteggecte ccaaagttet gggattacag gtgtgagcca ccgecacetgg cc 232
<210> 60
<211> 262
<212> ADN
<213> HUMANO
<400> 60
ttettttttg agacagggte ttgctctgte acccaggeca gagtgcaatg gtacagtcte 60
agectcactge agectcaacc gccotecggcectc aaaccatcat cccatttecag cctectgagt 120
agetgggact acaggcacat gccattacac ctggectactt tttttgtatt tctagtagag 180
acagggtttg gecatgttge ccgggetggt ctcgaactec tggactcaag caatccaccce 240
acctcageet cccaaaatga gg 262
<210> 61
<211> 294
<212> ADN
<213> HUMANO
<400> 61
tttttttttg agacaaactt tcacttttgt tgcccagget ggagtgcaat ggcgegatct 60
cygotrtacrly Caatobogan Chonogyytt caagtgatic Coctgooboer goobtokages 130
aagtagctge gattacagge atgcgecace acgcccgget aatttttgta tttrtagtag 180
sgacogontt togocatghlt ggtoaggoty ghctegasct qotgatotes ggtgatosaan 240
ccaccctggce ctecccaaagt geotgggatta taggegtgag ccacagcegcee tgge 234
<210> 62
<211> 276
<212> ADN

<213> HUMANO
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<400> 62

tgacagtcte

teccgectece

gtgtgtgeca

tgttggtcag

aagtgctgat

<210> 63

<211> 289
<212> ADN
<213> HUMANO

<400> 63

cgecgggeac

tcacgaggte

aaatacgaaa

ctgaggcagyg

cactgcactc

<210> 64

<211> 298
<212> ADN
<213> HUMANO

<400> 64

aggctggget

atggtttgag

SHAIBRBAQC

tctgtecgece

gggttcaagg

ccatgececag

getggtectca

tacaagtgtg

ggtggctcac

aagagatcaa

aaatagccag

agaatggcat

cagecectggge

ctgtggetta

cccaggagtt

EoRARATRSARS

ES 2296412 T3

aggctggagt

gattctcctg

ctaatttttt

aactcctgge

agccaccgtg

gccotgtaate

gaccatcetg

gegtggtgge

gaacccggga

aacagagcga

cgectataat

caagacaagg

casnastags

ctactcasgy

getatgatcce

<210> 65

<211> 105
<212> ADN
<213> HUMANO

aggstgaggt

caccactgee

gogaagateg

taccatcttt

gecagtggtgt

cctcagette

tttgtatttt

ctcaagtgat

cecage

ccagcacttt

gccaacatgg

gggtgectgt

ggcagaagtt

gactettgte

cccaccangt

cggggcaaca

gtigaticeca

aggatacatt

37

gatcttgggt

ctgagtagcet

tagtagacag

ccgectgact

gggaggccaa

tgaaacceca

aateccaget

gcagtgagec

tcaaaaaaa

tgggaggctg

tagtgtgacc

aggtatgeggs

ggagtitgag

tatttattta

cactgcaact

ggggttacag

ggtttcacca

cagcctacca

ggcaggtgga

tctctactaa

actecgggagg

gagatcgtge

aggtgggaga
ccatctctac
ctagtocong

actgcagtga

taaaagaa

120

180

240

276

60

120

180

240

289

60

249

298
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<400> 65
ttttttacat ctttagtaga gacagggttt caccatattg gccaggctge tctcaaacte 60

ctgaccttgt gatcecaccag ccteggcetce ccaaagtget gggat 105

<210> 66

<211> 83

<212> ADN
<213> HUMANO

<400> 66
cctegaacte ctaggetcosg goaatoottt caccktaget totcaaagea ctgggachkgt 60

aggeatygage cactgtgoect ggo 83

<210> 67
<211>11

<212> ADN
<213> HUMANO

<400> 67
agaaggtaag t 11

<210> 68

<211> 11

<212> ADN
<213> HUMANO

<400> 68
tggaggtgag a 11

<210> 69

<211> 11

<212> ADN
<213> HUMANO

<400> 69

cagtcgtgag g 11
<210> 170
<211> 11
<212> ADN
<213> HUMANO

<400> 70

ccgaggtgag ¢ 11

38
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<210> 71

<211> 11

<212> ADN
<213> HUMANO

<400> 71

tggaggtacc a

<210> 72
<211>11

<212> ADN
<213> HUMANO

<400> 72

ggaaggtcag t

<210> 73
<211>11

<212> ADN
<213> HUMANO

<400> 73

ageaggtggg ¢

<210> 74

<211> 11

<212> ADN
<213> HUMANO

<400> 74

gccaggtaca g

<210> 75

<211> 11

<212> ADN
<213> HUMANO

<400> 75

tgctggtgag t

<210> 76
<211>11

<212> ADN
<213> HUMANO

<400> 76

cacaggtatt a

ES 2296412 T3
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<210> 77

<211> 11

<212> ADN
<213> HUMANO

<400> 77

atacaggggat

<210> 78
<211>11

<212> ADN
<213> HUMANO

<400> 78

ccccaggega ¢

<210> 79
<211>11

<212> ADN
<213> HUMANO

<400> 79

acgcagtgca a

<210> 80

<211> 11

<212> ADN
<213> HUMANO

<400> 80

tttcagatcc a

<210> 81

<211> 11

<212> ADN
<213> HUMANO

<400> 81

ccccaggagg g

<210> 82

<211> 11

<212> ADN
<213> HUMANO

<400> 82

tcacaggctc a

ES 2296 412 T3
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<210> 83

<211> 11

<212> ADN
<213> HUMANO

<400> 83

ccctagcetcee a

<210> 84
<211>11

<212> ADN
<213> HUMANO

<400> 84

ctccagtcca g

<210> 85
<211>12

<212> ADN
<213> HUMANO

<400> 85

tcgcaggtga ca

<210> 86

<211> 11

<212> ADN
<213> HUMANO

<400> 86

acacagaagg g

<210> 87

<211> 377
<212> PRT
<213> HUMANO

ES 2296412 T3
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11
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<400> 87

Gln

Ser

Asp

Glu

Ser

65

Ala

Glu

Pro

Ile

Leu
145

arg

Gly

Ser

Glu

50

Glu

Pro

Gly

Arg

Arg

130

Leu

Leu

Glu

Pro

35

Asp

Glu

Gly

Asp

val

118

Pro

Gly

Pro

ASP

20

Arg

Leu

Glu

ASP

aAsp

100

Sexr

Gln

Phe

Arg

Glu

Pro

Gly

Pro

8s

Gln

Pro

Leu

Gln

Met

Pro

Glu

Gly

Ser

70

Gln

Serxr

Ala

Ala

Leu
150

ES 2296 412 T3

Gln

Leu

Asp

Glu

55

Leu

Glu

His

Cys

Ala

135

Pro

Glu

Gly

Pro

40

Glu

Lys

Pro

Trp

Ala

120

Phe

Pro

42

Asp

Glu

25

Pro

Asp

Leu

Gln

Arg

105

Gly

Cys

Leu

sSer

10

Glu

Gly

Leu

Glu

Asn

90

Tyr

Arg

Pro

Pro

Pro

ABp

Pro

Asp

75

Asn

Gly

Phe

Ala

Glu
155

Leun

Leu

Glu

Glu

60

Leu

Ala

Gly

Gln

Leu

140

Leu

Gly

Pro

ASp

45

val

Pro

His

Asp

Ser

125

Arg

Gly

Ser

30

Leu

Lys

Thr

Arg

Pro

110

Pro

Pro

Leu

Gly

15

Glu

Pro

Pro

val

aAsp

95

Pro

Val

Leu

Axg

Ser

Glu

Gly

Lys

Glu

80

Lys

Trp

aAsp

Glu

Asn
160



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

Asgn

Gly

Phe

val

228

Phe

Ser

Gly

Gln

Trp
308

Thr

Asn

Leu

<210> 88
<211> 34
<212> ADN

Gly

Ala

Pro

210

Asp

Leu

Axg

Leu

Tyr

290

Thr

Leu

Phe

Asn
i

<213> HUMANO

His

v Preo

Ala

135

Ala

Glu

Glu

Leu

Asp

275

Glu

val

Ser

Arg

Ser

Glu

Ala

Glu

Glu

260

Ile

Gly

Phe

Asp

Ala
340

cys

Val

165

drg

Arg

Ile

Leu

Gly

245

Glu

Ser

Asn

Thr

325

Thr

Val

Leu

Gln

Glin

Pro

His

Gly

230

Pro

Ile

Ala

Leu

Gln

310

Leu

Gln

Ala

ES 2296412 T3

Leu

Tve

Gly

Val

215

Arg

Glu

Ala

Leu

Thr

295

Thr

Trp

Pro

n Rer

Ala
378

Tht

Ser
200

Vval

Pro

Glu

Glu

Leu

2890

Thr

Val

Gly

Leu

Leu

Glu

His

Gly

Asn

Glu
265

Pro

Pro

ABD
345

= Pro

Asp

43

Pro
170

y Lan

His

Leu

Gly

Sar

250

Gly

Ser

Pro

Leu

Gly

330

Gly

Arg

Pro

&in

Thr

Ser

Leu

235

Ala

Serxr

Asp

Cys

Ser

315

ASp

Arg

Ala A

Gly

Lsen

val

Thr

220

Ala

Glu

Phe

Ala

300

Ala

Ser

val

Leaeu

Glu

205

Ala

val

Glu

Thr

Ser

285

Gln

Lys

Arg

Ile

Glu

Gly

Phe

Leu

Gln

Gly

Gln

Leu

Glu
3s0

n Pro

Mat

175

His

His

Ala

Ala

Leu

255

val

Tyr

val

Leau

Gla

335

Ala

Val

Ala

Trp

Arg

Arg

Ala

240

Leu

Pro

Phe

Ile

Bis

320

Leu

Ser

Gln
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<400> 88

tagacagatc tacgatggct cccetgtgee ccag

<210> 89

<211> 34

<212> ADN
<213> HUMANO

<400> 89

attcctctag acagttaccg getececcte agat

<210>90

<211> 3532

<212> ADN

<213> HUMANO

<220>

<221> Caracteristica misc

<222> (1) .. (3532)

<400> 90
tgttgactcg tgaccttacce c¢ccaacectg
agggttaaat ggattaaggg cggtgcaaga
geatgetegt taagagheat caccaatece
gcggaaggce gcagggtect ctgectagga
tgaccttccec tccactattg tccatgacce
agaattatca ataaaaaaat aaatttaaaa
aaaagactta cgaatagtta ttgataaatg
catattcaaa accagacggce catcatcaca
cattgtcatt ctttggattc actagattag
taattacgtt ccaaacattt aggggttaca
ttgagccatg agttgtagga atgatgagtt
ctttacctct aagtcagttg ggtagccttt
atggatgcac tgtgaatcett gectatgatag

ES 2296 412 T3

tgetctetga

tgtgectttgt

taztcteaag

aaaccagaga

tgccaaatce

aaaaaataca

aatagctatt

gctcaagtet

tcatcatcet

tgaagcttga

tacaccttac

ggcttatttt

ttttectcea

44

aacatgaget

taaacagatg

taatcaggga

cectttgiteca

ccctectgtga

aaaaaaaaaa

ggtaaagecca

acctgatttg

caaaattctce

acctactace

atgctgggga

tgtagctaat

cactttgcea

gtgtccacte

cttgaaggca

cacaaacact

cttgtttatce

gaaacaccca

ddaaaaaaaa

agtaaatgat

atetctttat

ccccaagtte

ttetttgett

ttaatttaaa

tttgtagtta

ctaggggtag

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

34

34
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gtaggtactc

tggectttat

gcagtggtyge

cetecageete

gtatttttgg

tegtgateca

ctggecaatt

acatttectt

atatgetact

atatctttta

ttggtaccac

tgtaagaggyg

attcctetga

tttettaage

tgcatcaagt

gttttatget

ttgttattgg

taatctcaat

ttggtaggaa

titepttett

atcatgatet

aagataatlt

gggegeagty

agttticagt

ctgtaatatg

catctegget

ccgagtaget

tagagacgygg

ceogeetegg

ttttgagtet

trattaatgt

ttttgeagte

geottcactty

ttggatcata

atgattcagyg

cattgetgta

aagatatgcet

gagaacatat

tttatataga

atatcateat

tctgtcagaa

ataagaatgt

actgigttaa

ttaaagatca

gtcttiaaca

gotcacacct

ES 2296412 T3

aattgettac

ggcatattta

cactgeaage
gggactacag
gttteoacegt
coteecaaag
tttaaagtaa
ggtgetgacyg
ctttcattace
gcecttaaaagyg
agtggaaaaa
tgaatetgae
tataggcttt
aaagttttgt
aatgtcetgea
cagggaaact
tggcccacge
itggtacaag
gaaactette
adaasagtat
ataatataat
gaatcaatas

gtaatcecag

ctaagaccct

atacaatata

tecacectoee

gugecogeca

gttageccaga

ttctgggatt

aaatatgict

gtcatatagyg

atttttctet

tretoteatt

cagtcaagaa

actaagaaac

tecctttgaca

gagecttttt

tgtttocata

tgttecteag

tttctgaccet

aaatagctge

agtitggtgty

gatokigete

cettteaagg

tataateocok

cacttrgggt

45

aageccctatt

atttttggag

gagtitcacge

ccatgecegy

atggtetega

acaggtgtga

tgtaagectgg

ttettttgag

cttecatttga

agectaacac

attgcacagt

tecceotacet

gcctgtgact

ccagagagag

tttcaggaat

tgacccaaaa

tggaaacaat

tatgtiteott

tgtecetngt

tgagaggtga

attatgtott

taasguatta

ggccaaggty

tctecttgtac

tttttttgtt

cattttecty

ctaattiett

tectoctgact

gccacegeac

taactatggt

tttggeatge

agagcatgtt

agtgtcattg

aatacttgtt

gaggtctgag

geggactate

gtoctcatate

gtitgetigt

gaggtgggaa

taagggttea

gacattecac

ttttttgeaa

ggeattebia

tattataata

tatchbbtgeot

gaaggatcaa

840

§90

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

13860

18290

1680

17490

180¢

1860

1939

1380

2040

210¢

&3
Jub

%5
L]

222¢
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<210> 91

atttgectac

gatattgaca

ttctatatta

gggtttgcecce

ES 2296 412 T3

tcttctaaag

tcactcacta

cagaattcat

gattgtgage

ctctcttecee

tectgetcag

tcaatatgat

ggcaggtage

2280

2340

ccagagtgea

cateccattet

atttrtttgt

tcetggacte

atttccatgt

tgttgaatge

aaaggtttgg

agacaagatg

caatgtgcat

tgtgttgaaa

tteccattcaa

cctagcagee

getgettece

tgtgectgga

ggtgccaggg

cccegataac

ggtatgeosy

aaagggeget

tegbitecas

<211> 204
<212> ADN

<213> HUMANO

atggtacagt

cagecctectg

atttctagta

aaggcaatcca

ccctagteca

aatagtaaat

agaaaaaaat

gaaaggtctc

atcgtggcag

aataaatata

getcaagttt

tgcectacct

ctctcageea

gectgggaage

agagectgea

cttetgectg

agagggeans

ctgtgagtca

ctcagcteac

agtagctggg

gagacagggt

cccaccteag

tagececcagtg

agcattteag

aatagtttaa

ttgggcaagg

gcagtgggga

ggttaaacct

gtetececaca

ctttacctge

gaggacatgg

aggecagggt

tagtgccagg

tgcacacace

SUGLoIGATE

seetgeteee

tgeacgtacs geoogbasac

tgcagcctca

actacaggca

ttggccatgt

cctcecaaaa

ctggacctat

ggagcaagaa

tttggctaga

ttttgaagga

gccaatgaag

atcagagcec

tacccattac

treetggtgg

ggggecceag

tagctgagge

tggtgccttg

tgeccecotoac

assctgltosy

siccaggett

spegtotget

46

accgectcegg

catgccatta

tgceeggget

tgagggaccq

ggtagtacta

ctagattaac

gtatgaggga

agttggaagt

gcttttgage

ctctgacaca

ttaactcace

agtcagggat

ctecectgee

tggctggcaa

ggttccaage

tccacccceca

avbttagehs

gctecctceee

gugacsesos

ctcaaaccat

cacctggcta

ggtctcgaac

tgtcttatte

aataaatatt

aaaggtggta

gagtagtagg

cagaagtaca

aggagagtaa

tacacttget

ctegggctec

gtatacatga

ttteeccetee

gcagctgggt

tagtccatgg

tcctagettt

satototosa

cacccagete

3460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2980

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360
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<400> 91

cohgeeeate astegaeuen oaletagot ttuntaloug HUBRGRAGUGCR Cagy

caaacctgtg agactttgge tccatctctg caaaagggeg ctetgtgagt cagectgete 120
ccctecagge ttgcteetec ccecacecage tectegtttee aatgcacgta cageccgtac 180

acacecgtgtg ctgggacace ccac 204

<210> 92

<211> 132
<212> ADN
<213> HUMANO

<400> 92

ggatcctgtt gactcgtgac cttaccecceca acoctgtget ctetgaaaca tgagetgtgt 60
ccactcaggg ttaaatggat taagggcggt gcaagatgtg ctttgttaaa cagatgetitg 120

aaggcagcat gc 132

<210>93

<211> 275
<212> ADN
<213> HUMANO

<400> 93

gcatagtgec aggtggtgcec ttgggttcca agctagtcca tggecccgat aaccttetge 60
ctgtgcacac acctgeccct cactccacce ccatcctage tttggtatgg gggagaggge 120
acagggccag acaaacctgt gagactttgg ctccatctet gcaaaaggge gctctgtgag 180
tcagectget cccctecagg cttgetecete ceccaccecag ctetegtttc caatgcacgt 240

acagccegta cacaccgtgt gctgggacac cccac 275

<210> 94

<211> 89

<212> ADN
<213> HUMANO

<400> 94
ctgctccect ccaggettge tectccecca cccageteote gtttccaatg cacgtacage 60

ccgtacacac cgtgtgetgg gacacccca 89

<210> 95

<211> 61

<212> ADN
<213> HUMANO

47
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<400> 95

cacccagcete tcocgttteccaa tgcacgtaca gecegtacac acegtgtget gggacaccee 60

a 81

<210> 96

<211> 116
<212> ADN
<213> HUMANO

<400> 96
acctgcccect cactecacece ccatcctage tttggtatgg gggagaggge acagggecag 60

acaaacctgt gagactttgg ctccatctet goaaaaggge getctgtgag tecagece 116

<210> 97

<211> 36

<212> PRT
<213> HUMANO

<400> 97

Gly Glu Glu Asp Leu Pro Ser Glu Glu Asp Ser Pro Arg Glu Glu Asp

1 5 10 15
Pro Pro Gly Glu Glu Asp Leu Pro Gly Glu Glu Asp Leu Pro Gly Glu
20 25 30
Glu Asp Leu Pro
3s

<210> 98
<211>6
<212> PRT

<213> HUMANO

<400> 98
Gly Glu Glu Asp Leu Pro
1 5

<210> 99
<211>4

<212> PRT
<213> HUMANO

<400> 99
Glu Glu Asp Leu
1

<210> 100
<211>5

<212> PRT
<213> HUMANO

48



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<400> 100
Glu Glu Asp Leu Pro
1 5
<210> 101
<211>6
<212> PRT

<213> HUMANO

<400> 101

Glu Asp Leu Pro Ser Glu
1 5

<210> 102
<211>7

<212> PRT
<213> HUMANO

<400> 102

Glu Glu Asp Leu Pro Ser Glu
1 5

<210> 103
<211>6

<212> PRT
<213> HUMANO

<400> 103

Asp Leu Pro Gly Glu Glu
1 5

<210> 104
<211>22

<212> PRT
<213> HUMANO

<400> 104

Gly Gly Ser Ser Gly Glu
1 5

Ser Glu Glu Asp Ser Pro
20

<210> 105
<211> 25

<212> PRT
<213> HUMANO

ES 2296412 T3

Asp Asp Pro Leu Gly Glu Glu Asp Leu Pro
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<400> 105

Gly Glu Glu Asp Leu Pro Ser Glu Glu Asp Ser Pro Arg Glu Glu asp
1s

1 5

ES 2296 412 T3

10

Pro Pro Gly Glu Glu Asp Leu Pro Gly

20

<210> 106
<211>24

<212> PRT
<213> HUMANO

<400> 106

Glu Asp Pro Pro Gly Glu Glu Asp Leu Pro Gly Glu Glu Asp Leu Pro

b 5

25

10

Gly Glu Glu Asp Leu Pro Glu Val

20

<210> 107
<211>7

<212> PRT
<213> HUMANO

<400> 107
Gly Glu Thr Arg Ala Pro Leu
1 5

<210> 108

<211>7

<212> PRT

<213> HUMANO

<400> 108

Gly Glu Thr Arg Pro Leu
1 5

<210> 109
<211>7

<212> PRT
<213> HUMANO

<400> 109

Gly GIn Thr Arg Ser Pro Leu
1 5

<210> 110
<211> 1247
<212> ADN
<213> HUMANO
<220>
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<221> caracteristica misc
<222> (1) .. (1247)

<400> 110

tatgctactt

tatcttttag

tttgcagtcec

cttcacttgg

tggtaccact

gtaagaggga

ttcctetgac

ttcttaagca

gcatcaagtg

tggatcataa

tgattcaggt

attgctgtat

agatatgcta

agaacatata

ES 2296412 T3

tttcattaca

cttaaaaggt

gtggaaaaac

gaatctgaca

ataggctttt

aagttttgtg

atgtctgcat

tttttectete

tctectcatta

agtcaagaaa

ctaagaaact

cctttgacag

agcctttite

gtttcearat

ttcatttgaa

gcctaacaca

ttgcacagta

cccctacetg

cctgtgactg

cagagagagg

ttcaggaaty

gagcatgtta

gtgtcattgt

atacttgttt

aggtctgaga

cggactattt

tctcatatct

tttgettgtg

€0

120

180

240

300

3150

420

tgttattgga

aatctcaatt

tggtaggaaa

ttececttetta

tcatgatett

agataatttyg

ggegcagtygg

tttgectact

atattgacag

tttrttgttt

cagagtgeaa

atceccattte

trtttttgta

<210> 111
<211> 17
<212> ADN

tatcatcatt

ctgtcagaat

taagaatgtg

ctgtgttaaa

taaagatcaa

tetttaacag

ctcacacctyg

tctatattat

ggtttgecet

ttgtttttgt

tggtacagte

ageccteatga

tttetagtag

ggeccaeget

tggtacaaga

aaactettea

aaaaagtatg

taatataatce

aatcaataat

taatceccage

cttctaaage

cactecactag

ttttettttt

tcageteoact

gtagctggga

agacagggtt

ttotgacett

aatagetget

gttggtgtgt

atcttgotet

ctttcaagga

ataatcectt

actttgggtyg

agaattcate

attgtgaget

tgagacaggg

gcagceteaa

ctacaggeac

tggecatgtt

51

ggaaacaatt

atgtttetty

gtccctngtt

gagaggtgag

ttatgtcttt

aaaggattat

gecaaggtygg

tetottecct

ectgcteagg

tettgetetg

eegectegge

atgecattac

geeeggyg

aagggttcat

acattecact

tttttgcaat

gcattcttaa

attataataa

atctttgety

aaggatcaaa

caatatgatg

gcaggtagey

tcacceagge

tcaaaccate

acctggetaa

540

600

660

720

780

840

3500

360

1020 .

1080

1140

1200
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<213> HUMANO

<400> 111

ctctgtgagt cagectg

<210> 112
<211>23

<212> ADN
<213> HUMANO

<400> 112

aggcttgete cteccecacc cag

<210> 113
<211> 18

<212> ADN
<213> HUMANO

<400> 113

agactttggc tccatctc

<210> 114
<211> 20

<212> ADN
<213> HUMANO

<400> 114

cactccaccc ccatcctage

<210> 115
<211>26

<212> ADN
<213> HUMANO

<400> 115

gggagagggc acagggeeag acaaac

<210> 116
<211> 15
<212> PRT
<213> HUMAN

<400> 116

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser
1 5 10 15

<210> 117
<211>34
<212> ADN

ES 2296 412 T3
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ES 2296412 T3

<213> HUMANO

<400> 117

cgtctagaag gaattcaget agactggetc agea

<210> 118
<211> 15

<212> PRT
<213> HUMANO

<400> 118

Glu Val Lys Pro Lys Ser Glu Glu Glu Gly Ser Leu Lys Leu Glu
1 5

10

<210> 119
<211> 12

<212> PRT
<213> HUMANO

<400> 119

Gly Glu Glu Asp Leu Pro Gly Glu Glu
1 5

<210> 120
<211> 12

<212> PRT
<213> HUMANO

<400> 120

1

<210> 121
<211>10

<212> PRT
<213> HUMANO

<400> 121

Glu Asp Leu Pro Gly Glu Glu Asp Leu Pro
1 5 10

<210> 122
<211> 12

<212> PRT
<213> HUMANO

<400> 122

1

Asp Leu Pro
10

Glu Glu Asp Leu Pro Gly Glu Glu Asp Leu Pro Gly
5 10

Asp Leu Pro Gly Glu Glu Asp Leu Pro Gly Glu Glu
5 10

53

34



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2296 412 T3

<210> 123
<211> 12

<212> PRT
<213> HUMANO

<400> 123

Leu Pro Gly Glu Glu Asp Leu Pro Gly Glu Glu Asp
1 5 10

<210> 124
<211> 12

<212> PRT
<213> HUMANO

<400> 124

Pro Gly Glu Glu Asp Leu Pro Gly Glu Glu Asp Leu
1 5 10

<210> 125
<211>9

<212> PRT
<213> HUMANO

<400> 125

Ala Pro Gly Glu Glu Asp Leu Pro Ala
1 5

<210> 126
<211>9

<212> PRT
<213> HUMANO

<400> 126

Ala Gly Glu Glu Asp Leu Pro Gly Ala
1 5

<210> 127
<211>9

<212> PRT
<213> HUMANO

<400> 127

Ala Glu Glu Asp Leu Pro Gly Glu Ala
1 5

<210> 128
<211>9

<212> PRT
<213> HUMANO
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ES 2296412 T3

<400> 128

Ala Glu Asp Leu Pro Gly Glu Glu Ala
1 5

<210> 129
<211>9

<212> PRT
<213> HUMANO

<400> 129

Ala Asp Leu Pro Gly Glu Glu Asp Ala
1 5

<210> 130
<211>9

<212> PRT
<213> HUMANO

<400> 130

Ala Leu Pro Gly Glu Glu Asp Leu Ala
1 5

<210> 131
<211> 8

<212> PRT
<213> HUMANO

<400> 131

Ala Gly Glu Glu Asp Leu Pro Ala
1 5

<210> 132
<211> 8

<212> PRT
<213> HUMANO

<400> 132

Ala Glu Glu Asp Leu Pro Gly Ala
1 5

<210> 133
<211>8

<212> PRT
<213> HUMANO

<400> 133

Ala Glu Asp Leu Pro Gly Glu Ala
1 5
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ES 2296 412 T3

<210> 134
<211> 8

<212> PRT
<213> HUMANO

<400> 134

Ala Asp Leu Pro Gly Glu Glu Ala
1 5

<210> 135
<211> 8

<212> PRT
<213> HUMANO

<400> 135

Ala Leu Pro Gly Glu Glu Asp Ala
1 5

<210> 136
<211>8

<212> PRT
<213> HUMANO

<400> 136

Ala Pro Gly Glu Glu Asp Leu Ala
1 5

<210> 137
<211>9

<212> PRT
<213> HUMANO

<400> 137

Ala Lys Lys Met Lys Arg Arg Lys Ala
1 5

<210> 138
<211>9

<212> PRT
<213> HUMANO

<400> 138

Ala Ile Thr Phe Asn Ala Gln Tyr Ala
1 5

<210> 139
<211>9

<212> PRT
<213> HUMANO
<400> 139
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ES 2296412 T3

Ala Ser Ala Ser Ala Pro Val Ser Ala
1 5

<210> 140
<211>9

<212> PRT
<213> HUMANO

<400> 140

Ala Gly GIn Thr Arg Ser Pro Leu Ala
1 5

<210> 141
<211>6

<212> PRT
<213> HUMANO

<400> 141

Ser Glu Glu Asp Ser Pro
1 5

<210> 142
<211>6

<212> PRT
<213> HUMANO

<400> 142

Arg Glu Glu Asp Pro Pro
1 5

<210> 143
<211> 12

<212> ADN
<213> HUMANO

<400> 143

agggcacagg gc

57
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