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DESCRIPCION

Control de crecimiento y reparacién de tejidos gastrointestinales por gastroquinas.

Se caracteriza un nuevo grupo de Proteinas de la Mucosa del Antro Géstrico que son gastroquinas. Un miembro del
grupo de gastroquinas se denomina AMP-18, se secuencian moléculas de ADN genémico y ADNc de AMP-18 para el
ser humano y el ratén, y se predicen las secuencias proteicas a partir de las secuencias de nucleétidos. La molécula de
ADNCc para AMP-18 de cerdo se secuencia y se confirma por secuenciacion parcial de la proteina natural. La proteina
AMP-18 y péptidos activos derivados de su secuencia son factores de crecimiento celular. Sorprendentemente, péptidos
capaces de inhibir los efectos de la proteina completa, también derivan de la secuencia proteica de AMP-18. El control
del crecimiento de tejidos gastrointestinales de mamifero y su reparacién estd facilitado por el uso de la proteina o
péptidos, haciendo de la proteina y los péptidos derivados candidatos para terapias.

Busquedas de factores que afecten al tracto gastrointestinal (GI) de mamiferos estdn motivadas por la necesidad de
agentes de diagnostico y terapéuticos. Una proteina puede quedar como parte de la capa de mucina, proporcionando
proteccion mecdnica (por ejemplo, lubricante o estabilizador de gel) y quimica (por ejemplo, contra el dcido estomacal,
quizd ayudando a mantener el gradiente de pH del moco y/o la barrera hidréfoba) a los tejidos subyacentes. Se ha
sugerido que la familia de péptidos trébol tiene tales tareas citoprotectoras generales (véase Sands y Podolsky, 1996).
Como alternativa, una actividad tipo citoquina podria ayudar a restaurar los epitelios dafiados. Una sugerencia de
que los péptidos trébol pueden actuar conjuntamente con otros factores para mantener y reparar el epitelio, subraya
adicionalmente la complejidad de las interacciones que tienen lugar en el tracto gastrointestinal (Podolsky, 1997). El
mantenimiento de la integridad del epitelio GI es esencial para el bienestar continuado de un mamifero, y el cierre
de heridas después de una lesioén sucede normalmente muy rdpidamente (Lacy, 1988), seguido de la proliferacién y
diferenciacion poco después para restablecer la integridad epitelial (Nursat y col., 1992). Por tanto, la proteccién y la
restitucion son dos caracteristicas criticas de un tracto gastrointestinal sano, y pueden ser importantes en el entorno
extracelular relativamente riguroso del estomago.

Busquedas de proteinas GI han encontrado algo de éxito. Se describieron secuencias de ADN complementario
(ADNc) a ARN mensajeros (ARNm) aislados de células estomacales humanas y porcinas en la University of Chicago
Ph.D. tesis “Characterization of a novel messenger RNA and immunochemical detection of its protein from porcine
gastric mucosa”, diciembre de 1987, por uno de los presentes inventores trabajando con los otros inventores. Sin
embargo, habia varios errores de secuenciacién del ADNc que condujeron a cambios aminoacidicos significativos a
partir de la proteina AMP-18 descrita en este documento. La propia proteina se aislé y se purificé solamente como
un aspecto de la presente invencién, y se realizaron andlisis funcionales para determinar su utilidad. Se buscaban las
secuencias de 4dcido nucleico.

El documento EP-A1 0 972 830 describe un procedimiento para detectar una célula cancerosa caracterizado por-
que se detecta una producto de expresion de un gen capaz de cambiar el nivel de expresion del mismo debido a la
canceracion.

La invencion se refiere a composiciones y usos como se define en las reivindicaciones adjuntas.

Un producto génico denominado Proteina de 1a Mucosa del Antro 18 (“AMP-18) es una gastroquina. La proteina
se descubri6 en células de la mucosa del antro estomacal por andlisis de clones de ADNc obtenidos de seres humanos,
cerdos, y ratones. La proteina es un miembro de un grupo de factores de crecimiento celular o citoquinas, mas especi-
ficamente gastroquinas. Las secuencias de ADNc de AMP-18 predicen una proteina de 185 aminodcidos de longitud
tanto para el cerdo como para el hombre. Las secuencias de nucledtidos también predicen una secuencia sefial N-
terminal de 20 aminodacidos para proteinas secretadas. La escisién del péptido N-terminal del precursor (pre AMP-18)
se confirmé para la proteina de cerdo; esta escision produce una proteina secretada de 165 aminodcidos de longitud y
aproximadamente 18.000 Dalton (18 kD) de tamafio. También se obtuvieron y secuenciaron las secuencias de ADN
genémico humanas y de ratén. Se aislé un ADN genémico humano en 4 fragmentos solapantes de tamaiios de 1,6 kb,
3 kb, 3,3kby 1,1 kb respectivamente. La secuencia de ADN gendmica de ratén se aisl6 en un tdnico clon BAC.

La gastroquina denominada proteina AMP-18 se expresa a elevados niveles en células del antro géastrico. La pro-
teina es apenas detectable en el resto del estomago o duodeno, y no se encontrd, o se encontré en bajos niveles, en
otros tejidos corporales ensayados. E1 AMP-18 se sintetiza en las células de la mucosa de la superficie luminal, y se
secreta junto con granulos de mucina.

Estudios en seres humanos confirman la localizacién y expresion del péptido AMP-18 en mucosa géstrica humana.

Composiciones de AMP-18 aislada de tejido del antro de ratén y cerdo estimulan el crecimiento de células epite-
liales de estdmago, intestinales, y renales confluyentes en cultivo; también se ha demostrado que células humanas, de
mono, perro y rata responden. Este efecto mitogénico (estimulacidn del crecimiento) se inhibe por antisueros especi-
ficos (anticuerpos) contra AMP-18, que apoya la conclusién de que AMP-18, o sus productos, por ejemplo péptidos
derivados de la proteina por aislamiento de segmentos de la proteina o por sintesis, es un factor de crecimiento. De
hecho, ciertos péptidos sintéticos cuyas secuencias de aminodcidos representan una region central de la proteina AMP-
18 también tienen una actividad de factor de crecimiento. Los péptidos también aceleran la reparacion de heridas en
ensayos de cultivo tisular, lo que indica un efecto estimulador sobre la migracion celular, el proceso que media la
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restitucion de lesiones de la mucosa estomacal. Por tanto, la proteina y sus péptidos activos son motdgenos. Ines-
peradamente, péptidos derivados de sub-dominios de la molécula precursora pueden inhibir el efecto mitogénico de
péptidos sintéticos bioactivos y de la proteina natural intacta presente en extractos estomacales.

Hay 3 actividades de las proteinas y péptidos gastroquina de la presente invencidn. Las proteinas son motdgenos
porque estimulan la migracién de las células. Son mitégenos porque estimulan la divisién celular. Funcionan como
agentes citoprotectores porque mantienen la integridad del epitelio (como se muestra por la proteccién conferida sobre
capas celulares epiteliales eléctricamente resistentes en cultivo tisular tratado con agentes daiiinos tales como oxidantes
o farmacos anti-inflamatorios no esteroideos AINE).

La sintesis de AMP-18 estd confinada a las células epiteliales del revestimiento mucoso luminal del antro gastrico
de seres humanos y otros mamiferos. En el interior de las células la proteina se co-localiza con mucinas en granulos de
secrecion, y parece secretarse en el moco que cubre la membrana plasmética apical. La AMP-18 humana recombinante
en E. coli ejerce su efecto mitogénico a una concentracién un orden de magnitud inferior que los péptidos promotores
del crecimiento derivados del centro de la proteina madura. El péptido 77-97, el péptido mitogénico mds potente,
es especifico de secuencia de aminodcidos. Parece que los péptidos AMP son especificos de tipo celular ya que no
estimulan el crecimiento de fibroblastos o células HeLa. Parece que la mitogénesis por péptidos AMP especificos estd
mediada por un receptor de superficie celular porque ciertos péptidos que no son mitégenos activos pueden inhibir
de forma competitiva, de una manera dependiente de la concentracion, los efectos estimuladores del crecimiento
del péptido 58-99 y extractos celulares del antro. La AMP-18 y sus péptidos derivados muestras diversos efectos
sobre las células epiteliales estomacales e intestinales lo que sugiere que podrian desempefiar una tarea critica en
la reparacion después de una lesién de la mucosa gastrica. Estos incluyen citoproteccidon, mitogénesis, restitucion, y
maduracién de la funcién de barrera después de una lesién mediada por un oxidante y/o indometacina. Lo posibles
mecanismos por los que AMP-18 o sus derivados peptidicos median sus efectos pleiotropicos incluyen estimulacién
de la actividad tirosina quinasa de proteinas, la prolongacién de la expresién de la proteina de choque por calor después
de estrés celular, y la acumulacién potenciada de la proteina asociada a uniones fuertes ZO-1 y ocludina. Ciertos de
estos efectos fisiolégicos pueden suceder a concentraciones que son relativamente bajas para rhAMP-18 (<50 nM)
en comparacioén con las concentraciones de otros mediadores peptidicos gastricos tales como péptidos trébol o a-
defensina, criptidina 3 (>100 uM). Aparentemente la AMP-18 inmunorreactiva se libera por células del antro de ratén
después de alimentacién forzada con indometacina, y por células del antro canino en cultivo primario expuesto a
forskolina, lo que sugiere que la proteina estd sujeta a regulacién. Estos resultados suponen que la AMP-18 podria
desempeiar una tarea en procesos fisioldgicos y patoldgicos tales como curacion de heridas en el epitelio de la mucosa
gdstrica in vivo.

Se describe un grupo de proteinas estimuladoras del crecimiento celular homologas aisladas denominadas gastro-
quinas, que se producen por las células epiteliales géstricas e incluyen las secuencias de aminodcidos consenso VKE
(K/IQ KXXGKGPGG(P/A)PPK en las que XX puede ser LQ o estar ausente. Una proteina aislada del grupo tiene
una secuencia de aminodcidos que se muestra en la Fig. 7. La proteina presente en epitelios géstricos de cerdo en una
forma procesada que carece de los 20 aminodcidos que constituyen una secuencia de péptido sefial, tiene 165 aminod-
cidos y un peso molecular estimado de aproximadamente 18 kD medido por electroforesis en gel de poliacrilamida.
Los péptidos sefial se escinden después de su paso a través del reticulo endoplasmético (RE). La proteina es capaz de
secretarse. La secuencia de aminodcidos mostrada en la Fig. 3 se dedujo a partir de una secuencia de ADNc humana.
Se muestra una realizacion de la proteina con una secuencia de aminoacidos como en la Fig. 6, una secuencia predicha
a partir de ARN y ADN de ratén.

Un péptido estimulador del crecimiento (bioactivo) puede obtenerse de una proteina del grupo de gastroquinas. Se
prefieren péptidos bioactivos en lugar de protefnas para su uso porque son mds pequefios, por consiguiente el coste
para sintetizarlos es mds bajo que para la proteina completa.

Ademais, puede producirse un péptido modificado por el siguiente procedimiento:

(a) eliminar los sitios de proteasa principales en una secuencia de aminoécidos de un péptido no modificado por
sustitucion o delecién de aminoécidos; y/o

(b) introducir en el aminodcido modificado andlogos aminoacidicos en el péptido no modificado.

Un aspecto es un péptido estimulador del crecimiento sintético, que tiene una secuencia de aminodcidos de las
posiciones 78 a 119 como se muestra en la Fig. 3.

Otro péptido tiene una secuencia de aminodcidos de la posicién 97 a la posicién 117 como se muestra en la Fig. 3.

Otro péptido tiene una secuencia de aminodcidos de la posicion 97 a la posicién 121 como se muestra en la Fig. 3.

Otro péptido tiene una secuencia de aminodcidos de la posicién 104 a la posicién 117 como se muestra en la Fig.
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Una realizacién de un péptido bioactivo aislado tiene una de las siguientes secuencias: KKLQGKGPGGPPPK
LDALVKEKKLQGKGPGGPPPK o LDALVKEKKLQGKGPGGPPPKGLMY. Una realizacién de un inhibidor de
una proteina del grupo de gastroquinas tiene la secuencia de aminoicidos KKTCIVHKMKK o KKEVMPSIQSL
DALVKEKK (véase también la Tabla 1).

Se describe una composicion farmacéutica que incluye al menos un péptido estimulador del crecimiento.

Una composicién farmacéutica para el tratamiento de enfermedades asociadas con el crecimiento excesivo de los
epitelios gdstricos, incluye un inhibidor de una proteina del grupo de gastroquinas o de un péptido estimulador del
crecimiento derivado de las proteinas gastroquinas.

Una composicién farmacéutica para el tratamiento de enfermedades del colon y el intestino delgado incluye al
menos un péptido estimulador del crecimiento de la presente invencion. Ejemplos de dichas enfermedades incluyen
colitis ulcerosa y enfermedad de Crohn.

Se produjeron anticuerpos contra el producto proteico AMP-18 codificado por el ADNc humano expresado en
bacterias en conejos; estos anticuerpos reaccionaban con antigenos del antro de 18 kD de todas las especies de ma-
miferos ensayadas (ser humano, cerdo, cabra, oveja, rata y ratén), proporcionando un procedimiento ttil para detectar
gastroquinas. Un anticuerpo contra una proteina del grupo reconoce un epitope dentro de un péptido de la proteina que
incluye una secuencia de aminodcidos de la posicién 78 a la posicion 119 como en la Fig. 3.

Se describe una molécula de ADN genémico aislada con la secuencia de nucledtidos de un ser humano como
se muestra en la Fig. 1 y una molécula de ADNc aislada que codifica una proteina humana, con la secuencia de
nucleétidos como se muestra en la Fig. 2.

Se describe una molécula de ADN aislada que tiene la secuencia gendmica encontrada en ADN derivado de un
ratén, como se muestra en la Fig. 4.

El ADN geondmico tiene valor porque incluye elementos reguladores para la expresion géstrica de genes, por
consiguiente, los elementos reguladores pueden aislarse y usarse para expresar otras secuencias génicas diferentes a
gastroquinas en tejido géstrico.

Un ratén con una delecién dirigida en una secuencia de nucleétidos en el genoma de ratén que, cuando se expresa
sin la deleciodn, codifica una proteina del grupo de gastroquinas.

Se describe un procedimiento para preparar una proteina gastroquina o un péptido derivado de una proteina gas-
troquina. El procedimiento incluye:

(a) obtener una molécula de ADNc aislada con una secuencia tal como la mostrada en la Fig. 2;

(b) colocar la molécula en un vector de expresiéon de ADN recombinante;

(c) transfectar una célula huésped con el vector de expresién de ADN recombinante;

(d) proporcionar condiciones ambientales que permitan que la célula huésped transfectada produzca una proteina
codificada por la molécula de ADNc; y

(e) purificar la proteina a partir de la célula huésped.

Las células huésped en las que ha sido exitosa la expresidn incluyen baculovirus, que permiten proporcionar
grandes cantidades de gastroquinas para usos comerciales y de investigaciéon. Por ejemplo, se produjo la proteina
AMP-18 humana sin el péptido sefial.

Una proteina humana recombinante AMP-18 expresada en E. coli tiene la secuencia de la Fig. 14, panel de la
izquierda.

Se describe un procedimiento para estimular el crecimiento de células epiteliales en el tracto gastrointestinal de

mamiferos. El procedimiento incluye las etapas de:

(a) poner en contacto las células epiteliales con una composicién que comprende una proteina gastroquina o un
péptido derivado de una proteina del grupo; y

(b) proporcionar condiciones ambientales para estimular el crecimiento de las células epiteliales.
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Un procedimiento para inhibir la actividad estimuladora del crecimiento celular de una proteina del grupo incluye
las etapas de:

(a) poner en contacto la proteina con un inhibidor; y
(b) proporcionar condiciones ambientales adecuadas para la actividad estimuladora del crecimiento celular de la

proteina.

El inhibidor puede ser un anticuerpo dirigido hacia al menos un epitope de la proteina, por ejemplo un epitope con
una secuencia de aminodcidos de la posicion 78 a la posicion 119 de la secuencia de aminodcidos deducida de la Fig.
3 0 un péptido inhibidor tal como los de la Tabla 1.

Un procedimiento para ensayar los efectos de diferentes niveles de expresion de una proteina sobre epitelios del
tracto gastrointestinal de mamiferos, incluye las etapas de:

(a) obtener un ratén con una proteina gastroquina inactiva o ausente;

(b) determinar los efectos de la ausencia de la proteina en el ratén;

(c) administrar niveles crecientes de la proteina al ratén; y

(d) correlacionar los cambios en los epitelios del tracto gastrointestinal con los niveles de la proteina en los epite-

lios.

Se contemplan kits que usardn anticuerpos contra gastroquinas para medir sus niveles por inmunologia cuantitativa.
Los niveles pueden correlacionarse con patologias y efectos de tratamiento.

Un procedimiento para estimular la migracion de células epiteliales al tracto gastrointestinal de mamiferos, incluye
las etapas de:

(a) poner en contacto las células epiteliales con una composicion que comprende un péptido derivado de la proteina;
y

(b) proporcionar condiciones ambientales que permitan la migracién de las células epiteliales.
Un procedimiento para la citoproteccion de células epiteliales dafiadas en el tracto gastrointestinal de mamiferos,
incluye las siguientes etapas:

(a) poner en contacto las células epiteliales dafladas con una composicién que incluye una proteina del grupo de
gastroquinas o un péptido derivado de la proteina; y

(b) proporcionar condiciones ambientales que permitan la reparacion de las células epiteliales.

Las células dafiadas pueden formar una ulcera.

Breve descripcion de los dibujos

La Fig. 1 es una secuencia de nucleétidos genémica humana de una pre-gastroquina; las caracteristicas de secuen-
cia se determinaron a partir de ADNc y PCR del ADN gendémico humano amph-ge8.seq Longitud: 7995 promotor
predicho: 1405; exén 1: 1436-1490; exdén 2: 4292-4345; exén 3: 4434-4571; exdén 4: 5668-5778; exdén 5: 6709-6856;
exo6n 6: 7525-7770; sitio poliA: 7751.

La Fig. 2 es una secuencia de ADNc humano; el clon de ADN se obtuvo por clonacién de expresion diferencial de
bibliotecas de ADNc gastrico humano.

La Fig. 3 es una secuencia proteica de preAMP-18 humana predicha a partir de un clon de ADNc basado en Powell
(1987) y revisado por los presentes inventores; N-21 es el extremo N-terminal esperado de la proteina madura.

La Fig. 4 es una secuencia de preAMP-18 de rat6n determinada a partir de RT-PCR de ARNm y PCR de clones
BAC de secuencias de ADN gendmico de ratén:
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promotor predicho: 1874 sitio de inicio de la transcripcién experimental: 1906 sitio de inicio de la traduccién: 1945
CDS 1: 1906-1956; CDS 2: 3532-3582; CDS 3: 3673-3813; CDS 4: 4595-4705; CDS 5: 5608-5749; CDS 6: 6445-
6542; sitio poliA: 6636.

La Fig. 5 es una secuencia de ADNc de ratén para pre AMP-18.

La Fig. 6 es una secuencia de aminoacidos de preAMP-18 de ratén; se realiz6 RT-PCR sobre ARN aislado del
antro del estomago de ratén: Y-21 es el extremo N-terminal predicho de la proteina madura; los espacios indicados
por .. significan que no hay nucleétidos ahi para alinearse con otras secuencias en la Fig. 11.

La Fig. 7 es un ADNc que expresa AMP-18 porcina.

La Fig. 8 es una secuencia proteica de pre-gastroquina de cerdo (pre-AMP-18) predicha a partir de un clon de
ADNCc basada en Powell (1987) D-21 es el extremo N-terminal de la proteina madura - confirmado por secuenciacién
de la proteina aislada de estémago de cerdo.

La Fig. 9 es una comparacion entre las secuencias de aminodcidos de pre-gastroquina humana frente a la de cerdo.

La Fig. 10 muestra una comparacién de alineamiento generada por ordenador de secuencias proteicas predichas
de ser humano, cerdo y ratén determinadas a partir de la secuenciacién de clones de ADNc para AMP-18 humana y
de cerdo, y por reaccion en cadena de la polimerasa de ARN y ADN de ratén usando cebadores oligonucleotidicos
especificos de preAMP-18; en cada caso los primeros 20 aminodcidos constituyen el péptido sefial, escindido después
del paso a través de la membrana del reticulo endoplasmatico.

La Fig. 11 muestra el efecto de extracto de la mucosa del antro gastrico porcino, el péptido 77-97 de AMP hu-
mana, de la proteina madura (igual que el péptido 97-117 de la proteina precursora humana: Tabla 1) y EGF sobre
el crecimiento de células epiteliales gastricas; se cultivaron células AGS en DMEM que contenia suero bovino fetal
(5%) en placas de 60 mm; se afiadieron diferentes cantidades de extracto de antro de cerdo, péptido 77-97 purificado
por HPLC, y/o EGF; cuatro dias después las células se dispersaron y se contaron con un hemocitémetro; el extracto
del antro y los péptidos estimularon cada uno el crecimiento celular de una manera dependiente de la concentracion;
el grafico de barras muestra que a dosis de saturacion, el péptido 77-97 (8 ug/ml) o EGF (50 ng/ml) era mitogénico;
juntos eran aditivos lo que sugiere que los dos mitégenos actiian usando diferentes receptores y/o vias de sefializacion;
anticuerpos anti-AMP inhibian el extracto del antro pero no inhibian el péptido 77-97.

La Fig. 12 muestra la estructura de los genes de preAMP-18 humana y de ratén; la cantidad de pares de bases
en los intrones se muestran encima de las barras; los exones se indican E1-E6 y los intrones 11-15; hay diferencias
minoritarias en la longitud de los intrones.

La Fig. 13 muestra el Panel de la izquierda. Secuencia de aminodcidos de AMP-18 humana recombinante expre-
sada en E. coli. Obsérvese la marca His6 dentro de un dominio de 12 aminodacidos en el extremo N-terminal que ha
remplazado el péptido sefial hidr6fobo putativo. Panel de la derecha. Efecto de hAMP-18 y el péptido 77-97 de AMP
sobre el crecimiento de cultivos confluyentes de células IEC-18. Aunque la estimulacién maxima del crecimiento
es similar, la concentracién mitad de la méaxima (K ;) para rhAMP-18 (~30 nM) es aproximadamente un orden de
magnitud inferior que para el péptido (~300 nM).

La Fig. 14 muestra Panel de la izquierda. Alineamiento de las fases de lectura abierta (ORF) derivadas de los
clones de ADNc para AMP-18 para las proteinas precursoras de antro humano y de cerdo. La similitud era del 78,50%
y la identidad era del 75,27%. Se realiz6 andlisis informético usando los programas GAP y PEPTIDESTRUCTRE del
Wisconsin Package (GCG). Panel de la derecha. Modelo de la estructura secundaria predicha para la ORF de pre AMP
humana. Llama la atencién el dominio N-terminal rico en asparagina, las cortas regiones ricas en triptéfano (W) y
de glicina-prolina (GP), y las posiciones conservadas de los cuatro restos de cisteina (C). Se indican posibles hélices
anfipéticas.

La Fig. 15 muestra el efecto de extracto celular de antro porcino, péptido 77-97, y EGF sobre el crecimiento de
células epiteliales intestinales. Se cultivaron células IEC-6 en placas de 60 mm. El extracto celular del antro (panel de
la izquierda) y el péptido 77-97 (panel central) estimulaban cada uno el crecimiento de una manera dependiente de la
concentracion. El péptido 77-97 (1 ug/ml) parecia mas potente que EGF (50 ng/ml) (panel de la derecha). Los valores
son medias + ET para 3 cultivos.

La Fig. 16 muestra el efecto del péptido 77-99 de AMP y EGF sobre el crecimiento y la restitucion de heridas por
células epiteliales de antro humano. Para medir el crecimiento (panel de la izquierda), se sembraron células HAE en
placas de 60 mm. Se afiadieron péptido 77-97 (8 ug/ml), o EGF (50 ng/ ml), o ambos al medio y se conté la cantidad
de células 4 dias después. El péptido 77-97 y EGF estimulaban cada uno la proliferacion, y parecian ser aditivos. Los
valores son medias + ET para 3 cultivos. Para medir la migracion (panel de la derecha), se cultivaron células en placas
de 60 mm para preparar una monocapa confluyente. El medio se aspir6 y se remplazé con medio fresco que contenia
suero de ternera (CS) al 0,01%. La monocapa se hiri6 mecanicamente raspando con una cuchilla. Se retiraron las
células desprendidas aspirando el medio, y se aclararon las células restantes dos veces con medio fresco que contenia
CS al 0,01%. Se afiadié medio fresco (5 ml) que contenia CS (0,01%) e insulina (100 U/1) a los cultivos heridos.
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Se afiadieron péptido 77-97 (8 ug/ml), EGF (50 ng/ml), o ambos a cultivos duplicados. Se evalué la migracién a 24,
48 y 72 h después de la herida midiendo la distancia (en mm) que habfan migrado las células desde el borde de la
herida usando una reticula de lente de microscopio (10 mm de longitud; marcas de 0,1 mm). Se midieron las células
migratorias en 12 sitios elegidos aleatoriamente a lo largo de una extension de 0,25 mm del borde de la herida a un
aumento de 40 veces. Se midié la migracién en 2 sitios diferentes para cada una de 2 heridas diferentes hechas en
cada cultivo. Los valores son la distancia media que las células se movieron en el drea despojada desde el borde de 4
heridas diferentes en 2 cultivos + ET. Las células expuestas al péptido 77-97 migraban méas desde el borde de la herida
que las expuestas a vehiculo a las 72 h. EGF también estimulaba el movimiento celular, y los dos agentes actuando
juntos potenciaban marcadamente la migracion.

La Fig. 17 muestra el efecto del péptido 67-85 de AMP sobre el crecimiento de células epiteliales intestinales
estimuladas por péptido 58-99. Se prepararon cultivos confluyentes de células IEC-18. Un dia después, se aspird
el medio y se remplaz6 con 5 ml de DMEM que contenia CS (0,5%) e insulina, sin (control) o con péptido 58-99
mitogénico (8 ug/ml). Se incubaron placas hermanas que recibieron 1 ml de medio y diferentes cantidades de péptido
67-85 a 1 h a 38°C en una incubadora de CO,, y después se afiadié un ml adicional de medio a cada placa. Se anadi6
péptido 58-99 a 2 de las 4 placas hermanas a cada concentracion de péptido 67-85, y se cont6 la cantidad de células. En
ausencia de péptido 67-85, la cantidad de células aument6 en un 290%, mientras que las células expuestas a péptido
58-99 aumentaron en cantidad en un 407%, y las células tratadas con EGF (50 ng/ml) aumentaron en un 402% (no
mostrado) durante los siguientes 3 dias. La estimulacién del crecimiento celular por el péptido 58-99 mitogénico se
suprimié completamente por preincubacién de las células con 0,25 pg/ml de péptido 67-85. Cuando se afiadia solo,
el péptido 67-85 (0,25 a 8 ug/ml) no era un mitégeno. Los valores para la cantidad de células por cultivo se muestran
con relacién a la multiplicacién de las células expuestas al vehiculo durante el mismo periodo.

La Fig. 18 muestra el efecto de antisuero de conejo contra AMP-18 sobre el efecto mitogénico de thAMP-18
sobre células IEC-18 confluyentes. Cuando se preincubaba rhAMP-18 (50 nanomolar) durante 30 min. con antisuero
(dilucién 1:100 +Ab), la estimulacion del crecimiento se reducia en ~95%; el suero preinmune no tenia efecto sobre
el crecimiento celular. La concentracién la mitad de la méaxima (K, ;) para la estimulacién del crecimiento de esta
rhAMP-18 recién purificada es aproximadamente 5 nanomolar.

La Fig. 19 muestra el efecto de péptido 77-97 de AMP sobre la restitucién de heridas en células epiteliales de
antro humano (HAE) e intestinales de rata (IEC-18). Se hirieron mecdnicamente cultivos en monocapa confluyentes
raspando con una cuchilla, y se midi6 la distancia que las células migraban desde el borde de la herida usando una
reticula de lente de microscopia. Las células migraban mds en presencia de péptido AMP en cada momento puntual
estudiado (P<0,005).

La Fig. 20 muestra el efecto de péptido 77-97 de AMP sobre la maduracién de la RTE. Se cultivaron cultivos en
monocapa de células MDCK sobre filtros de policarbonato permeables (tamafio de poro de 0,4 um) (Transwell) en
DMEM que contenia FBS (2%) sin (control) o con péptido 77-97 (8 ug/ml) durante 8 dias. Se midi6 la RTE medido
24 h después de sembrar las células, y a tiempos especificos después usando un medido epitelial de voltios-ohmios
(EVOM, Millipore). Después de cada medicion, se cambié el medio que contenia FBS sin o con péptido (0,48, y 144
h), y se afiadié péptido 77-97 adicional (8 ug/ml) alas 30y 72 h. A las 72 h, la RTE en cultivos que recibieron péptido
77-97 era dos veces tan elevada como en cultivos de control. Los valores son medias para 3 cultivos; la varianza es
<10% de la media. La RTE se midi6 a partir de 3 4reas diferentes sobre el filtro.

La Fig. 21 muestra el efecto de péptido 77-97 de AMP sobre la RTE en monocapas lesionadas con el oxidante
monocloramina o indometacina. Panel A: Cuando se alcanzé una RTE estable (330 Q - cm?) en monocapas de células
MDCK se cambi6 el medio a DMEM que contenia FBS (0,2%), y péptido 77-97 (8 ug/ml) o EGF (50 ng/ml). Después
de 18 h, se anadi6 péptido 77-97 o EGF a los pocillos especificados. Una hora después la monocloramina (0,1 mM),
como los otros agentes, se afiadieron a los compartimentos apical y basal del Transwell. Los cultivos lesionados con
monocloramina tratados con vehiculo o EGF sostenian una pérdida de ~35-40% de la RTE 90 min. después de la
exposicion a oxidante, mientras que la RTE de células lesionadas con oxidante tratadas con péptido 77-97 era similar
a los cultivos de control no expuestos al oxidante. Paneles B, C: Se cultivaron monocapas de subclones caco2/bbe
(C2) sobre filtros de policarbonato revestidos de coldgeno hasta que se alcanz6 una RTE estable (225 Q - cm?). El
medio gastado se remplazé con medio fresco que contenia FBS (0,1%) solo o con péptido 77-97 (8 ug/ml). Después
de 18 h, se afiadi6 monocloramina (0,3 mM, B) o indometacina (0,1 mM, C) a ambos compartimentos del Transwell. A
tiempo 0, los cultivos recibieron vehiculo (control), vehiculo mds oxidante o indometacina, o péptido 77-97 y oxidante
o indometacina. La RTE de cultivos lesionados tratados con vehiculo disminuyé en ~35% a 90 min., mientras que los
cultivos tratados con péptido disminuyeron en ~10%. El péptido no alteraba la RTE de células no lesionadas (no
mostradas).

La Fig. 22 muestra el efecto de péptido 77-97 de AMP sobre la RTE después de lesion por DSS. Se cultivaron
monocapas de células C2 en DMEM que contenia FBS (5%) y transferrina (10 pg/ml) sobre filtros de policarbonato
revestidos de coldgeno hasta que se alcanzaba una RTE estable (225 Q - cm?). A tiempo 0, las células se expusieron
a ausencia de DSS (control), o0 DSS (4%) en el compartimento superior del Transwell. Se afiadié péptido 77-97 de
AMP (8 pg/ml) a los compartimentos superior e inferior del Transwell 1 dfa antes de la adicién de DSS a tiempo 0. La
RTE de cultivos lesionados con DSS tratados con vehiculo disminuy6 en ~70% a 45 min., mientras que los cultivos
tratados con péptido disminuyeron en ~10% a ese tiempo. El péptido no alteraba la RTE de células no lesionadas. Los
valores son medias para >6 cultivos.
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La Fig. 23 muestra el efecto de péptido 77-97 de AMP sobre la ZO-1 y la ocludina después de lesioén oxidante
de células C2. Esta inmunotransferencia muestra que los niveles de protefna en la fraccién insoluble eran ~dos veces
mayores después de la exposicion de las células a péptido AMP que al vehiculo.

La Fig. 24 muestra el efecto de péptido AMP sobre células C2. Los cultivos se expusieron al péptido durante
diferentes periodos de tiempo y se obtuvo la fraccién insoluble. Las proteinas se separaron, se sondearon las inmuno-
transferencias con antisueros especificos, y se cuantificé la cantidad de cada proteina usando densitometria l4ser.

La Fig. 25 muestra el efecto de rhAMP-18 sobre la RTE de monocapas sometidas a lesion oxidante. Se prepararon
monocapas de células C2 confluyentes sobre Transwells hasta que se establecié una RTE estable. Se remplazé el
medio con medio fresco que contenia FBS (0,1%) solo (control), o con thAMP-18 (100 nanomolar) o péptido 77-97
(3,7 micromolar). Después de 18 h, se afladié6 monocloramina (0,3 mM) a ambos compartimentos del Transwell, y
los cultivos recibieron vehiculo (control), vehiculo mds oxidante, thAMP-18 y oxidante, o péptido 77-97 y oxidante,
después de lo cual se midi6 la RTE.

La Fig. 26 muestra el efecto de rhAMP-19 sobre los niveles de ZO-1 y ocludina en células C2. Cultivos en mono-
capa se trataron con thAMP-19 (100 nanomolar) o el vehiculo durante 8 h. Después de la lisis celular, se prepard una
fraccién insoluble (particulada) que representaba las membranas celulares y la proteina TJ asociada al citoesqueleto y
después se someti6 a inmunotransferencia. La cantidad de ZO-1 y ocludina inmunorreactivas es aproximadamente dos
veces mayor en células tratadas con rhAMP-18 (+) que en células tratadas con vehiculo (1) como se estimé por den-
sitometria laser de la misma inmunotransferencia. Se documentd una carga proteica igual en cada carril re-sondeando
la transferencia con un anticuerpo contra la proteina de choque por calor 73 que se expresa de forma constitutiva por
estas células.

La Fig. 27 muestra Panel de la izquierda. Se dio a ratones (n=10) DSS al 3%, y se ensayaron diariamente las
deposiciones. Menos animales que se les dio péptido AMP (3 mg/kg de peso corporal/dia, s.c.) que vehiculo dan
deposicidn positiva a hemocultivo. Panel de la derecha. Después de que los animales recibieran DSS durante 4 dfas,
se cambiaron a agua (dia 0 en la grafica). Los ratones a los que se dio péptido AMP diariamente perdieron menos peso
que a los que se dio vehiculo en el dia 5 (P<0,04). El peso de animales tratados con péptido en los dias 4 y 5 parecia
aumentar; disminuy6 en aquellos a los que se dio vehiculo.

Descripcion detallada de la invencion
1. General

Se detecté un productor génico, un miembro de un grupo de gastroquinas, en la mucosa del antro gastrico de
mamiferos por una exploracién diferencial de bibliotecas de ADNc obtenidas de diferentes regiones del estomago de
cerdo. La secuencia de ADNc predecia una proteina de 185 aminoécidos que incluye una secuencia lider de péptido
sefial. También se aislé un Adnc de una biblioteca humana. La secuencia de aminodcidos predicha tenfa una identidad
entre cerdo y ser humano del 76,3%. Las secuencias predecian un péptido sefial de 20 aminoécidos caracteristico
para proteinas secretadas. La escision del péptido sefial N-terminal se confirmé para la proteina de cerdo. Se crearon
anticuerpos contra el producto del ADNc humano expresado en bacterias en conejos; estos anticuerpos reaccionaban
con antigenos del antro de 18-20 kD de todas las especies de mamiferos ensayas (cerdo, cabra, oveja, rata y ratén). De
acuerdo con los niveles de ARNm, la proteina AMP-18 se expresa a elevados niveles solamente en el antro géstrico;
es apenas detectable en el resto del estdmago o el duodeno, y no se detectaba en una diversidad de otros tejidos
ensayados. La AMP-18 se sintetiza en las células mocosas de la superficie luminal; microscopia inmune-electrénica
localiza AMP-18 en los granulos de secrecion de estas células. Preparaciones de AMP-18 parcialmente purificadas de
tejido del antro de ratén y cerdo son mitogénicas para células epiteliales confluyentes de estémago y rifién en cultivo;
este efecto se inhibe por los antisueros especificos, lo que implica que AMP-18, o sus productos, es un factor de
crecimiento.

La AMP-18 se secreta probablemente con el muco y funciona, quizd como derivados peptidicos, dentro del gel
mucoso para mantener la integridad epitelial directamente, y posiblemente para actuar contra patégenos. En vista de
la actividad de factor de crecimiento observada sobre lineas celulares epiteliales en cultivo, es probable que AMP-
18 o su(s) derivado(s) peptidico(s) sirvan como un factor autocrino (y posible paracrino) para el epitelio géastrico. La
funciéon de AMP-18 puede no ser simplemente como un mitdégeno, sino que ademds puede actuar como factor de
diferenciacién proporcionando las sefiales para el reabastecimiento de las células de la superficie luminal maduras. La
proteina AMP-18 o sus derivados probablemente son importantes para el mantenimiento normal de la mucosa géstrica
elevadamente dindmica, asi como el desempefio de una tarea critica en la restitucion del epitelio del antro después de
un dafio. Esta proteina no se ha caracterizado adicionalmente en ninguna publicacidn, sin embargo, se ha informado
de secuencias de 4cido nucleico relacionadas como EST y como un gen de longitud completa similar. Las limitaciones
de los datos de EST no pueden producir informacién sobre las secuencias de inicio, los péptidos sefial, o secuencias en
la proteina responsables de la bioactividad, como se describe en la presente invencién. Se ha informado de varios de
estos EST para ADNCc de estdémago de mamifero, pero también se ha informado de EST relacionados para bibliotecas
de pancreas y también utero prefiado. Aunque la expresiéon del ARN de AMP-18 en estos otros tejidos parece ser
bajo (como se indica para el pancreas por andlisis de PCR), estos resultados sugieren que este factor de crecimiento
puede tener tareas en el desarrollo y fisiolégicas mas amplias que las supuestas por los elevados niveles especificos de
expresion encontrados para el estémago.
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La proteina AMP-18 parece expresarse en la superficie de las capas celulares del tracto gastrointestinal (GI). Las
células en expresion pueden estar liberando factor de crecimiento almacenado cuando sea necesario - en las criptas y
hendiduras del tracto GI donde se necesita reparacion celular debido a un dafio superficial.

La AMP-18 puede actuar sobre la mucosa, las superficies apicales de las células epiteliales, colaborando con
prostaglandinas y otros factores de crecimiento que funcionan mediante receptores de superficie celular basolaterales
sobre el lado serosal. La proteina o sus derivados probablemente son importantes para el mantenimiento normal de la
mucosa gastrica altamente dindmica, contra el estrés mecanico y la elevada acidez del estémago. La AMP-18 puede
desempefar una tarea critica en la reparacion del epitelio del estomago después de un dafio por agentes tales como
alcohol, farmacos anti-inflamatorios no esteroideos (AINE), o patégenos, en particular Helicobacter pylori, que infecta
predominantemente el antro y es un agente causante de Ulceras gastricas y posiblemente canceres.

2. Bioactividad

Un péptido sintético (42 aminodcidos, un “oligémero de 42 unidades”) que representa una region central de la
secuencia de aminodcidos de AMP-18 también tiene actividad de factor de crecimiento, que se inhibe por antisueros
especificos; algunos péptidos mds cortos relacionados también tienen actividad estimuladora, aunque otros pueden
inhibir la actividad del oligémero de 42 unidades. Este resultado sugiere que existe un receptor epitelial saturable
para AMP-18, y abre vias directas para analizar las regiones bioactivas de la proteina e identificar el (los) receptor(es)
putativo(s). Como AMP-18 no se parece en estructura a ninguna citoquina o proteina citoprotectora conocida (tal como
los péptidos trébol), el andlisis de las interacciones de la proteina, y sus péptidos relacionados activos e inhibidores,
con células ofrece la oportunidad de revelar nuevas interacciones moleculares implicadas en el control del crecimiento
celular.

Se estimuld el crecimiento de células BSC-1 por extracto del antro porcino fraccionado en gel; se cargé proteina
del extracto porcino (250 ug) en cada uno de los 2 carriles y se sometieron a electroforesis en un gel de poliacrilamida
(12,5%); los 5 cortes delgados (2-3 mm) para cada drea entre M, 14 kDa y 21,5 kDa se cortaron de los carriles
experimentales. Cada par de cortes se puso en un tubo de microfuga silanizado con 200 ul de PBS estéril, acetonitrilo
al 3% y BSA al 1%, y se macer0; las proteinas se eluyeron del gel durante 18 h a 22°C con agitacién vigorosa;
las muestras después de microcentrifugaron y se afiadié una muestra de un sobrenadante a un cultivo confluyente
de células BSC-1; se cont6 la cantidad de células 4 dias después; se observd estimulacion de crecimiento maximo en
cultivos que habian recibido extractos eluidos de cortes de gel correspondientes a M, de ~18 kDa; los antisueros contra
AMP-18 humana recombinante afladidos al medio de cultivo inhibian completamente la estimulacion del crecimiento
por la fraccion de 18 kDa (+Ab); los valores son medias de 2 cultivos; el ET es menor del 10% de la media.

La actividad bioldgica (mitogénicas para células epiteliales en el tracto gastrointestinal) de la AMP-18 se localiza
en la mitad C-terminal de la proteina. La(s) secuencia(s) epitdpica(s) parece(n) estar inmediatamente N-terminal(es) a
la secuencia mitogénica.

La actividad biolégica que es un factor de crecimiento, se muestra por un péptido que comprende al menos 42 ami-
noécidos de las posiciones 78 a 119 de la secuencia proteica de longitud completa. Un anticuerpo contra esta regién
bloqueaba la actividad mitogénica. Aunque un péptido que tiene una secuencia de aminoéacidos de 104 a 117 tenia ac-
tividad mitogénica, un anticuerpo contra esta region no bloqueaba (inhibia) la actividad. Un péptido con una secuencia
de aminodcidos de las posiciones 97-117 tiene la misma actividad mitogénica que un péptido con la secuencia de 42
aminodcidos, pero es menos caro de producir como un péptido sintético.

3. Inhibicion de Bioactividad

El crecimiento de células epiteliales que se estimuld por extracto celular de antro murino y porcino se bloqueé por
antisuero de conejo contra una proteina precursora de AMP-18 humana recombinante completa; se prepararon cultivos
confluyentes de células BSC-1; se prepar6 extracto celular de antro murino o porcino y se midié su concentracion de
proteinas; se afiadieron extractos celulares solos y con diferentes diluciones del antisuero, o antisuero solo (dilucién
1:100) al medio de cultivo, y 4 dias después se cont6 la cantidad de células. Se inhibié de forma maxima la estimulacién
del crecimiento por gastroquinas del antro murino por el antisuero (93%) a una dilucién de 1:400, mientras que la
estimulacién por el extracto proteico del antro porcino se inhibid totalmente a una dilucién de 1:100. Los valores
anotados eran medias para 3 cultivos; el error tipico de la media (ET) era menor del 10% de la media.

Los anticuerpos contra la proteina AMP-18 tienen usos de diagndstico para determinar diferentes niveles de la
proteina en el tracto gastrointestinal in vivo. Probablemente se desarrollan lceras si estan presentes niveles inferiores a
los normales de proteina AMP-18. Los valores normales se determinan por tecnologias conocidas para los especialistas
en la técnica, es decir, obteniendo muestras representativas de personas a ensayar (categorias de edad, sexo, estado
clinico) y aplicando técnicas convencionales de cuantificacién de proteinas. Los efectos de la aspirina e indometacina
sobre los niveles de AMP-18 también son ttiles para controlar los niveles nocivos de farmacos que incluyen los
farmacos anti-inflamatorios no esteroideos (AINE). Lineas celulares de cdncer estomacal no expresan las proteinas
AMP-18 al menos por procedimientos de deteccidn descritos en este documento.
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4. ADN Genomico

Se han clonado secuencias de ADN genémico de AMP-18 para ser humano y ratén como un preludio al andlisis de
los elementos reguladores génicos, que supuestamente determinan las grandes diferencias en los niveles de expresion
del gen en tejidos en los que el gen puede ser activo. Se han aislado secuencias flanqueantes cadena arriba y cadena
abajo de ADN gendmico de ratén preparatorio para eliminacion génica. Las secuencias gendmicas flanqueantes pro-
bablemente determinan los niveles muy diferentes de expresion del gen en el estdémago y otros pocos tejidos en los que
puede expresarse. Con la implicacién de diferentes elementos reguladores, podrian expresarse genes de gastroquina
con un factor de crecimiento en otros tejidos.

5. Usos de Gastroquinas de la Presente Invencion

Como la proteina AMP-18 y ciertos péptidos derivados de la misma pueden estimular el crecimiento y la repara-
cion de heridas por células epiteliales estomacales e intestinales (asi como renales) estds moléculas gastroquina son
candidatas para agentes terapéuticos para acelerar la recuperacion del tracto GI lesionado después de intervenciones
farmacolégicas, radioterapia, o cirugia. Ademas, los anticuerpos desarrollados contra gastroquinas pueden usarse en
kits para medir los niveles de proteina o péptido AMP-18 en tejido sanguineo en diversos estados patoldgicos. Estas
nuevas moléculas tienen gran potencial terapéutico en el tratamiento de ulceras gastricas, y la enfermedad inflama-
toria del intestino, mientras que nuevos agentes que inhiben su funcién podrian mostrarse ttiles en el tratamiento de
cénceres del tracto GI.

El estémago no es una localizacion favorable para muchas bacterias, y aquellas que pueden sobrevivir a la acidez
no se establecen por si mismas allf (Rotimi y col., 1990). Es de interés, por lo tanto, que la regién del antro es el sitio
favorecido para la unidn, penetracion y efectos citoliticos de Helicobacter pylori, un agente que infecta una proporcién
mayoritaria de la poblacién humana (>60% en el intervalo de setenta a ochenta afios) y se ha asociado con gastritis,
dlceras géastricas y duodenales (Goodwin y col., 1986; Blaser, 1987) y adenocarcinomas géastricos (Nomura y col.,
1991; Parsonnet y col., 1991). Por tanto, como factor de crecimiento de células epiteliales, AMP-18 puede actuar
mejorando el dafo causado por infiltracion citolisis bacteriana. Dada la conjuncién de la expresion especifica en el
antro de AMP-18 y el sitio preferido de unién de H. pylori, es posible que las bacterias usen AMP-18 como factor
trépico. H. pylori se une a células del antro que tienen granulos de mucina que contienen mucosa (Falk y col., 1993;
Baczako y col., 1995). Estos granulos pueden contener AMP-18. Se han encontrado péptidos anti-microbianos en el
estémago del anfibio Xenopus laevis (Moore y col., 1991). Algunos dominios de la estructura de AMP-18 se parecen
a los de las magaininas, y posiblemente AMP-18 interacciona con bacterias entéricas.

6. Aislamiento de AMP-18 de Cerdo

Se usaron antisueros contra la proteina AMP-18 humana para ayudar a la purificacidn de la proteina de extractos
de mucosa del antro de cerdo. Los procedimientos de inmunoafinidad aplicados a extractos tisulares totales no se han
mostrado muy eficaces, pero usando inmunotransferencias para controlar el fraccionamiento celular, centrifugacién
en gradiente y electroforesis en gel se purificaron cantidades suficientes del polipéptido de 18 kDa de cerdo para con-
firmar por secuenciacién que el extremo N-terminal nativo es el predicho por escisién de 20 aminodcidos desde el
extremo N-terminal de la ORF precisamente en el sitio de alanina-aspartato anticipado para la retirada del péptido
seflal. A pesar de la abundancia de restos de asparagina en la proteina madura, ninguno se ajusta a la caracteristica
de glicosilacién del contexto consenso. Regiones bastante extensas de la proteina pueden tener propension a formar
hélices anfipdticas. Las dltimas pueden representar unidades dentro de la proteina que producen péptidos bioactivos
después del procesamiento. Usando dicroismo circular se induce facilmente el péptido sintético que representa los
aminodcidos 126-143 en la secuencia de preAMP humana (Fig. 3) para que se vuelva helicoide en concentracio-
nes moderadas de condiciones de trifluoroetanol usadas para evaluar la propension de hélices para algunos péptidos
bioactivos, incluyendo péptidos anti-microbianos del tipo magainina (véase, por ejemplo, Park y col., 1997).

7. Preparacion de AMP-18 humana recombinante activa en E. coli

Se disefi6 un ADNc que codifica AMP-18 humana en el que se remplazé una secuencia de péptido sefial hidréfoba
de 20 aminodcidos con un péptido de 12 aminodcidos N-terminal que inclufa una extensioén de 6 restos de histidina
(Fig. 13, panel de la izquierda). Se predijo que la expresién de esta secuencia de ADNc modificada producird un
producto proteico de 177 aminodcidos (M, 19, 653) que podria purificarse ficilmente usando resina de Ni-NTA para
unirse a la marca His6. La secuencia de ADNc que carece de la regién que codifica el péptido sefial N-terminal
(véase la Fig. 14) se amplific6 por PCR usando oligonucleétidos que proporcionaba enlazadores adecuados para
insertar el producto en el sitio BamH1 de una vector de expresiéon QE30 (QIAGEN); se confirmé la secuencia del
vector recombinante. La AMP-18 humana recombinante (th) modificada con la marca His6 se expresé posteriormente
en células de E. coli. Para recolectarla, se lisaron las bacterias y alicuotas de las fracciones soluble e insoluble se
sometieron a SDS-PAGE seguido de inmunotransferencia usando el antisuero de conejo especifico contra el precursor
rhAMP-18. Se detecté6 muy poco de la proteina expresada en la fraccién soluble del lisado.

Se empleo urea (6 M) para liberar las proteinas de la fraccion insoluble, solubilizar la rhAMP-18 que contiene la
marca His6, y hacerla disponible para su unién a la resina cargada con Ni** de la que se eluyd posteriormente con
un gradiente de imidazol (0 a 200 mM). La cantidad de rhAMP-18 eluida se midié usando el ensayo de BCA, y se
confirmo la aparicién de una tnica banda en el tamafio predicho de 19-20 kD por SDS-PAGE seguido de inmunotrans-
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ferencia. Para determinar si la thAMP-18 eluida se renaturalizaba para asumir una estructura que fuera mitogénica, se
afiadieron alicuotas del eluato (después de la eliminacién de urea e imidazol por didlisis) a cultivos de células IEC-18
y se contd la cantidad de células 4 dias después. La Fig. 13 (panel de la derecha) indica que la proteina recombinante
estimula la proliferacién celular al mismo grado méximo que lo hace el péptido 77-97 de AMP mitogénico (o extractos
tisulares del antro solubles de cerdo mostrados en la Fig. 11), pero que lo hace a la concentracién la mitad de la maxi-
ma un orden de magnitud inferior que para el péptido 77-97. El péptido 77-97 de AMP se refiere a la proteina madura;
igual que el péptido 97-117 de la proteina precursora humana: Tabla 1. Estas observaciones indican que estd disponi-
ble la AMP-18 humana recombinante biolégicamente activa que puede utilizarse en diversas situaciones clinicas. La
potencia mitogénica de rhAMP-18 estd en el intervalo nanomolar que se esperaria para un factor de crecimiento de
células géstricas nativo que participe en el mantenimiento y reparacion del estdmago in vivo.

8. Estimulacion del crecimiento y restitucion de células epiteliales estomacales e intestinales por AMP-18 y péptidos
derivados

Para caracterizar la capacidad de células géstricas e intestinales de responder a AMP-18, se estudiaron células de
adenocarcinoma gastrico AGS, cultivos primarios de la mucosa del antro géstrico humano HAE transformados con el
antigeno T grande de SV40, células epiteliales del intestino delgado diploides de rata de las lineas IEC-6 (Fig. 15) y
IEC-18, células de carcinoma géstrico NCI N-87, y células de adenocarcinoma gastroesofagico SK-GTS5; fibroblastos
WI-38 humanos y células HeLa sirvieron como lineas celulares de control no GI. La mitogénesis se ensayo realizando
recuentos celulares 3 a 4 dias después de exponer las células al agente de interés, tratando con tripsina el cultivo para
preparar células sencillas, y confirmando esto mientras se cuentan en un hemocitémetro.

Los extractos del antro que contienen AMP-18, péptido 77-97, o EGF estimulaban cada uno el crecimiento de cé-
lulas AGS, y como se esperaba, el antisuero de conejo contra la proteina precursora de AMP-18 humana recombinante
inhibia la actividad del extracto del antro pero no del péptido 77-97 que carece del epitope (Fig. 11). La estimula-
cién del crecimiento por el péptido 77-97 era aditiva con la de EGF. El crecimiento de células AGS no se estimula
por el péptido 77-97 mezclado o por el péptido 67-85, y el péptido 67-85 inhibe completamente la estimulacién del
crecimiento por el péptido 58-99. Se usaron células HAE para ensayar si AMP-18 puede ejercer un efecto sobre cé-
lulas epiteliales que existen en el entorno local de su sintesis. Estas células, proporcionadas por el Dr. Duane Smoot,
Howard University College of Medicine, no estdn completamente inmortalizadas y por lo tanto tienen un nimero de
pases limitado. La estimulacién del crecimiento de células HAE por el péptido 77-97 era aparentemente aditivo con
la de EGF (Fig. 16, panel de la izquierda). El péptido AMP no solamente estimula el crecimiento sino que también
actuaba como un motdgeno, provocando una migraciéon mads rapida (restituciéon) de células en heridas por raspado
hechas en cultivos confluyentes. Esta potenciacion de la restitucion de heridas también mostré elevada aditividad con
EGF (Fig. 16 panel de la derecha). Si hay sinergia o no, la aditividad observada apoya que AMP-18 puede desem-
pefiar una tarea importante en el mantenimiento de un epitelio mucoso estomacal intacto, y en la facilitacién de su
reparacion después de una lesion. El crecimiento de células IEC-6 diploides de rata también se estimul6 por extracto
del antro, péptido 77-97, y EGF, aunque el péptido parecia un mitégeno mas potente que EGF (Fig. 15). Se detectd
una estimulacién del crecimiento casi mdxima a una concentracién de péptido AMP de 0,5 pug/ml (0,23 uM) (Fig. 15,
panel central), un valor mucho mas bajo que la concentracién necesaria para péptidos trébol (1 ug/ul) (~150 uM) o
la a-defensina, criptidina 3 (660 um/ml) (~140 uM) para ejercer sus efectos en cultivo. El efecto mitogénico méaxi-
mo de rhAMP-18 sobre células IEC-18 se ha observado a 5 nanomolar (Fig. 18). El efecto mitogénico del péptido
77-97 se corroboré midiendo la incorporacién de [*H]-timidina en el ADN de células IEC-6 que se estimul en un
68% (P<0,001) de 16.668 + 616 a 28.036 + 882 por el péptido. La estimulacién de heridas fue comparable a EGF, y
aparentemente aditiva con ella. El péptido 77-97 mezclado NO estimulaba el crecimiento de células IEC-18 o células
BSC-1 a concentraciones de hasta 8 ug/ml. El crecimiento de células NCI N-87 gastricas y células SK-GTS5 géstricas
también se estimul6 por el péptido 77-97, el extracto del antro, o EGF de una manera dependiente de la concentracion.
Antisuero contra AMP-18 bloqueaba el efecto mitogénico del extracto del antro, o EGF de una manera dependiente
de la concentracién. Antisuero contra AMP-18 bloqueaba el efecto mitogénico del extracto del antro sobre estas dos
lineas de células epiteliales gdstricas, pero no los efectos proliferativos del péptido 77-97 o EGF. Suero preinmune no
tuvo efecto sobre el crecimiento. Estos resultados sugieren que AMP-18 y sus derivados peptidicos podrian funcionar
in vivo estimulando el crecimiento y la restituciéon durante la reparacién después de una lesion. El crecimiento de
células fibroblasticas (WI-38) o epidermoides (HeLa) humanas a concentraciones de hasta S ug/ml, lo que sugiere
que su efecto mitogénico es relativamente especifico de células epiteliales. El péptido 77-97 de AMP no estimula el
crecimiento.

9. Inhibicion competitiva del crecimiento de células IEC-18 por péptidos derivados de AMP

Para obtener informacién adicional acerca de la interaccién entre péptidos AMP y su(s) sitio(s) de unién sobre la
superficie celular, se estudiaron células IEC-18 de rata no transformadas. Aumentando progresivamente la concentra-
cion del péptido 67-85 no mitogénico se bloquea la estimulacién del crecimiento por el péptido 58-99 si este oligémero
de 42 unidades mitogénico ejerce su efecto por un mecanismo mediado por receptor. El péptido 58-99 estimulaba un
aumento en la cantidad de células del 407% en comparacién con el 290% por el vehiculo en un ensayo de 3 dias. Segtin
se elevaba la concentracion de péptido 67-85 progresivamente hasta ~0,1 ug/ml, casi se suprimia el efecto estimulador
del crecimiento del péptido 58-99 (Fig. 17). Este resultado sugiere que los dos péptidos compiten por el mismo sitio
de “receptor” superficial.
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10. Antisuero contra AMP-18 neutraliza el efecto mitogénico de rhAMP-18

Estudios en curso revelan que antisuero de conejo contra el precursor de AMP-18 reconoce thAMP-18 en inmu-
notransferencias. El antisuero también bloquea el efecto mitogénico de extractos de tejido antral porcino (Fig. 11) y
el péptido 58-99 de AMP, e inmunolocaliza AMP-18 en células de tejido antral gdstrico humano y murino. La Fig.
18 muestra que el antisuero neutraliza el efecto mitogénico de hAMP-18 en cultivos confluyentes de células IEC-18,
extendiendo de este modo su utilidad para estudiar la proteina recombinante asi como la nativa.

Usando células epiteliales GI, los resultados sugieren que el efecto citoprotector de thAMP-18 puede estar mediado
por su capacidad de facilitar la acumulacién de proteinas de uniones fuertes (TJ), y que es un potente mitégeno. Los
resultados también insintian que el péptido 77-97 de AMP es un sustituto apropiado para thAMP-18, aunque el péptido
requiere una concentracion relativamente mas elevada para ejercer sus efectos fisioldgicos (Fig. 13).

Para mejorar la produccién de rhAMP-18, se usa un céctel inhibidor de proteasa libre de EDTA, se afiade lisozima
para digerir los desechos celulares de E. coli, y se eluye la proteina recombinante de las perlas de Ni** con imidazol 1
M.

11. Péptido AMP estimula la restitucion de células epiteliales gdstricas e intestinales después de una herida por
raspado

Los datos presentados en la Fig. 19 se obtuvieron después de 24 a 48 h de exposicion a péptido AMP, tiempos
anteriores puede detectarse un efecto mitogénico por un aumento en la cantidad de células. Los resultados indican que
el péptido AMP estimula la restitucién en células derivadas de adenocarcinoma gastrico humano heridas por raspado
de la linea HAE, y en células intestinales de rata no transformadas de la linea IEC-18. Por tanto, el péptido AMP
estimula rapidamente la restitucién de células epiteliales géstricas e intestinales en cultivo, y supuestamente podria
acelerar el recubrimiento de la mucosa géstrica lesionada in vivo.

12. Péptido AMP induce la actividad tirosina quinasa lo que sugiere que sus efectos funcionales estdn mediados por
un receptor de superficie celular

Para obtener evidencias de que los efectos fisiolégicos de AMP-18 son especificos y estdn mediados por receptor,
se ensay6 el péptido AMP para ver si induce la fosforilacion de tirosina en células epiteliales GI.

Se trataron células IEC-18 con péptido 77-97 de AMP a una concentracién que previamente habia mostrado estar
en exceso de la requerida para una estimulacién maxima del crecimiento durante diferentes periodos de tiempo de
hasta 60 min. Las células después se lisaron, se extrajo la proteina y se separé en geles de SDS-poliacrilamida, se
transfirié, y se sonded la transferencia con anticuerpo monoclonal anti-fosfotirosina 4G10. La transferencia mostrd
que la exposicion de células a péptido AMP (8 pg/ml) provoca la fosforilacion de tirosina de varias proteinas después
de dos minutos, incluyendo las que tienen masas moleculares de 42 y 55 kDa, lo que sugiere una tarea para ERK1
y ERK2 activados en la sefializaciéon de AMP-18. Hubo una disminucién en el grado de fosforilacion de tirosina de
varias de las proteinas después de 5 min., y persistencia de otras durante hasta 60 min.

El péptido AMP y supuestamente AMP-18 pueden sefalizar sus efectos mitogénicos, motogénicos, y citoprotec-
tores mediante un receptor de superficie celular, y posiblemente estimulan la fosforilacién de tirosina de proteinas
celulares especificas.

13. El péptido 77-97 de AMP potencia el desarrollo de la funcion de barrera de células epiteliales y es citoprotector

El mantenimiento de la funcién de barrera es esencial para prevenir la entrada de antigenos extrafos y bacterias
desde la luz géstrica, y para otras funciones tales como el transporte vectorial de electrolitos, agua y nutrientes. Ac-
tuando en solitario o junto con otros agentes, AMP-18 puede mediar el rapido retorno de la funcién de barrera después
de una lesién de la mucosa. Para determinar si el péptido 77-97 de AMP podria facilitar el desarrollo de la funcién de
barrera, y pudiera servir también como agente citoprotector para prevenir la pérdida de funcién cuando metabolitos
de oxigeno reactivo, indometacina, o sulfato sédico de dextrano (DSS), aumentan la permeabilidad de la mucosa y
comprometen la integridad celular necesitaba mantener las uniones fuertes epiteliales. Se usaron lineas celulares que
se sabe que desarrollan valores relativamente elevados para la RTE como marcador de uniones fuertes epiteliales.
Inicialmente, el péptido 77-97 modula la maduracién de la RTE en cultivos en monocapa de células MDCK no trans-
formadas bien caracterizadas. La Fig. 20 muestra que la exposicion al péptido aumenta la RTE en la monocapa en 24
h, y a un grado mayor después de ello. Esta observacién sugiere que AMP-18 o el péptido AMP podria acelerar la
recuperacién del epitelio GI después de una lesion, y potenciar el desarrollo de la funcién de barrera.

Para determinar si el péptido AMP protege la funcién de barrera en un modelo de cultivo tisular de lesién oxidante
de la mucosa, monocapas celulares se sometieron a lesién por metabolitos de oxigeno reactivo usando monocloramina.
Los resultados de la Fig. 21 (panel A) indican que después de 60 min. de exposicién a monocloramina, las células
MDCK tratadas con vehiculo o EGF muestran una pérdida sustancial de la RTE, mientras que la RTE de cultivos
tratados con péptido 77-97 es similar a monocapas no lesionadas. Estos resultados son de interés considerable porque
sugieren que el péptido AMP pero no EGF es citoprotector bajo esta serie de condiciones, mientras que se habia
descubierto previamente que estas dos moléculas eran equivalentes y mitégenos y motégenos aditivos para células
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epiteliales gastricas e intestinales. El efecto citoprotector del péptido 77-97 también era evidente en células Caco2/bbe
(C2) derivadas de una linea de adenocarcinoma colénico humano en el entorno de lesién oxidante (Fig. 22, panel B) o
mediada por indometacina (panel C).

14. Efecto citoprotector del péptido AMP después de lesion por DSS

Para evaluar la capacidad potencial del péptido AMP para ejercer un efecto citoprotector en colitis in vivo, se
afiadié una solucién de sulfato sédico de dextrano (DSS) al medio de cultivo de monocapas de células C2 usadas
como modelo de epitelio colénico. La lesion mediada por DSS de la funcién de barrera se cuantificé midiendo la RTE
en estos cultivos en monocapa. La Fig. 22 indica que el DSS (4%) reducia la RTE hasta ~30% del valor de control
después de 45 min., y que el péptido AMP era citoprotector. Esta observacion proporciona un fuerte fundamento
fisiolégico para evaluar el péptido AMP como agente terapéutico en el modelo murino de colitis mediada por DSS.

Para determinar si el péptido AMP podria acelerar la recuperacién de la RTE después de una lesién de las células
coldnicas inducida por DSS, una caracteristica funcional muy codiciada de un agente disefiado para tratar la IBD, se
expusieron monocapas de células C2 a DSS (5%) durante 10 min. lo que redujo la RTE hasta el 33 + 6% del valor de
control. Se retir6 el DSS aspirando el medio y remplazdndolo con medio fresco. Se afiadié péptido 77-97 de AMP (8
pg/ml) o vehiculo al medio de cultivo, y se midié la RTE 18 h después. En presencia del vehiculo, la RTE aument6
del 33% al 66 + 7% del valor de control, mientras que las células expuestas al péptido AMP alcanzaron un valor del
112 + 4% del control. Los resultados saludables en un modelo de cultivo tisular de colitis mediada por DSS sugieren
que el péptido AMP puede acelerar la recuperacion de la funcion de barrera en el epitelio colénico lesionado in vivo.

15. El efecto citoprotector del péptido AMP en células epiteliales colonicas puede estar mediado por acumulacion
aumentada de proteinas de uniones fuertes

La Fig. 21B muestra que el péptido 77-97 de AMP atenda la caida en la resistencia transepitelial eléctrica (RTE) en
células Caco2/bbe (C2) después de lesion oxidante. Para descubrir como el péptido ejerce su efecto citoprotector, mo-
nocapas celulares C2 se trataron con péptido AMP, y se indujo una lesién oxidante con monocloramina 18 horas des-
pués. Se comprobaron los cambios en los niveles de proteinas de uniones fuertes (TJ) especificas. Las células se lisaron,
y se estudiaron las protefnas de la fraccién insoluble/particulada por inmunotransferencia. La Fig. 23 muestra que hay
mas ZO-1 y ocludina inmunorreactivas en células tratadas con péptido AMP que en células tratadas con vehiculo a
tiempo 0, y durante 60 minutos después de la lesién inducida por oxidante, lo que sugiere que la mayor abundancia de
estas proteinas TJ atentia de este modo la pérdida de la RTE en la monocapa y conserva su funcién de barrera. Estas
observaciones insindan que el péptido AMP potenciaba la acumulacién de proteinas TJ durante las 18 horas antes de
que las células se sometieran a lesién oxidante. Se estudiaron células no lesionadas y mostraron que el péptido AMP (o
rhAMP-18) aumentaba rapidamente la cantidad de ZO-1 y ocludina inmunorreactiva en comparacién con células no
tratadas (Fig. 24). Estos cambios parecen relativamente especificos para ZO-1 y ocludina ya que no se observaron para
otras proteinas TJ diversas (ZO-2, claudina-1, claudina-2, claudina-5), o la proteina de choque por calor (HSC) 73.

16. Efecto citoprotector de rhAMP-18

Se preparé una cantidad suficiente de thAMP-18 purificada para ensayar si hAMP-18 era citoprotectora en com-
paracidn con el péptido 77-87 de AMP que atenuaba la caida en la resistencia transepitelial eléctrica (RTE) en células
Caco2/bbe (C2) después de lesion oxidante mediada por monocloramina (Fig. 21B). La Fig. 25 muestra que la exposi-
cién a monocloramina reduce la RTE en ~35% a 45 min., mientras que células pre-tratadas con thAMP-18 o péptido
77-97 mostraban una disminucién solamente de ~10% en la RTE. La Fig. 26 indica que el tratamiento de células C2
con thAMP-18 durante 8 h aumenta la cantidad de ZO-1 y ocludina inmunorreactivas en comparacioén con células
tratadas con vehiculo. Estos resultados sugieren que AMP-18 podria mediar su efecto citoprotector potenciado la acu-
mulacién de proteinas TJ especificas y de este modo conservar la funcién de barrera a lo largo del tracto GI después
de una lesién de la mucosa.

17. La administracion de péptido AMP retarda la aparicion de sangre en las deposiciones y reduce la pérdida de peso
en ratones con colitis inducida por DSS

Para evaluar la eficacia terapéutica del péptido AMP, se indujo colitis por DSS en ratones macho C57/BL6 dando
a los animales (de 12-15 g cada uno) DSS al 3% (M, 36-44 kDa) en el agua bebible. Se hallaron evidencias de colitis
(sangre en las deposiciones) tan pronto como el dia 1 (Fig. 27, panel de la izquierda), y en todos los animales en el dia
4. El péptido AMP, administrado diariamente por inyeccidn subcutdnea (s.c.), retardaba la aparicion de deposiciones
positivas a hemocultivo, y también reducia el grado de pérdida de peso (Fig. 27, panel de la derecha). Estos hallazgos
positivos apoyan al péptido AMP como un agente terapéutico itil en colitis y otras enfermedades que lesionan la
superficie mucosa del tracto GI.

La sintesis de AMP-18 estd confinada a las células epiteliales del revestimiento de la mucosa luminal del antro
gastrico de seres humanos y otros mamiferos. Dentro de las células la proteina se co-localiza con las mucinas en
granulos de secrecion, y parece secretarse en el moco superpuesto en la membrana plasmadtica apical. La AMP-18
humana recombinante preparada en E. coli ejerce su efecto mitogénico a una concentracién un orden de magnitud
inferior que péptidos promotores del crecimiento derivados del centro de la proteina madura. El péptido 77-97, el
péptido mitogénico mas potente, es especifico de secuencia de aminodacidos, y parece ser especifico del tipo celular

13



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2332882 T3

ya que no estimula el crecimiento de fibroblastos o células HeLa. La mitogénesis por péptidos AMP especificos
parece estar mediada por un receptor de superficie celular porque ciertos péptidos que no son mitdgenos activos
pueden inhibir de forma competitiva, de una manera dependiente de la concentracién, los efectos estimuladores del
crecimiento del péptido 58-99 y extractos celulares del antro. La AMP-18 y sus péptidos derivados muestran diversos
efectos sobre células epiteliales estomacales e intestinales lo que sugiere que podrian desempefiar una tarea critica en
la reparacion después de una lesién de la mucosa gastrica. Estos incluyen citoproteccion, mitogénesis, restitucion, y
maduracién de la funcién de barrera después de una lesién mediada por oxidante, DSS, y/o indometacina. Los posibles
mecanismos por los que AMP-18 o sus derivados peptidicos median sus efectos pleiotrépicos incluyen la estimulacién
de la actividad tirosina quinasa de proteinas, la prolongacién de la expresion de la proteina de choque por calor después
de estrés celular, y/o la acumulacién potenciada de las proteinas asociadas a uniones fuertes ZO-1 y ocludina. Ciertos
de estos efectos fisioldgicos pueden suceder a concentraciones que son relativamente bajas para hAMP-18 (<50 nM)
en comparacién con las concentraciones de otros mediadores peptidicos gastricos tales como péptidos trébol o la a-
defensina, criptidina 3 (>100 uM). La AMP-18 inmunorreactiva se libera aparentemente por células del antro de ratén
después de alimentacién forzada con indometacina, y por células del antro canino en cultivo primario expuesto a
forskolina, lo que sugiere que la proteina estd sometida a regulacién. La AMP-18 probablemente desempefia una tarea
en procesos fisiolégicos y patoldgicos tales como la curacién de heridas en el epitelio de la mucosa géstrica in vivo. La
capacidad del péptido AMP de retardar la aparicién de deposiciones sanguinolentas en el modelo de ratén de colitis
por DSS, y de reducir el grado de pérdida de peso sugiere eficacia terapéutica en diversas enfermedades que lesionan
la mucosa del tracto GI (enfermedad inflamatoria del intestino, tilcera géstrica, y similares).

Materiales y procedimientos
1. Aislamiento de Clones de ADNc Especificos del Antro

Se aislaron clones de ADNCc para el péptido gastrointestinal (GI) gastrina, que regula la secrecién de acido gastrico
asi como el crecimiento de células mucosas y pancredticas (Yoo y col., 1982). A partir de estas exploraciones se
encontraron otros ARNm diversos expresados de forma relativamente especifica en el antro del estémago. La fase de
lectura abierta (ORF) en uno de estos ARN estaba altamente conservada entre el cerdo y el hombre, y predecia una
nueva proteina conservada de funcién no inmediatamente evidente. Usando anticuerpos especificos, se demostré que
estan presentes especies proteicas similares en el la mucosa del antro del estémago de todos los mamiferos ensayados.
Existe especificidad tisular de la expresion de estas secuencias y estdn aparentemente presentes de forma ubicua en la
mucosa del antro de especies de mamiferos.

2. Expresion de ARN

El aislamiento de los clones de ADNCc se predijo en una expresion preferencial en la mucosa del antro del estémago
y esto se ha confirmado inicialmente por hibridacién de transferencia Northern de ARN de diversos tejidos sondeados
con las secuencias de ADNc y posteriormente por andlisis de proteinas. Las transferencias de Northern mostraron
la especificidad de la expresiéon del ARNm dentro del tracto gastrointestinal del cerdo. La expresién mds elevada de
ARNm estaba en la mucosa del antro, cantidades variables en la mucosa del cuerpo adyacente y niveles indetectables
en el fondo, eséfago y duodeno. El tejido no mucoso del antro y el cuerpo contenian poco ARN que reaccionaba con
la sonda de ADNc.

3. Anticuerpos contra la Proteina Expresada

La fase de lectura abiertas (ORF) de los clones de ADNc humanos y de cerdo predicen proteinas de peso mole-
cular (PM) relativamente bajo muy similar, que no tienen homdélogos cercanos a proteinas conocidas en las bases de
datos informatizadas y por lo tanto dan poca indicacién de la posible funcién. Como procedimiento para estudiar el
papel bioldgico de las presuntivas proteinas, se expresaron las secuencias de ADNc completas en E. coli, usando un
vector que también codificaba una marca His6 N-terminal. Desafortunadamente, expresados en bacterias los produc-
tos polipeptidicos son insolubles y no son facilmente susceptibles a estudios bioquimicos. Sin embargo, el producto
bacteriano del ADNc humano se separ6 en geles de dodecil sulfato s6dico (SDS) usado como inmundgeno en conejos
para producir antisueros. Los sueros se exploraron contra extractos proteicos de tejido antral de varias especies de
mamiferos. Este procedimiento ha producido exitosamente varios antisueros de bajo fondo, de elevado titulo capaces
de reconocer tanto el inmundgeno como proteinas de aproximadamente 18 kDa expresadas en el antro de los mami-
feros ensayados. La proteina expresada en bacterias migra mas lentamente porque contiene la secuencia del péptido
seflal asi como una marca His6. Los sueros preinmunes no mostraron reactividad significativa a 18 kDa. La reactividad
cruzada de los antisueros creados contra la proteina expresada a partir del clon de ADNc humano con proteinas de PM
muy similar en extractos de antro de una diversidad de mamiferos (cerdo, cabra, oveja, rata y ratén; la dltima migra
consecuentemente ligeramente mdas rapidamente en geles de SDS) apoya el nivel de conservacién de la secuencia de
aminodcidos predicha por comparacién de las ORF de los ADNc humano y de cerdo (véase la Fig. 10). En posteriores
experimentos, se produjo AMP-18 humana con un péptido sefial en bacterias.

Los sueros preinmunes dan reacciones insignificativas en transferencias de Western de todos los extractos tisula-
res, mientras que los dos sueros inmunes (a dilucién hasta 1:50000) dan ambos bandas mayoritarias de 18-20 kDa
solamente, y solamente en extractos del antro del estdmago, y a un grado menor en los extractos del cuerpo adyacente.
Los sueros se crearon contra proteina expresada en bacterias de modo que no hay posibilidad de otros inmundgenos
exdgenos de origen animal.
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Como se determina por inmunotransferencias, la especificidad de expresion al antro es incluso mayor que la que
sugeririan las transferencias de Northern, y la fuerza de la sefial de los extractos del antro implica una abundancia rela-
tivamente elevada de la proteina, aunque no se hicieron estimaciones cuantitativas. No se detect6 antigeno significativo
en tejidos no estomacales ensayados.

La inmunohistoquimica mostré tincién insignificativa de tejido antral por ambos sueros preinmunes, mientras
que ambos sueros inmunes tifieron las células de la mucosa superficial muy fuertemente a diluciones considerables.
Los sueros preinmunes no condujeron a inmunotincién con oro en el estudio de microscopia inmunoelectrénica. La
actividad de factor de crecimiento de extractos del antro se inhibe por ambos sueros inmunes, pero no por ambos
sueros preinmunes. Finalmente, los resultados con un péptido sintético, que tiene actividad de factor de crecimiento,
se inhibe por los sueros inmunes pero no los preinmunes, y porta epitopes reconocidos por los sueros inmunes pero
no los preinmunes, confirman adicionalmente la especificidad de estos reactivos.

4. Hibridacion por Transferencia de Northern de ARN de Tejidos de la Mucosa Intestinal de Cerdo

Se someti6 a electroforesis el ARN total, se transfirié a una membrana y se hibridé con una sonda de ADNc de
AMP-18 de cerdo marcada. La fuente de la muestra de ARN para cada carril era: 1. Duodeno distal; 2. Duodeno
proximal; 3. Antro; 4. Cuerpo adyacente; 5. Fondo; 6. Es6fago. Se cargaron cantidades iguales de ARN. La sefial del
ARN del cuerpo adyacente del antro era variable. Los marcadores de tamafio (nucle6tidos) se procesaron en el mismo
gel para comparacion.

5. Inmunotransferencias Usando Un Antisuero de Conejo Creado Contra la Proteina Expresada en Bacterias Dirigido
Por el Clon de ADNc Especifico de Antro Humano

Se disolvieron las proteinas tisulares completas en tampén SDS, se sometieron a electroforesis, y se transfirieron
a membranas que se hicieron reaccionar con suero inmune (1:50000). Se detectaron moléculas de anticuerpo unidas
usando anticuerpo anti-conejo marcado con peroxidasa. El suero preinmune no daba tincién especifica de transferen-
cias paralelas a dilucién 1:200. Carriles: 1, 6, 13, 17 contenian marcadores. 2 Células HeLa. 3 Células TLT de ratén.
4 Proteina humana expresada + células HELA. 7 Cuerpo de ratén. 8§ Antro de ratén. 9 Duodeno de ratén. 10 Intestino
de ratén. 11 Higado de ratén. 12 Proteina humana expresada + células TLT. 14 Antro de ratén. 15 Cerebro de ratén.
16 Rifién de ratén. 18 Antro de cerdo. 19 Antro de ratdn.

Las inmunotransferencias de geles de acrilamida de elevado porcentaje mostraron que los antisueros reconocian
epitopes en el péptido sintético 78-119. La reaccion del péptido 78-119 con los anticuerpos no era inesperada porque se
predijo que esta region de la secuencia se exponia sobre la superficie de la proteina y era antigénica. Esto no solamente
confirma adicionalmente la creencia de que AMP-18 o su precursor inmediato, es un factor de crecimiento, para células
epiteliales, sino que también proporciona una base para el andlisis de las regiones bioactivas (y antigénicas) de AMP-
18, y una herramienta para la evaluacion de la cantidad e identidad de receptores celulares. La sintesis quimica de
péptidos también hace que esté disponible una fuente prictica y rdpida de cantidades considerables de reactivos puros
“de tipo silvestre” y “mutantes” para estudios celulares adicionales. El péptido sintético 78-119 aparentemente actia
por el mismo mecanismo que la proteina del antro, porque sus efectos maximos no son aditivos.

6. Secuencia y Estructura Predicha de la Fase de Lectura Abierta de Pre-AMP

Las secuencias de aminoécidos predichas para ser humano y cerdo son idénticas al 76%. Los péptidos sefial predi-
chos no estdn sefialados; el extremo N-terminal de AMP de cerdo nativa ha demostrado ser aspartato (Fig. 10).

7. Estructura de la Proteina Nativa

Las ORF de los ADNc de ser humano y cerdo predecian polipéptidos de estructura general similar (Fig. 10).
Los pesos moleculares predichos para las proteinas humana y de cerdo por lo demds sin modificar eran 18,3 y 18,0
respectivamente; estos valores estan de acuerdo con la movilidad electroforética en SDS de las proteinas del antro que
reaccionan con los antisueros de la presente invencion.

Los antisueros se usaron para ayudar en la purificacion de la proteina de los extractos de la mucosa del antro de
cerdo. Los procedimientos de inmunoafinidad aplicados a extractos tisulares totales no se han mostrado muy eficaces,
pero usando inmunotransferencias para controlar el fraccionamiento celular, centrifugacién en gradiente y electrofo-
resis en gel se purificaron cantidades suficientes del polipéptido de 18 kDa de cerdo para confirmar por secuenciacién
que el extremo N-terminal nativo es uno predicho por escisiéon de aproximadamente 20 aminoécidos desde el extremo
N-terminal de la ORF precisamente en el sitio de alanina-aspartato anticipado para la eliminacién del péptido sefial. A
pesar de la abundancia de restos de asparagina, ninguno encaja en el contexto consenso para la glicosilacién. Regiones
bastante extensas pueden tener tendencia a formar hélices anfipdticas. Esto tltimo puede representar unidades dentro
de la proteina o como péptidos después del procesamiento. Usando dicroismo circular se induce facilmente que el
péptido sintético que representa los aminodcidos 126-143 en la secuencia de preAMP human (Fig. 3) llegue a ser
helicoide en concentraciones moderadas de condiciones de trifuoroetanol usadas para evaluar la tendencia helicoide
para algunos péptidos bioactivos, incluyendo péptidos anti-microbianos del tipo magainina (véase, por ejemplo, Park
y col., 1997).
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8. Localizacion de AMP-18

Los antisueros contra AMP-18 han demostrado ser excelentes sondas histoquimicas, que reaccionan fuertemente
con secciones de la regién del antro de raton pero no con el fondo, el duodeno o el intestino, confirmando los resultados
de las inmunotransferencias. Los sueros preinmune dan reacciones insignificantes incluso a una concentracién mucho
mayor. La proteina AMP-18 parece concentrarse en células epiteliales de la mucosa que revisten la luz del estomago,
aunque sefiales menores en células mas profundas en el tejido y a lo largo de las regiones de cripta superior sugieren
que las células pueden comenzar a expresar la proteina segliin migran hacia la capa luminal. Un aumento mayor
de las preparaciones histoquimicas indica solamente una tincién citoplasmética general a este nivel de resolucidn;
hay algunos parches de tincién intensa que pueden ser el equivalente al microscopio 6ptico de regiones de granulos
empaquetados de algunas células de la superficie luminal observadas al microcopio electronico (ME). La localizacién
de AMP-18 en la mucosa de antro es por lo tanto muy diferente de aquellas células que sintetizan gastrina que estan
profundas en la capa mucosa.

9. Localizacion por inmunomicroscopia electronica de los antigenos de AMP-18 en las células de la mucosa del antro
estomacal

Los trozos de tejido se fijaron en formaldehido al 4% y se procesaron para impregnarlos en Unycril. Se hicieron
reaccionar secciones delgadas con antisueros de conejo anti-AMP-18 humana (1:200); los anticuerpos unidos se de-
tectaron por Protefna-A conjugada a oro coloidal de 10 nm. Las secciones que reaccionaron se tifieron con citrato de
plomo antes de visualizarlas (20.000x). Las particulas de oro son visibles sobre los granulos de secrecion semi-transld-
cidos, que parecen mucho mas translicidos aqui que en el procedimiento convencional de glutaraldehido-osmio-epon
(11.400x) a causa de los requisitos para la inmunorreactividad. Se observé un fondo insignificante en otras estructuras
citoplasmaticas.

La estructura general de la proteina implica una posible tarea secretora de modo que seria valiosa una localiza-
cién intracelular precisa. Esto requiere procedimientos de ME inmunocitoquimica. Procedimientos de impregnacion
y tincién convencionales revelan que, como se ha informado previamente por muchos otros, la regién del antro (por
ejemplo, Johnson y McMinn, 1970) contiene células epiteliales de la mucosa que son muy ricas en granulos secreto-
res. Los datos preliminares de inmuno-ME muestran que los sueros inmunes usados a dilucién 1:200-1:800 reaccionan
especificamente con los granulos de secrecion. Los tltimos parecen algo hinchados y menos opacos a los electrones
que en condiciones de fijacién convencionales y las diferencias en la densidad son mads dificiles de discernir, pero
globalmente la estructura celular estd bastante bien conservados para tejido estomacal fijado e impregnado en las con-
diciones menos rigurosas requeridas para conservar la inmunorreactividad. A dilucién 1:100, los sueros preinmunes
mostraban fondos insignificantes sin preferencia por los granulos de secrecién.

10. Actividad de Factor de Crecimiento en Cultivos de Células Epiteliales

Una funciéon de AMP-18 es que es un factor de crecimiento al menos parcialmente responsable del mantenimiento
de un epitelio de la mucosa funcional en el antro pilérico y posiblemente en otras partes del estdémago. Inicialmente,
no estaban inmediatamente disponibles lineas de células epiteliales del estdmago, pero se usaron sistemas de células
epiteliales renales (Kartha y col, 1992; Aithal y col, 1994; Lieske y col., 1994). Se usé un extracto celular de la
mucosa del antro fraccionado para estos experimentos. Usando inmunotransferencia como sonda para seguir el frac-
cionamiento, sobre la lisis de las células de la mucosa raspadas de antro de cerdo o ratén, se recuperd el antigeno
AMP-18 en la fraccién 35S en gradientes de densidad de sacarosa. Dichas fracciones sobrenadantes de alta veloci-
dad sirvieron como material de partida para estudios sobre el crecimiento celular. Inesperadamente, estos extractos
estimulaban un aumento del 50% en células epiteliales renales confluyentes de mono (células BSC-1), pero no tenfan
efecto sobre células HeLa o fibroblastos WI-38. La estimulacidn de células BSC-1 era al menos tan eficaz como la
observada con diversos mitégenos polipeptidicos, incluyendo EGF, IGF-I, aFGF, bFGF y vasopresina, ensayados a sus
concentraciones Optimas. Se observo una estimulacion del crecimiento comparable por los extractos del antro cuando
se evaluaba la sintesis de ADN midiendo la incorporacién de [*H]-timidina en material insoluble en dcido. La actividad
bioldgica de los extractos del antro sobrevivié al calor durante 5 minutos a 65°C, y a didlisis usando una membrana
con punto de corte M, de 10 kDa, que eliminaria la mayoria de los oligopéptidos; este tratamiento elimina el 60-70%
del material polipeptidico, pero deja la AMP-18 ensayada por inmunotransferencias. De forma mds importante, la
estimulacién mitogénica de células BSC-1 por el extracto del antro de ratén o de cerdo se inhibia cuando se afiadia
cualquiera de los dos diferentes antisueros contra la preAMP-18 humana recombinante (expresada en bacterias) al
medio de cultivo. Los sueros preinmunes (1:100 a 1:800) no tenfan efecto sobre el crecimiento celular, ni alteraban
el efecto mitogénico de los extractos del antro. Estas observaciones sugieren que la AMP-18 de células de la muco-
sa géstrica funciona como un potente mitégeno para células epiteliales renales, que no expresan normalmente esta
proteina.

Para obtener evidencias adicionales de que la actividad promotora del crecimiento en los extractos del antro par-
cialmente fraccionados estaba mediada por la proteina AMP-18, una alicuota del extracto de raton se sometio a elec-
troforesis en gel de SDS-poliacrilamida; el procedimiento usado previamente para determinar la secuencia N-terminal
de la proteina natural. El gel se corté en trozos de 2 mm y cada trozo se extrajo con acetonitrilo al 3% en solucién
salina tamponada con fosfato que contenia BSA al 1%. Los sobrenadantes del extracto se ensayaron para la actividad
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mitogénica. Los resultados indicaron que un trozo que contenia proteina en el intervalo de 16-19 kDa tenia actividad
promotora del crecimiento. De forma significativa, esta respuesta de crecimiento se bloqueaba por los sueros inmu-
nes pero no por los preinmunes. Tomados junto con la velocidad relativamente baja de la proteina, estos hallazgos
proporcionan evidencias adicionales que apoyan la conclusién de que AMP-18 es un mitégeno de células epiteliales
y que funciona como un monémero o posiblemente un dimero homotipico. También implica que la estructura de la
proteina es tal que puede readquirir ficilmente una conformacién nativa después de las condiciones desnaturalizantes
de la electroforesis en gel de SDS.

Para evaluar la interaccién de la actividad de factor de crecimiento del antro con otras citoquinas, se ensayod su
actividad para determinar si era aditiva con EGF en cultivos de células epiteliales. E1 EGF (50 ng/ml) afiadido con
extracto de antro de ratén sin tratar (10 pg/ml), o extracto de cerdo dializado, calentado (10 ug/ml) mostraba estimula-
cion aditiva de la mitogénesis; un aumento de hasta el 74% en la cantidad de células por encima del nivel quiescente;
la mayor estimulacién observada hasta ahora para cualquier factor usando el ensayo de células BSC-1. Un ejemplo de
esta aditividad se muestra para un péptido AMP y EGF sobre células AGS en la Fig. 11. Esta observacién sugiere que
AMP-18 y EGF inician la proliferacién actuando sobre diferentes receptores de superficie celular. También implica
que la actividad de factor de crecimiento de AMP-18 puede colaborar normalmente con otros factores autocrinos y
paracrinos en el mantenimiento o restitucion del epitelio. En vista de los resultados con EGF, es probable que AMP-
18 se secrete en y actiie sobre la cara apical (es decir, la cara luminal del estémago) de la capa de células epiteliales
mientras que otros factores (para los que EGF puede servir como ejemplo) actiian desde la superficie basal.

11. Bioactividad de Péptidos Relacionados con Gastroquina (AMP-18)

Las actividades de péptidos sintéticos de la presente invencidén son inesperadas. Se sintetizaron péptidos basados
en la ORF de péptidos de clones de ADNc humano en la University of Chicago Cancer Center Peptide Core Facility,
que comprueba la secuencia y los espectros de masas de los productos. Los péptidos se purificaron adicionalmente
por HPLC. Se analizaron cinco oligopéptidos relativamente grandes (de aproximadamente 40 aminodcidos cada uno)
que abarcan aproximadamente la longitud de la proteina sin incluir el péptido sefial. Un péptido de 42 aminodcidos
de longitud que abarca los aminoécidos lys-78 a leu-119 de la secuencia de pre-AMP (péptido 58-99 de la forma
madurada de la protefna; véase la Tabla 1), que incluye una hélice y un giro glicina-prolina (GP) predichos, dio buena
actividad mitogénica. Esta respuesta se bloqueé por el antisuero especifico, pero no por los sueros preinmunes.

TABLA 1

Bioactividad de péptidos sintéticos basados en la secuencia de la pre-gastroquina (pre-AMP-18)

Nombre de N°AA SECUENCIA DE AMINOACIDOS Kir2,uM
la Secuencia
Peptidica en

Ser Humano

78-119 42  KKTCIVHKMKKEVMPSIQSLDALVKEKKLQGKGPGGPPPKGL 0,3
78-88 11 KKTCIVHKMKK Inactivo
87-105 19 KKEVMPSIQSLDALVKEKK Inactivo
104-117 14 KKLQGKGPGGPPPK 0,8
104-111 18 KKLQGKGPGGPPPKGLMY 1,0
97-117 21 LDALVKEKKLQGKGPGGPPPK 0,3
97117 21 GKPLGQPGKVPKLDGKEPLAK inactivo
97-121 25 LDALVKEKKLQGKGPGGPPPKGLMY 0,2
108-117 9 KGPGGPPPK 2,5
104-109 6 KKLQGK 7.4
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Nombre de N°AA SECUENCIA DE AMINOACIDOS Ky, uM
la Secuencia
Peptidica en

Ser Humano

110-113 4 GPGG Inactivo
ratén
97-119 23 LDTMVKEQK..GKGPGGAPPKDLMY 0,2
**mezclado

Tabla 1

Andlisis de péptidos mitogénicos derivados de la secuencia de pre-gastroquina humana 'y de raton (pre-AMP-18)

Un dominio mitogénico de 14 aminoécidos estd en negrita. *Los péptidos se identifican por su posicién en la
secuencia de aminodcidos de la pre-gastroquina (preAMP-18). N°AA; cantidad de aminodcidos en un péptido. K;,;
concentracion para estimulacién del crecimiento la mitad de la maxima.

Péptidos inactivos solapantes pueden inhibir la actividad de los péptidos mitogénicos: es decir, los péptidos 78-
88 y 87-105 humanos bloquean la actividad del péptido 78-119, y aunque el péptido 87-105 bloquea la actividad del
péptido 104-117, el péptido 78-88 no. Los péptidos 78-88 y 87-105 bloquean la actividad de la proteina en extractos
estomacales.

12. El Dominio Estimulador del Crecimiento de Gastroquina (AMP-18)

El hallazgo de que un péptido de 42 aminodcidos que representa una region central de la nueva proteina celular de la
mucosa del antro AMP-18 tenia actividad mitogénica similar en cardcter a la de la proteina intacta en extractos de antro
de cerdo y ratén (Tabla 1), ha facilitado la caracterizacion de la regién bioactiva de la molécula. Un péptido que incluye
los aminodcidos en las posiciones 78-119, dio estimulacién médxima similar del crecimiento de la linea de células
epiteliales BSC-1 a la dada por los extractos tisulares y se inhibia de forma similar por varios antisueros diferentes
creados en conejos contra la proteina del antro completa expresada en bacterias. La actividad mitogénica de varios
péptidos de “delecion” sintéticos relacionados con el péptido “78-119” se resume en la Tabla 1. Las determinaciones
de actividad de crecimiento se han conseguido hasta ahora con la linea de células epiteliales renales asi como varias
lineas gastricas e intestinales.

La secuencia de 42 aminodcidos original del péptido 78-119 se rompié en tres segmentos unidos por restos de lisina
(K); del extremo N-terminal al C-terminal estos son péptidos con aminodcidos en las posiciones 78-88, 87-105 y 104-
117. De estos solamente el péptido 104-117 tenia actividad mitogénica que da una meseta similar de estimulacién del
crecimiento pero que requiere una concentracién molar més elevada que el péptido “78-119” original; esto se refleja
en el valor de K, mayor, que sugiere que el péptido de 14 aminodcidos tiene un 30-40% de la actividad del péptido de
42 aminodcidos. Una conclusion de esto es que el péptido mds pequefio tiene menos afinidad de unién por el receptor
celular, quizd debido a una capacidad reducida de formar la conformacién correcta, o como alternativa debido a la
pérdida de regiones de unién complementarias. La tltima idea estd apoyada por las observaciones de que los péptidos
“78-88”y “87-105” pueden antagonizar la actividad del péptido 78-119 de 42 unidades intacto; estos péptidos también
antagonizan la actividad de extractos del antro lo que apoya adicionalmente la validez de péptidos sintéticos como un
medio para analizar la funcién biolégica de la nueva proteina. Un aspecto adicional de la invencién es que el péptido
87-105, pero NO el 68-88, antagoniza la actividad del péptido 104-117; obsérvese que el péptido 87-105 solapa la
secuencia 104-117 adyacente en dos restos.

Tomados en conjunto estos resultados sugieren un modelo lineal relativamente simple para la regién estimuladora
del crecimiento de AMP-18; a saber, hay un dominio de unién extendido N-terminal (que se ha predicho que es en gran
parte helicoide, cuya rigidez relativa puede explicar la organizacién lineal de las secuencias relevantes determinadas
en los estudios de crecimiento celular), seguido de una regién rica en glicina y prolina sin estructura predicha més alla
de la probabilidad de giros. Es esta tiltima region la que contiene el desencadenante de la estimulacién del crecimiento.
La especificidad del antagonismo por los péptidos 78-88 y 87-105 puede basarse en si solapan o no los péptidos 78-
119y 104-117 agonistas; por ejemplo 78-88 solapa e inhibe 78-119, pero no solapa o inhibe 104-117. La especificidad
de la competicién por estos péptidos tomada con la inactividad del péptido 78-119 mezclado, refuerza la conclusién
de que AMP-18 interacciona con componentes celulares especificos. Se proporcionan evidencias adicionales de que la
region de unién al receptor se extiende de forma N-terminal desde el péptido 104-117 por la actividad potenciada del
péptido 97-117 que contiene una extensiéon N-terminal de siete aminodcidos de 104-117. Parece que un péptido con
una extension de cuatro aminoécidos en la direccién C-terminal (péptido 104-121) tiene ligeramente menos actividad
que el precursor 104-117, pero incluye una tirosina natural, que hace posible el marcaje con yodo radiactivo, que
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permite la determinacién de la unién de péptidos relacionados con AMP a las células, inicialmente por evaluacién de
la cantidad de sitios de union y posteriormente la deteccion de la(s) proteina(s) receptora(s).

El péptido 97-107 se usé para la mayoria de los ensayos a causa de su actividad (igual a la del oligémero de 42
unidades) y su economia relativa (21 aminodcidos de longitud). Sin embargo, una extensiéon C-terminal a la tyr-121
da el active péptido mds activo hasta ahora, quizd porque estabiliza la estructura secundaria. Aunque este péptido no
corresponde a la actividad nanomolar de EGF, por ejemplo, es mucho mds potente que la informada para péptidos
trébol (Podolsky, 1997). Una estimacion de la actividad de la proteina AMP intacta es aproximadamente 1-10 nM.

13. Expresion de Proteina Recombinante

(a) E. coli. Generalmente las construcciones recombinantes se disefian por reacciones en cadena de la polimerasa
usando oligonucledtidos sintéticos complementarios a las regiones apropiadas de las secuencias de ADNc de longitud
completa dentro del vector PT/CEBP y se prolongan por sitios de enzimas de restriccion convenientes para posibilitar
la fécil insercién en los poli-enlazadores convencionales del vector. Los experimentos iniciales con expresion de la
ORF de AMP en sistemas bacterianos empleaban un vector de expresién PT/CEBP, que inclufa una marca His6 N-
terminal (Jeon y col., 1994), pretendida para facilitar la purificacién de la proteina expresada en resina Ni-NTA (Qia-
gen). La expresiéon del ADNc humano de longitud completa dentro de este vector en el huésped BL21 (DE3)pLyS
daba buenos rendimientos de proteina insoluble, que después de electroforesis en condiciones desnaturalizantes era
adecuada para su uso como inmundgeno en conejos para obtener anticuerpos especificos de elevado titulo, pero que
no ha sido util para el andlisis de la estructura nativa y funcién de la proteina. Esta insolubilidad se debe muy proba-
blemente a la presencia de un extremo N-terminal no natural, que tiene una marca His6 cadena arriba del péptido sefial
hidréfobo, en la proteina expresada. También son ttiles vectores de disefio que expresaran la ORF sin la secuencia
del péptido sefial hidréfobo. Estos se construyen usando vectores de expresion bacterianos con y sin marcas His N- o
C-terminales. La secuencia de AMP-18 humana que carece del péptido sefial de 20 aminodcidos y que contiene una
marca His6 también se expresé en bacterias.

(b) Pichia pastoris. Entre los eucariotas simples, la prometedora levadura P. pastoris est4 obteniendo gran popula-
ridad como sistema de expresioén de eleccidn para la produccién y secrecidn de proteinas recombinantes funcionales
(Romanos y col., 1992; Cregg y col., 1993). En este sistema, la secrecién de la proteina fordnea puede utilizar su
propio péptido sefial o la sefial tipo alfa de acoplamiento de levadura altamente compatible. Este organismo procesara
correctamente y secretard y al menos modificard parcialmente la proteina AMP-18. Se desarrollan vectores para la
expresion constitutiva y regulada de genes fordneos en Pichia (Sears y col., 1998). Ademas de un sitio de clonacién
poli-enlazador, estos vectores contienen el promotor constitutivo de elevada expresion de la gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa (GAP) o la alcohol oxidasa regulada por metanol (AOXT1). El dltimo es un promotor extremadamente
riguroso que produce producto insignificativo en condiciones de cultivo normales mientras que da la mayor expresién
de los vectores ensayados en presencia de metanol, que representa como mucho el 30% de las proteinas celulares. La
ventaja que la levadura Pichia tiene sobre las alternativas de mamifero e insecto es que se cultiva de forma continua
en medios libres de proteina, simplificando de este modo la purificacioén de la proteina expresada y eliminando las
bioactividades extrafias que se originan en el suero o las células huésped animales. Una construccién pIB4 (inducible
por medio que contiene metanol) contiene la secuencia de ADNc de preAMP-18 humana completa.

(¢) Baculovirus/Células de insecto. Un sistema de expresion eucariota no de mamifero, frecuentemente exitoso,
alternativo es el que usa Baculovirus recombinantes, tales como Autographa californica, en un sistema de cultivo de
células de insecto. Como con Pichia, estd disponible un gran repertorio de vectores pricticos en este sistema, que
contienen tanto glutatiéon S-transferasa (GST) como marcas His6 (Pharmingen). Se realizan transfecciones en células
de Spodoptera frugiperda (Sf); estas células pueden adaptarse lentamente a medio libre de proteina para favorecer la
purificacién de proteinas secretadas. Si no funciona un péptido sefial endégeno en estas células, la secrecion de las
proteinas foraneas también puede forzarse usando vectores que contienen la sefial de secrecidn viral gp67 cadena arriba
del sitio de clonacién. Las proteinas recombinantes pueden expresarse a niveles que varian del 0,1-50% de proteina
celular total. Algunas modificaciones proteicas pueden estar mas favorecidas en este sistema de células de insecto con
relacion a las levaduras, pero ain no puede duplicar el sistema de mamifero. Parece que el sistema de expresion de
insecto seria algo mas laborioso que Pichia, y no sustituye completamente la expresion en células de mamifero. La
secuencia de AMP-18 humana que carece del péptido sefial de 20 aminodcidos y que contiene una marca His6 se
expreso en Baculovirus.

(d) Células de mamifero. Pueden tener lugar modificaciones no detectables por andlisis de inmunotransferencia
en células de mamifero que no se duplican en células de otros eucariotas. Aunque no son tan practicos como los
sistemas de procariotas y eucariotas simples, las células de mamifero ahora se usan frecuentemente para expresion
tanto transitoria como continua de proteinas foraneas. Se han expresado y secretado varios factores de crecimiento en
cantidades significativas usando estos sistemas.

El sistema de plasmido pcDNA3/células renales humanas 293: pcDNA3 contiene un sitio de clonacién poli-enlaza-
dor flanqueado por el promotor fuerte constitutivo de citomegalovirus (CMV) y una sefial poliA de SV40 (Invitrogen).
La experiencia de laboratorio es que pueden conseguirse niveles de transfeccion transitoria del 60-90%. Para este fin,
se realiza la amplificacién por PCR del clon de ADNc de pre AMP humana con oligonucleétidos que contienen el co-
dén de inicio y el sitio de unién al ribosoma nativo (secuencia Kozak) asi como enlazadores de enzimas de restriccién
adecuados para la correcta orientacién en pcDNA3. Se identificaron construcciones favorables en el ensayo transito-
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rio usando el potente antibidtico blasticidina S y un vector que contenia el gen de resistencia, se pueden establecer
lineas celulares transfectantes de mamifero estables “en menos de una semana” (Invitrogen). Los vectores disponibles
también incluyen el promotor constitutivo de CMYV, un sitio de clonacién poli-enlazador, un epitope V5/marca His6
electivo y la sefial poli(A) de SV40 (PcDNA6/V5-His).

14. Expresion y Andlisis de Formas Alteradas (Modificadas) de AMP-18

Dado un sistema de expresion eficaz para la produccion de AMP-18 “de tipo silvestre”, puede crearse una serie de
proteinas mutantes, que contienen deleciones o sustituciones, que permitird el andlisis de los dominios funcionales.
Las hélices anfipdticas, los restos de cisteina (C) conservados y los dobletes de aminodcidos basicos, que pueden ser
sitios de escision, son dianas atractivas. Aunque no es tan simple como un ensayo enzimatico, el ensayo de mitogénesis
es rutinario y replicable, y posibilitaria caracterizar “mutantes” tan rdpido como se construyan. “Mutantes” negativos
(o positivos) dominantes serdn tan significativos como mutaciones que muestra pérdida simple de la funcién, porque
estos implicardn interacciones con otros factores incluyendo posibles receptores celulares.

15. Fraccionamiento Bioquimico y por Inmunoafinidad de Proteinas Gastroquinas Expresadas y Nativas

En el caso de algunas de las formas expresadas de la gastroquina AMP-18, la proteina recombinante contendra
marcas peptidicas que permitirdn la rapida purificacién de la proteina soluble. La presencia de marcas, si no impiden
de forma grave las funciones normales de la proteina, también permitirdn el andlisis de interacciones con otras macro-
moléculas relevantes. Las marcas His6 permiten la purificacidn por la unién de las proteinas recombinantes con perlas
de resina Ni-NTA (Janknecht y col., 1991; resina Ni-NTA de Qiagen). La proteina marcada se une con mayor afinidad
que la mayoria de los complejos antigeno-anticuerpo y puede lavarse rigurosamente antes de que el complejo de quela-
cién Ni**-histidina se altere por el exceso de imidazol para liberar la proteina purificada. Las proteinas recombinantes
marcadas con GST se purifican en glutatién-agarosa, se lavan y después se eluyen con glutatién reducido (Smith y
Johnson, 1988). Como con todos los sistemas de expresion propuestos, cada preparacion proteica puede ensayarse en
la etapa mds temprana posible para su actividad de factor de crecimiento.

Se usan procedimientos de fraccionamiento convencionales para conseguir la pureza deseada, particularmente en el
caso del aislamiento de la proteina natural de tejido. La mucosa del antro de cerdo es un punto de partida preferido para
lo ultimo, usando un protocolo inicial de centrifugacion y tratamiento por calor, seguido de una columna de exclusién
de tamafio: BioGel P60 es adecuada, dadas las evidencias de que existe la proteina de 18 kDa, muy probablemente
como un mondémero en los extractos. El producto de elucidn se carga en una matriz de inmunoafinidad creada por
entrecruzamiento de anticuerpos anti-AMP purificados en HiTrap Proteina A con Sepharose 4B activada con CNBr
(Pharmacia). Puede ser util una modificacion adicional de la matriz de inmnoafinidad, por extensiéon del enlazador a
la matriz, que ha demostrado ser ttil en el pasado (Aithal y col., 1994), o entrecruzando el anticuerpo con proteina A
inmovilizada. Como la proteina activa puede recuperarse por elucién en gel de SDS, la proteina activa también puede
recuperarse de los complejos antigeno-anticuerpo. Podria conseguirse fraccionamiento adicional por una columna de
cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) de fase inversa C8. Una etapa final es el uso de la técnica de elucién
en gel de SDS con confirmacién de la identidad por secuenciacién N-terminal. En todas estas etapas la AMP-18
inmunodetectable y la actividad de factor de crecimiento se fraccionarian juntas.

16. Péptidos Sintéticos Relacionados con AMP-18

La AMP-18 puede ser precursora para uno o varios péptidos bioactivos. Los péptidos sintéticos proporcionan una
via prictica para explorar la funcién de una proteina; los péptidos pueden imitar aspectos de la funcién o antagonizar-
los. Si un péptido duplica o inhibe la actividad de la proteina, entonces sugiere la identidad de dominios funcionales de
la proteina intacta, y también proporciona la posibilidad de sintetizar sondas marcadas especificamente para explorar
las interacciones proteina-célula.

El hallazgo de que un péptido sintético de 42 aminodcidos, que representa una region central de la proteina humana,
es capaz de imitar la actividad de factor de crecimiento de los extractos de mucosa del antro parcialmente fraccionados
ha proporcionado un atajo para el andlisis de la funcién de AMP-18. Este péptido (denominado péptido 58-99; los
aminodcidos estdn en las posiciones 58-99 de la proteina madura después de la eliminacién del péptido sefial) ademas
de varios posibles sitios de procesamiento proteico en pares de lisina, contiene una de las regiones capaces de la
formacién de hélices prolongadas asi como un bucle de glicina-prolina. Una ventaja afiadida de este péptido es que
contiene epitopes reconocidos por ambos antisueros descritos en este documento. Algunos péptidos mas pequefios
derivados de esta secuencia se sintetizaron para centrarse en las regiones bioactivas. Inicialmente se estudiaron las
secuencias unidas por los restos de lisina porque pueden indicar distintos dominios dentro de la estructura proteica, en
virtud de exponerse sobre la superficie de la proteina, como se evidencia por la antigenicidad de esta regién, y pueden
ser sitios de escision in vivo para péptidos bioactivos. La region de glicina-prolina es importante (véase la Tabla 1 que
ilustra los dominios bioactivos de AMP-18). Se sabe que las secuencias de glicina-prolina estan implicadas en ligandos
SH3 (dominio de homologia src tipo 3) (véase Cohen y col., 1995; Nguyen y col., 1998); como los dominio SH estdn
implicados en interacciones proteina-proteina la region GP de AMP-18 puede estar implicada en la interaccién de
la proteina con un receptor de superficie celular. La secuencia GPGGPPP exacta encontrada en AMP-18 no se ha
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presentado para los dominios SH3 que actian de forma intracelular, de modo que existe la fascinante posibilidad de
que represente un nuevo dominio de interaccidn proteica para ligandos extracelulares. Un oligémero de 21 unidades
derivado de los aminoécidos en las posiciones 97-117 de la secuencia madura tiene actividad similar a la del oligémero
de 42 unidades. Este péptido mds corto es util para ensayos de crecimiento sobre diversas lineas de células epiteliales.
Este péptido no expresa el epitope reconocido por los antisueros descritos en este documento.

Todos los péptidos derivados de AMP-18 se sintetizaron por el Cancer Center Peptide Core Facility de la University
of Chicago, que también confirmé la masa molecular y la secuencia de aminoacidos de los péptidos purificados que
se aislan por HPLC. La actividad bioldgica del péptido 78-119 no solamente proporciona la base para buscar péptidos
mads pequeflos con actividad mitogénica, sino que permite encontrar rapidamente sustituciones de aminoacidos que
tengan efectos positivos o negativos. Se ensayaron péptidos inactivos para su capacidad de bloquear la funcién de
los péptidos activos o AMP-18 intacta. La posible inclusién de D-aminodcidos en los péptidos (en orden normal o
inverso) puede estabilizarlos contra la degradacién permitiendo al mismo tiempo la retencidn de la funcién bioldgica.
Adicionalmente, la capacidad de sintetizar péptidos activos posibilita marcadas que facilitan estudios de la naturaleza,
distribucion tisular y cantidad de receptores celulares. Dichas marcas incluyen restos de His-6 biotina o tirosina yodada
adjuntados a la secuencia peptidica (varios de los péptidos bioactivos tienen una tirosina de origen natural en el extremo
C-terminal).

Los péptidos sintéticos también permiten la evaluacién de la tarea de la estructura secundaria potencial sobre la
funcion. El hallazgo de que una extension C-terminal de 4 aminodcidos del péptido activo 97-117, que se ha predicho
que promueve una hélice similar a la encontrada para la secuencia de AMP-18 intacta, conduce a un péptido 97-121
mads activo, es interesante. La propension helicoide de estos péptidos activos, por ejemplo, el péptido 126-143, que
se parece a un péptido de magainina anti-microbiano, proporciona informacién util. Con respecto a péptidos anti-
microbianos, la funcidn de la magaina en esta clase estd relacionada con su capacidad de formar hélices anfipaticas
(Boman, 1995). Los péptidos sintéticos que pueden estar encerrados en la forma helicoide por puentes de lactama
(Houston y col., 1996) potenciaban la actividad bioldgica; ya existe al menos un par de restos aminoacidicos dcido y
basico apropiados para la formacién de lactama en regiones helicoides potenciales de AMP-18.

Otro aspecto igual de significativo de los estudios de péptidos es la disponibilidad potencial de péptidos anti-
AMP-18 especificos que antagonicen sus funciones bioldgicas. Los estudios de cultivo tisular muestran que sub-
péptidos del péptido 78-119 promotor del crecimiento pueden antagonizar la actividad del péptido intacto (véase la
Tabla 1). Los péptidos que pueden ocupar sitios de unién celular pero carecen de algin resto esencial para la actividad
pueden bloquear la acciéon de AMP-18 y sus péptidos activos. Esto hace que esté disponible otra serie de reactivos
para el andlisis de receptores celulares y para evaluar las constantes de afinidad receptor-ligando. La disponibilidad de
antagonistas peptidicos definidos es ttil en estudios con animales completos, y finalmente puede servir para regular la
actividad de la proteina natural en seres humanos.

17. Interacciones de AMP-18 y Péptidos Relacionados con Células: Evaluacion del Crecimiento Celular

Se eligieron la linea de células epiteliales renales de mono no transformadas BSC-1 y otras lineas de células
epiteliales para evaluar los efectos sobre el crecimiento. En general, se eligieron condiciones para cada linea de modo
que las células crecieran hasta confluencia en placas de plastico en medio de crecimiento suplementado con suero
minimo de ternera (o fetal) para el crecimiento (Lieske y col., 1997); las células BSC-1 llegan a ser confluyentes a
10%/placa de 60 mm con suero de ternera al 1%. Al inicio del ensayo de crecimiento se aspiré el medio sobre el cultivo
confluyente y se remplazé con medio fresco con suero minimo para mantener la viabilidad (0,01% para células BSC-
1). Se afiadieron preparaciones de AMP-18 al medio de cultivo y 4 dias después se aclaré la monocapa celular, se
desprendié con tripsina, y se contaron las células usando un hemocitémetro. La determinacién de la capacidad de
AMP-18 de iniciar la sintesis de ADN se midi6 por la incorporacion de [*H]-timidina (Toback, 1980); para confirmar
el ensayo de sintesis de ADN, se contaron autorradiogramas de células niveladas (Kartha y Toback, 1985).

La proteina AMP-18 se expresa en la mucosa del antro y a un grado menor en la mucosa del cuerpo adyacente. Sin
embargo, tanto los extractos del antro como los péptidos sintéticos activos estimulan la proliferacion de las lineas de
células epiteliales mas simples. El principal criterio usado, aparte de las células que pueden ser dianas naturales para
AMP-18 o sus péptidos, fue el de control del crecimiento, particularmente la restriccion de densidad celular. Muchas
lineas de estomago transformadas derivadas de pacientes con cdncer humanos estdn disponibles en diversas fuentes,
pero la mayoria de éstas no muestran control del crecimiento. Por ejemplo, un sub-linea celular de adenocarcinoma
AGS gistrico del Dr. Duane Smoot (Howard University College of Medicine) mostr6 un grado mayor de inhibicién del
contacto, y respondié bien a AMP-18 y sus péptidos derivados. Estas células no sintetizan de forma natural AMP-18.
Se observaron respuestas similares con las células epiteliales intestinales IEC de rata no transformadas (proporcionadas
por el Dr. Mark Musch, Dept. Medicine, University of Chicago); las tltimas mostraron excelentes caracteristicas
celulares epiteliales en cultivo (Quaroni y col., 1979; Digass y col., 1998).

18. Receptores para AMP-18 en la Superficie de Células Epiteliales

La caracterizacion de los receptores celulares diana de AMP-18 es intrigante a causa de la aparente existencia de
receptores en células que no se espera que nunca contacten con esta proteina. Se realizaron ensayos de respuesta de

21



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2332882 T3

crecimiento inicial sobre lineas de células epiteliales derivadas de rifién, que respondieron bien al factor estomacal.
Se usaron lineas de células gastricas, asi como las células IEC-6 de epitelio intestinal de rata no transformadas, para
abordar los receptores en células que probablemente son las verdaderas dianas fisioldgicas para el factor del antro. La
especificidad para la accién de esta proteina in vivo probablemente surge de la naturaleza extremadamente especifica
de tejido de su expresion, en lugar de la de su receptor. Es posible que la AMP-18 pueda interaccionar con receptores
compartidos con otros factores de crecimiento. Sin embargo, el estimulo del crecimiento aditivo de EGF y los extractos
del antro sugiere que la AMP-18 puede tener nuevos receptores.

Pueden buscarse moléculas proteicas en membranas celulares que interaccionen con AMP-18 de varios modos
diferentes. Se usan AMP-18 pura o péptidos relacionados marcados, por ejemplo, con biotina o yodo radiactivo, para
estimar la cantidad de sitios saturables sobre la superficie celular. Se usé el andlisis de Scatchard de los valores de unién
para determinar la cantidad y afinidad de los receptores. Para estudios cuantitativos, se mide la unién a concentraciones
crecientes de ligando AMP, y se identifican componentes no especificos midiendo la unién en presencia de un exceso
de factor sin marcar. Los factores de crecimiento yodados se han entrecruzado con receptores celulares posibilitando su
identificacion (Segarini y col., 1987). Se incuban ligandos AMP marcados con células, y se entrecruza el ligando mar-
cado con los receptores por suberato de disuccinimidilo. Las proteinas marcadas se resuelven por SDS-PAGE, y se usa
autorradiografia para visualizar el complejo entrecruzado que permite una estimacién del PM del (de los) receptor(es).
Los miméticos o antagonistas peptidicos sintéticos permiten estudios de los receptores celulares, y sus propiedades
se deducen de forma razonada antes de su futura identificacion definitiva, supuestamente por técnicas de clonacidn.

Ademds de estudios de entrecruzamiento, se usan anticuerpos, o AMP-18 o péptidos marcados con his6 para aislar
proteinas celulares o mucosas que se unen a AMP-18. Como un enfoque adicional, puede crearse una matriz con
afinidad por AMP-18 inmovilizada usando Sepharose activada con CNBr. Como un comienzo simple al andlisis de
la via de transduccién de sefiales mediada por cualquier receptor celular, estd disponible un ensayo para ensayar la
actividad tirosina quinasa de proteinas en aislados de afinidad (Yarden y Ullrich, 1988; Schlessinger y Ullrich, 1992).

19. ;AMP-18 Se Procesa en Péptidos Bioactivos?

La(s) forma(s) molecular(es) funcional(es) de AMP-18 no es (son) conocida(s). Ciertamente, la de aproximada-
mente 18 kDa es la forma proteica que se acumula en las células de la mucosa del antro, y no se detectan cantidades
sustanciales de polipéptidos de PM inferior con los antisueros, aunque reaccionan con fragmentos de pepsina hasta
aproximadamente 10 kDa y también con el péptido 78-119 bioactivo (que tiene solamente 42 aminodcidos). Tener
acceso a AMP-18 marcada o sefialada posibilita explorar la cuestién de si la proteina se procesa en extractos de la
mucosa del antro, o por las células epiteliales que responden a la misma.

20. Genes para AMP-18 en el Hombre y Raton

Usando técnicas de PCR que emplean cebadores basados en la secuencia del clon de ADNc humano, se obtuvieron
clones genémicos de preAMP-18 humana y de ratén. La estructura de exones/intrones (Fig. 13) estd completa. Los
exones de AMP de ratén son suficientemente similares a los del ser humano y el cerdo para permitir que se ensamble
una secuencia del gen de ratén. Los genes humano y de ratén tienen estructuras muy similares, siendo el gen de
ratén ligeramente mds pequefio. La ORF contenida en los exones del gen de ratén predice una proteina que tiene una
identidad del 65% con las proteinas humana y de cerdo. Una secuencia de 2 kb estd cadena arriba del gen humano.

21. Eliminacion del Gen de AMP-18 en Raton

A partir del mapa de raton se disefia una construccién de direccionamiento. La construccién preferiblemente con-
tiene: [5” - TK (un gen de timidina quinasa funcional) - aprox. 5 kb del extremo 5’ del ADN de AMP-18 - el gen
de la neomicina fosfotransferasa (neo) bajo el control del promotor de la fosfoglicerato quinasa (PGK) - aprox. 3 kb
del extremo 3’ del gen - 3’]. Se requiere una longitud considerable de homologia de la construccién con el gen de
AMP-18 residente para un direccionamiento eficaz. Aumentando la homologia total de 1,7 a 6,8 kb se aumenta la
eficacia del direccionamiento homélogo en el gen Arpt aproximadamente 200 veces (Hasty y col., 1991). Mas alla de
la longitud total, la eficacia aumenta solamente ligeramente. Para facilitar la deteccion de integrantes homdlogos por
una reaccion de PCR, es ttil tener el gen neo cerca de un extremo del vector. Los transfectantes resultantes pueden
proporcionarse por PCR con dos cebadores, uno en el gen neo y el otro en el locus AMP-18 justo fuera del vector
de direccionamiento. Se han obtenido regiones flanqueantes que se extienden 4 kb 5° y 4,5 kb 3’ del gen de ratén. A
través de recombinacién homdloga, se remplazard la region codificante por el gen neo para asegurar una eliminacién
completa del gen ya clonado. Después de retirar por recorte la secuencia plasmidica, se introducira por transfeccién en
casete de direccionamiento en células ES y se obtendrdn transfectantes estables por seleccién con G418, un andlogo
de neomicina, y ganciclovir (Mansour y col., 1988). Se usardn transferencias de Southern con la sonda de la secuencia
flanqueante para explorar recombinantes homdlogos dirigidos. Los clones de células ES correctamente dirigidos se
inyectardn en blastocitos de ratones C57BL/6.

Se reproduce la descendencia masculina obtenida de madres suplentes que tienen al menos un 50% del pelo aguti
(células derivadas de células madre embrionarias (ES)) con ratones C57BL/6. Los ratones F1 que son aguties tiene el
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componente paterno derivado de las células ES (aguti es dominante sobre negro). El 50% de estos ratones debe tener
el alelo preAMP-18 eliminado. Estos ratones hemicigéticos se controlan para cualquier efecto de dosificacién génica
disminuida. Son preferibles ratones knockout homocigéticos. Si la unica funcién de AMP-18 esta en el estémago
después del nacimiento, entonces se esperan homocigéticos viables. Si no pueden obtenerse estos, se indicaria un
defecto letal para el feto, y se estableceria una fase fetal de aborto. Este resultado sugeriria una tarea no prevista de la
proteina en el desarrollo normal.

Los ratones AMP-18 knockout homocigéticos son titiles para investigaciones de morfologia y funcién estomacal.
Se espera que dichos ratones knockout muestren si AMP-18 es esencial, y en qué fase del desarrollo gastrointestinal es
bioactiva. Es posible que los ratones AMP-18 knockout hemicigéticos ya muestran un fenotipo. Esto podria suceder
si la dosificacién reducida de la proteina redujera o eliminara su funcién, o si la imprimacién parental o la expresion
mono-alélica aleatoria tiene una influencia significativa. Un intervalo de posibles consecuencias de la eliminacién de
AMP-18 en ratones incluye: i) ausencia de homocigdticos viables, lo que implica una tarea en el desarrollo esencial
no previsto; ii) homocigéticos viables, pero con funciones gastrointestinales obviamente alteradas; iii) sin fenotipo
fuerte, es decir, la proteina no es importante para el desarrollo y vida del ratén de laboratorio. Si es apropiado, se
persigue la generacion de AMP-18 en ratones con sobre-expresion. Una proteina AMP-18 truncada producida en los
ratones podria crear de forma potencial un fenotipo negativo dominante; el conocimiento obtenido de los experimentos
definird adicionalmente los dominios funcionales de la proteina.

Abreviaturas para aminodcidos

Aminoacido Abreviatura de tres letras Simbolo de una letra
Alanina Ala A
Arginina Arg R
Asparagina Asn N
Acido aspartico Asp D
Asparagina o acido aspartico[Asx B
Cisteina Cys C
Glutamina Gin Q
Acido glutamico Glu E
Glutamina o acido glutamico |Glx Z
Glicina Gly G
Histidina His H
Isoleucina lle I
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 V
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REIVINDICACIONES

1. Una composicién farmacéutica usada para el tratamiento de un trastorno gastrointestinal, comprendiendo dicha
composicién un péptido estimulador del crecimiento; estando seleccionado dicho péptido estimulador del crecimiento
entre el grupo constituido por las secuencias de aminodcidos KKLQGKGPGGPPPK, LDALVKEKKLQGKGPGGPP
PK, y LDALVKEKKLQGKGPGGPPPKGLMY.

2. Uso de una composicién que comprende una proteina gastroquina que comprende una secuencia de aminoacidos
consenso seleccionada entre el grupo constituido por VKE(K/Q)KXXGKGPGG(P/A)PPK, VKE(K/Q)KLQGKGPGG
(P/A)PPK y VKE(KJQ)KGKGPGG(P/A)PPK, o un péptido seleccionado entre el grupo constituido por las secuencias
de aminoacidos KKLQGKGPGGPPPK, LDALVKEKKLQGKGPGGPPPK, y LDALVKEKKLQGKGPGGPPPKGL
MY para la preparacién de un medicamento para el tratamiento de una lesién del tracto gastrointestinal de mamiferos,
en la que tiene que estimularse la migracion de células epiteliales.

3. Uso de una composicién que comprende una proteina gastroquina que comprende una secuencia de aminoacidos
consenso seleccionada entre el grupo constituido por VKE(K/Q)KXXGKGPGG(P/A)PPK, VKE(K/Q)KLQGKGPGG
(P/A)PPK y VKE(K/Q)KGKGPGG(P/A)PPK o un péptido constituido por la secuencia de aminodcidos LDALV
KEKKLQGKGPGGPPPK, para la preparacién de un medicamento para la citoproteccion de células epiteliales da-
fladas en el tracto gastrointestinal de mamiferos en la que las células epiteliales dafladas tienen que ser células a poner
en contacto con dicha composicion.

4. El uso de la reivindicacién 3, en el que las células dafiadas son una tlcera.
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GGGCRCGAAG
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CRPAGTCGRT

GTGGGATTCC

TACTGTGCAC

CGTGTCCATA

TTTGTGCAGT

TGTTAACTCG

TTTATGGATG

CARCTTCTGC

TGAGCARAGT

CACCAATAGG

AGTTARGGGTT

TTTGARATTTT

AATATTTGGG

GTAACTGGGT

RAAGRAGAGA

ATARCTGATA

RCTGCATTCT

GRTGACCARA

GTGTTTATGA

TAGRAATGCT

TGATTATGGA

CCCTCRAGTC

CCTTTCTACC

GACCACCTCC

GACCTGRGCH

AACATACATG

CCCARGTTAG

GTGGGCACCA

GCTTGCTCTG

GTTCTTCACA

AGGHRAACTGA

FIG.1 Cont.
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CACATCRAAT
PCT'PGRPACC
RGCCTCAGTR2
ATTAGATTTA
KGSTHAGTRG
ATATACTARA
KTTGTATATY
TCCATEATGT
HATGAGTACC
CAGRREGRTGA
TGAGGTCCRA
GARAGCTGAGG
AAGATATACA
AABATTTAGC
AACRAACCAC
TCTCTTTTCC
CHRGGGCCTS

EGTTCGGARA

GTGATGCAGG
TGCCAGS' AL
GCAATCTTAT

GGTACAGAGA
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7801

7851
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GGTCACRRHA

CTGTGCTCTT

TAGACTCARG

ARTGCTARTA

TCTGGACATT

CCTRACTTRA

ARCRAGTAGR

ACTCCCCCAA

GGCTTCTTCT

ACGTGCTACH

RGACRCGGTG

ATCTGAATAT

GTCATTCTGA

PATAARATCR

TTCTTATGRC

AGTTGTTGAA

CTCCTGTAAA

TGGGAATGGT

ES 2332882 T3

TCCTTGCCTG

EAATATTATG

TCATATTCAA

GRATCTATTR

CAMAGAACAG

TGGCALRTTTT

TAPACCTTGA

TCCCCTCCAR

TTTCTCTTTA

CGACCAGTGT

GRGRACTARR

GCTGTGCAGA

ARTTTTTCTC

TTTHGCRTTG

TTGGAATGCA

GTGCATTARGA

GAACCCCTTC

TCCRATACTC

GGTCAATTCC
GAACARCTGCC
BAGARRTGCAT
RCTTTCTATA
CTGCACACAAR
CCRGATCTCT
CATTAGCACA
GRAAARZPGTC
T'TAGRGGCAR
ACTATGGATT
CRATTTTTTA
RAARABATATGG
TACTAGTTAT
HBATTCAGTGT.
CAGGATCAAR
CTCAACTGCT
AGGTGCTTCR

TCCTACTCCT

FI1G.
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ARGCATTTTG
TTTTAAGTGT
GRATGGCTARA
GCTCAGACAA
ACARAGTGTC
GAATTGATTG
TAGCTAGTTT
CTTRAATAGA
GCCTGTTTTT
GTGGACATTT
AAGCCACTAT
GCTCCAGTGG
GTTTGATTTC
ATHCTCACAT
AATGCAATGT
AGCCTATATT
GRCRCCRCTA

CTGTCCRCTG

1 Cont.

GCTGTGGATT

GAATCAAGRG

ATGARRGARG

TCACTTAATT

TACCTAGGGA

RTTTCATCAC

GGAPACCCCT

CARTTAATATR

TTACTCAGGH

CCTTCTGTGG

GGATTTAGTC

TTTTTACCRT

TTTAAGTTTC

TTCTTACAART

GGTGGTGGCA

CARGARCCTGT

ACCACRACCC

CTTRR
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201

451
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781

CATGCTTGCC

TCRCARTTGT

GCTAACTETA

GCAGCAHGTCR

ETRRCARCGG

TTTGCYGCERR

GARCARAGGAA

RAAAGRAGCT

RTGTRECTCAG

FAACRTTGCA

TGCRAGHGGT

GTACTATGGR

AACARATTTTT

GAAARAATAT

TCTACTAGTT

TG

ES 2332882 T3

TACTCCTCTG

CTTTGCTGGA

ATARTCAACGT

GTGAGTGTCR

ATGGGACTCC

CCAGACTCTT

GTCATGCCCT

TCAGGGTAKG

TCRACCCHAR

KACATGTGTC

PAGCCTGTTT

TTGTGGACAT

TRAAGCCACT

GGGCTCCAGT

ATGTTTGATT

TCCACTGCTT

CTTCTTGGAG

CAATGATGARC

RCARTGRACA

TGGARTTCCA

TCARRAGAAG

CCATTCAATC

GGACCAGGAG

CRPAGTCGAT

GTGGGRTTCC

TTTTACTCAG

TTCCTTCTST

ATGGATTTRG

GGTTTTTACC

TCTTTARGTT
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TCGTGARGHC

TCTTTCTAGC

MACRRCAATG

CRATGTEGCC

TCTGGGATTA

ACARTGCATTG

CCTTGATGCA

GACCACCTCC

GACCTGAGCA

AMCATACATG

GhRCGTGCTA

GGAGACACGG

TCATCTGHAT

ATGTCATTCT

TCARTAAAAT

ARGARTGRAGT

TCCTGCCCTR

CTGGARGTGSG

KATGTTGACA

TGGRRATGGC

TGCACMAAAT

CTGGTCAAGG

CRRGGGCCTG

AGTTCGGAAA

GCTGAGGAGA

CRCGRCCAGT

TGGAGAXCTA

ATGCTGTGCA

GARATTTTTC

CATTTAGCAT
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FIG. 3

MKFTIVFAGLLGVFLAPALANYNINVNDDNNNAGSGQQSVSVNNEHNVAN

VDNNNGWDSWNSIWDYGNGFAATRLFQKKTCIVHKMNKEVMPSIQSLDAL
VKEKKLQGKGPGGPPPKGLMYSVNPNKVDDLSKFGKNIANMCRGIPTYMA

EEMQEASLFFYSGTCYTTSVLWIVDISFCGDTVEN
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GRATTCRAKC

RCCAGCATTC

CAGCCCTGTA

GRGCTTTTCA

TCCCCCTTTA

GTTAAARAAT

GTTTACTTAT

TCTTCCCTTR

TGGTTCTCAT

TTCRCAGGGG

GATTCATRAC

ATGGTTGTGG

AGRACTGTTG

CCAGAGGCAG

TCCGRAGCAHG

AACAGTCCAG

CCTTGAATGG

GCCGGECATC

ATCCCAAGAT

GTGRATGTTT

1001 TAGGGGAGAR

1051 CCTGGGATRA

1101 RAGTGCCTTG

ES 2332882 T3

AGCAGGCCAT

THGAAGAGRT

AGCTCCAGAC

GRGTGGAPAT

TTAGATTTGA

ARTPAGTGTC

TTTGCCAAGT

TTTTAATATA

CCTGTGGGCC

TCACATATCA

RGTHGCAAEN

TCACCRCTAT

TTCTAGAGGC

TGARAGRAGT

TGAGGAARCTT

GRGAAGAGCG

HATCAGAGTG

TCAGRCGCTG

GCCATTCCRR

CTRACGCTCCG

CCCTGGGAAR

GGCAGGCTTG

ACCAAGGCTG

CTTTCACCARG

GCAGGCAGTG

CRTGGAGARLG

CTGTGGRTCA

ACCRCCRGCT

AGTCAGTTCT

GACPGTCTCT

ATATTTGAAA

ATGAGCCCTT

GATATCCTGC

TTAGTTAGGA

GTTARGRGGGT

RAATRAGAAG

TTCCRCGTAG

KRAAARRAAGAA

GGGCATGRAR

TGGGAAARTT

GTAGCTGGGG

TGAGCTTGAG

GAARTTARATG

ARTGGAGGAC

GTCCTACAAC

GAGTGGAGAG

F1G.
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CACTATCCGA

AGCTAAGCAT

AGGPAGGTTGC

GTGATTTRTA

TCAGTTGTAG

CCTTCRAAAC

GCTTCCTCTC

GTTTTCATTA

TGGGGGGGTT

ATCTTAGCTE

AGTAGGERACK

CCGCAGCATT

ACAGAGTTCC

BAAGTGAARGA

BACCARRPAAC
GGCTGAGTTC
GGTGTGGLTG
ARACAGGAAR
ATTTTTCTCR
TTTACTTATT
ATTCATTGAA
TCTGGTAARA

CTGTTGGTGA

4

RTCTAGCCAT

CAGACCCCTG

TGGGTICAAG

RAAACACAGTT

RAGAGRACAG

TRTTTTARAC

CTAGGRGLAG

TCTAGAGCAG

GRACGACCCT

TTTACATTAT

ARATRACGTT

CRGAGGGTTG

TTGATAGGGC

AGGTCTGGTG

ATTSCCAACT

CCATGGGATG

GUAGGCAGGT

CCCCTTTAGG

TGGACTGCCA

TTCCATATTC

ATATCTGAGT

GTCCATCAGG

GATGTARGGG
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1381

1401

145)

1501

1551

1651

1701

1451

2001

2051

2101

CAAGGTTTAG

CCCCAGAGCT

GCTTTGGTGC

AGGCCAGECH

TTCCTTCCTT

TGGTTTTGTT

AGAG2GGGGGE

CTGGGTAMRG

GTACCRGGRA

GTTTAGGGAT

ACCCACRCCC

GTTTRCTGAG

GGGCCCTACT

AGATACAGGR

TAGCTTGAGC

TGAGCACGCC

CTCACAGTAA

AGTCAGGGGT

ATATTCTCCT

GAGRRGAAGA

ATTGTCTTTC

CTGGGCTCCA

ATTTCTCCTT

ES 2332882 T3

TTGCTAGATA
CTAACCCACT
CAGCTGCTAG
ATTCCTCRAG
GGAGTTCCTT
RAAAAGTTTT
APRTAAGGGT
GGHAGGRGAA
GGGCAGGTGT
TACTCTTCTC
ATGGCTTCCA
ATACCTTCGT
GRGCAGGCAG
GAGGGARGCA
ARAGCTGGTC
GCCTGATCCT
GTCAGATCTT
GAGGGGGTCT
TTCTTTTCAT
ATTGCCCCGG
ACRCCRI'CTG
GARAGAGTCT

TCTTATCCAT

TGTAGARTGGC
GAGARACCCR
TGACATGGCT
GRAACATCTG
TCACAGCTAA
CAGTATGACT
GGAAGGAGCT
GARHCCRTTC
ACACACAGAT
CCGAATCTGR
TATTCCAGAA
CRGAGGATGA
CTAARGGCTT
GATAAGCCGT
AGGTACAAAT
CTGCTCCARCC
CTTTTCARATG
GRCTCTTACG
GGAATCATGG
AAGAGCCTGT
TTCCAAGGTT
TTCTTAGCCT

GATTTCCACT

F1G.
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KRGATGGTGC
GGARATGRATG
GGALRGCTGC
GCCAGGGTGC
GAACBTCATC
TGAGCATGGT
GGAGRAAGCT

CCGCATTCCC

GTCAGAGGCC
CCGGGCCTCT
GGACTCCACC
AGCAGAGGGC
ACACTCCTGC
CAGCACCATA
GCACTGTTAC
TGTTTACAAG
CRCAGGCTGR
CTRCTTAAGA
TGATCTCTTT

TTTACCAGTT

4 Cont.

TGCCAACAGC
BTGGGAGATS
ACTGGCTTCG
AAGGGCCAGT
CCCCAACCAC
CRAGARGCAT
TACRATRGGA
ATAGGAGCCA
GCCATGTTTG
TACGTAARAT
ACCGTGTAGA
TCCTGCCTRA
GCAGCTCCAC
TGAGCACRCC
TGAATGTCTG
CGCCATGAAG
CAACATTAAT
CRTAGTGGRR
CATGTCCATR
RTACTGTEGH
CGAGCAGTCT
CTTATTTCTG

CTGGGCATGT
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TCCGGTCAGR

TGGCTGTTRA

TGGRGARLGT

TAGGATACAG

TATTGGCGCT

ACTATGACCR

ESCACAGGCC

GTTCTCGACC

TCGTGARCTCC

TTTTGCTACC

AGRTAP.CCTA

GGTGGRGRAC

TTACRGGAGA

ES 2332882 T3

CTGGARGETC

CRTGRRALCH

CTCTGGGGAT

EGGCTCAAAC

GCTTTATGREA

AGARGCGTCC

RGPGGGCTGC

TTCCTAATGC

CAGCCATAAA

ATTARTGAGTT

AGARARCGGTT

TLCTGGTCTA

TARACRTCATG

GGGTTGTTTT

CTGTCCTGGA

CCGCCTGCTT

GTCTGSCTCA

GARARTARAT

ATTCCTTCTG

CAGGGCTTTC

BGTTTTCRAGT

GTTTTGTTTT

ACTCACCTTT

CTGCCTCCTG

CATCTGGCTT

2TAGTAGLAR

CTRGGAAGAR

ETTACACTGT

GTCTGARATT

ACTGTTGTCA
ACGGTCCTTG
GAAGCTATCT
ARGAGTGCACA
TCATATGRAT
ACCTCRGAAC
GTTTCTCTTC
TGTGACCCTT
ATTACTTTCA
GTAATGTARR
GTTTGACCTT
GGGTCCTTTR
CTCAAAAACT
TCRAGACAGG
GTAGACCAGG
AGCGCTGGGA
TTTAARGAGAC
TGCTTAACCT
CACGTTCCAG
GCCATGCRCT

CAGTGTCLAR

RAACTAGTCT

GGCCCTGTGC

CAGTTTCCCC

TATTCAATI'T

TTRTGGARTT

hGGTTGGGTG

TAGTTCTGTC

TAATACAGTT

TTGCTACTGC

TATCTGATAT

TRAAGGGGTC

CAGTCCTTTA

CCCTCCACAT

GTTTCTCTGT

CTGGCCTCGA

TTAARGGCGT

CGATTTTAAC

ACTAAGRCAR

ACTAAGGAAR

KATTTTATGT

ATTCTAAGAC

FIG. 4 Cont.
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TCARCACTCT

ARGCATITCT

ACTGAAGTCC

CAGCATACTC

GGARRTGTAA

GGGARCTCCA

TAGAGGAGTG

CCTCACGTTG

ATRACTGTRA

GCAAGATACC

ACARCCCACA

GCTGCCTCAT

TTGGCTTTTT

GTRGCCCTGG

ACTCAGAART

GCGCCACCAT

TTCTTGCATT

TRAAKACAGS

ARPACCTTTT

TTTCTTCRTC

TACATATGAA



3351

2401

3451

3501

3551

3001

3651

3701

3751

g0l

3851

3951

4001
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4101

TATCATTACA

GTTTERARER

BAANTCRGTA

CGACCACCAG

TTGGCCTCCT

AAGTTCRTTG

CTCTGCTTCT

RYGTAGRCGG

GTGGCCAATA

GGAHCTATGRA

CCHCCRCCCA

AABRGCTACC

TGCATATAAT

GGATCRRTAG

TTGGTCTTCC

TGGAGGCTGA

CTTATGGAGA

ATGCRAAGCA

ATGTAGTTTR

GGATGGRGGET

CARCTCCCCCR

ES 2332882 T3

GTAACTCAGC

BAGGTGGAAG

ACTATTTCTG

TCCTGTTCTC

TGCAGCTCCT

TCRAARACTGC

TRATGARCATT

ARGTSGRCRG

TCGACRACHRR

RACGTATGTA

TTARAATTTC

AGTAARAGTG

TATTGCTAAT

TAARGGATAAR

CIGCAGAGRG

RTGAAATACG

ATGAGTGAAG

RCRCTTGGCA

APARGCARAG

KRGLCCARGGT

TARCACRCRTA

FIG.

AATTCPRTGT

AAGRRAGCAC

ATGAGCTTGG

TGTGCTTTCA

GGTTTTGCTT

ATTTACAGTG

AGRCGGTCAA

CATTCGGTGA

TPACGGTTGG

ATGGACACAC

TGAGGTGAAT

CCCATTCCAC

AAGTATTACR

AACTATGTAC

TCTCCATGAT

AATGCCTCTG

TATGAATGCT

CCACCTGCCA

CCTGTCTTCC

ATGACRGCCT

CACACACCCT

TACCRGTARG

RGRTAGTTTA

TGAAGATGCT

GATGTTCGTC

ACGTRAGTCT

AARTGTGATC

CATCARTGGT

GCATCRRTGG

GRCTCCTGGA

AGGGTAARGA

TCTAGCTGTT

TCARAACRAT

CRATAGGTCG

AAARGACAAAC

GTTAARGGTC

TGATGGAAAA

ATTAGTTGTA

ATTACTACTT

CTGCCTCCTG

TTAAPAGTTT

CCTARCTRCAC

4 Cont.

39

TTTTTCTGTA

GCRCATGGGT

GTARACCATG

GTGGGTCTGC

CARTTTTTCTG

TTRAGTCACC

RATGATGGCA

TGTGCACARC

RTRGCCTCTG

TRTGGTGTAG

CATGARRCATT

TTTRACTTTTT

ANATTCAARG

ACAGTATCCT

CRATGTTTTA

GGCCCAACAT

AGAGARAGGCG

TCCTATTTRA

GRRACACTGC

GTCAGCRAAA

TGGAPCTGAR
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4601
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4701

4751

4801

4851

4901

5101

5151

5351

5401

5451

GCARAGGCAG

CTRTATRTGE

CTCTCCCCRG

TCCTGGGGRA

GCTGCCACGR

‘CAAGGRTGCC

RGPRAGGTARA

CTCCAGTACA

AGCATGTTTG

TGZCTGARTG

TGCCTCTGCA

CRRARGGTCTG

CCTACRGTICG

CAGATGARRA

TGAGRTATTC

CAAATGTAAC

TGGGRAGAGG

CTPAGTGATA

GCTCTATCTC

ARAAGTGCTT

TARACPACTA

ACCAAGCCAT

ES 2332882 T3

TGGGTTAGAT

TEGCCAGRGA

CTCCTTGTEG

CCTGTGCCTC

GACTCTTCTC

ATGCCCTCCC

GTCCTGCCTT

CAGTGARGTC

TCATGATAAR

GAGGGTGGCT

GGGTCCUGTH

TACARCTTCAG

TTGGGGTTAT

GRARTCCTTT

TCAATACTAA

CAAGTGTCCT

GAGCCCGTGE

AATTGGTTCC

RGRAGTTATC

CRERRTUTCRG

TAECTTCAPA

TCAARGCTAG

FIG.

ATATCCRCCC

CACARCTGCR

CTCTGTTTCA

ACTGTTCTCT

CAAGARGTCA

TTCRGGACCT

CTTCTTTGGA

ACCCCCATTC

TGCCACARRC

TCCACTGTGT

HWAGCHCTGGC

TRACARGCCCT

‘ChGRACTAGC

TTAARGTCTA

AABPAARRRA

ATRTCCAGTG

TTTTCACAGT

TATARCAAGC

CTSTAGTGCT

RETARGTTTT

CCATCTARAGC

PATTGTTTCT

4 Cont.

40

TCTAAGAGTT

GGACAGCCAG

GTGGTGACTT

GTCTTCTTTA

TGCATTGTGC

CGATACRATG

GTGRCAGGAA

CCTCTTTGGT

ATGTRAAACT

CAGATGCCGT

TATCTTGAGT

CCATATTTCA

RAACATRGAG

AGTATGCCTT

ATTGTTGCTT

TCAATCATGG

CAGRCGCCTG

ARGCCAGTGA

ACCCTAGART

GCTTTGGACT

CTCGTGGGAC

TCACCTTACT

TGCAGGTCAT

ACTCTGAGCA

GTGACHAGAA

ATAGAGTTTC

RCAGARTGAR

GTCAAGGRRC

GTCTTACAGT

GGAGCATGAC

GTTCAGTGTC

GGCCCACATC

GTCAGAGACC

AGGGCACACT

ACTGGATTTT

ATACAATGTT

GCTTGAARAT

CTGTAGTAGAR

AGTTATTCTT

RTATARATAA

CTARGAGAGC

TCTGTTTTTC

ACTTRGAAAT

TGRAABRCAMA
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ATGRCAACCA

PAGTCCTGGG

ACTTCAGGGT

CCGTCRACCC

GCTGGCATGT

TGTSTACCCT

RGACHCTCTA

GCAAACACTT

CATTRAAPRKA

ACAGCTTCTG

GTCRCRRELC

TACCGTCTTT-

AGGAARGCAT

ARTCTATCGA

TRGTATCCAC

RGATCTCTGA

GTAAGAGACA

TRARATTRAART

GTCCTAGGAT

ACCAGCCTTT

CTGCGGATGT

GGAAAALCAAC

ES 2332882 T3

PPARTTGTCC

CTCAGGGATC

AAAGGGCCTG

TACCAGAGTG

GCRGGGGCAT

GRGATGCTGT

RAGTGTGACC

GCTTGCTCCT

AATAGTTCRC

CTCTTAGTCT

TTTTGTCTGG

CTGGGTGGGT

GUGAAGTAGG

TTCTATRGCG

FRGGTGTCAG

AGTGARRAGAR

GAGAGGCAGA

ATATAGTTTR

RGGCRCTGAT

GTRCTCHRARG

CCTTCTGTGG

CCGTGGGCTC

FIG,.

CCACTGLCCT

ATTCACTTTC

GAGGAGCTCC

GAGGACCTGA

CCCTACCTAT

ATRTCCCAAT

ACRGACGGARC

TGTCAGACAG

AGGCTCCTCA

TACTTTTTAG

CTCAGGTTCT

GGGCTCTAGH

GARAGACCRAA.

CCAATGCTTA

CCTAAGATCC

GHAARGCAAGA

GACARAGAGA

GARATTACGA

TTGGACTTCT

AAGTGCTACA

RACRTCAGTG

‘TGACCATCGC

4 Cont.

41

TGTACATCTT

TTTCTTTCCT

TCCCHAGGAC

ATRCATTCGG

GTGGCCGAGG

GCARGTACTGA

CAATCATGTG

TTGTCCRTGC

CAGAARCCTT

RARCTGRGAC

ATGTCTTTAP

GTRRACTTCA

TGRAAGGAGA

KRCTCCTAGGC

TAATCTAACA

GAGGAACAGA

CAGGGAGAAT

CTCCTCACAG

TTTCTTCTCA

CAGCTGACAT

GAGACATACT

AATGCTTGAT

CAGATCAGTR

TTCACACTCA

TTGATGTACT

RCCAAMAGATT

AGBTTCCAGG

GAGAGCCATC

GATTRATCAGR

TTCRBRAGIT

RGTAGRATCC

CCAGAGARAG

CTTTATAGAA

AGTGAGTTCA

ATGCCARTGA

GTTCAAAGAR

GCAAGTTTTC

GRCAGAALCH

AGARGAGGGAT

TCCCTGCAGA

CTAGGACCAA

ACTCTGGATT

RGARGTCACA

TATGAGAGTG



6801

6851

7001

7051

7101

7151

TTCTCTGGGG

CAGCACATCC

ATGTGGCACC

CTCCAGAGTT

ARGGCCAITGC

PRARAPRGRGC

GAGCCAGPAG

ACTAGAACAC

CCCATAACTG

AAGATGGCCC

RGICRHCCTG

ATTTACTGGT

GGATCCATTC

ARTGGGTCTTT

ES 2332882 T3

GTTGTGETTR
AGTTTGTART
TGCCAGCCTG
TTCAAATACT
PTSTCTGRCTA
TCAGRGTGEC
TATCAATART
HCGCCTGCRG
CRCACCCCCT
TTGCTTTTTT
ARCTCTCTACA
GAATGGCACT
AT'TGACAGGC

CCTTGAAGGA

FIG.

GCTTCTTTAR
GACATGCCTC
TRTTCAGGRC
BCHRAAGCACA
CATTBACAGAC
TGGRATCAGC
CBCCCRAGGA
ATACGGARGRA
TCTGTAAACT
TTATTATAGG
TTTATATGTC
TCTATATTCC
CPAGRGTGAG

GRAGGATCCA

4 Cont.

42

GGCTCRATAR

ATGECTTCTA

CTCTCCGCTA

GCCTGGGTTT

AAACAAGTTT

BZAGGGTGTTT

GGAGACACTG

CCTCAGCATT

CTGCTTCTTT

ACALIGATARC

TT.CCCAGHTC

CTTGGTTCAR

RTCRCATGAT

ACCCACGTGG

TGGGAGTCCA

THRARGCATCC

GGGCTPCAGAT

TARRAGRAAG

TTCCTGCAARG

GGRATGARGAG

GCCGCTCTCT

CTTTCACCTG

TAGACCAGAA

KAGAARTATT

TRKGTCTACA

RCCCAAGCARC
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ES 2332882 T3

ATGTTCGTCSTGEGETCTGCTTGGCCTCCTTSCAGCTCCTGGTTTTGCTTACACGGTCAAC
ARTCAATGGTPATGRTGGCARTGTRGRCGGAAGTGGATAGCATTCGSTGAGCAT CRATGGT
GTGCACAACGTGGCCALTATCGACARCARTARCGGCTEGGACTCCTGGAATAGCCTLTGE,
GHCTATGAALACAGTTTCGCTGCCACGAGACTCTTCTCCARGARGTCATGCATTGTGCAC
NGAATGAACAAGGATGCCATGCCCTCCCTTCAGGACCTCGATACARTGGTCAAGGAACAG
BAGGGTARAGGGCCTGGAGGAGCTCCTCCCARGGACTTGATGTACTCCGTCAACCCTAREC
AGAGTGGAGGACCTGAATACAT TCGGACCAAAGATTGCTGGCATGTGCAGGGGCATCCCT
KRCCTATGTYGGCCGAGGRGATTCCAGGACCARACCAGCCTTTGTACTCRAAGAAGTGCTAC

ACARGCTGACATACTCTGGATTCTGCGGATGTCCTTTTGTGGAACATCAGTGGAGACATRAC

TAG

FIG. 5
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1 MKLTHFVVGL LGLLARAPGFA YTVHINGHDG MVDGSGQQSY SINGVHNVAR
51 IDUMWGWDSH MSLWDYEWSE RATRLFSKKS CIVHARMUKDA MPSLQDLDTH
101

VEEQKGEGPG GAPPKDLIYS VMPTRVEDLN! TEFGPKIAGHT RGIFTYVALE

151 TIPGPHQPLYS KKCYTADILW ILRMSFCGTS VETY

FIG. 6
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atgcctgact

sattgccttt

actatagtat

cagtcagtga

caatggatgg

ctgtaaccag

aaggaagcca

gaayctlicag

actcagtcaa

atcgttgccs

sggagcaaac

tetggattcet

ES 2332882 T3

tctcacttca

gctygactte

cagtgtcaac

gtgtcaacaa

aactcctggs

actcttcgag

tgceeteect

ggtaagggec

cCcccaacaga

tgtgcaaggg

ctgatttegr

taacatttcc

ttgecattggt

ttggtgrett

gacgacggcea

tgaacacaac

atgcecctctg

aagaagtcat

tcaagcccett

cagggqggacc

gtcgacaace

gattccaaca

actcagsaaa

ttctgtagag

FIG. 7
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gaagccaaga

cctgactcet.

acagtggtgy

gtggecaaca

ggactataga

gcattgtgca

gatgcgetgg

acctcecaag

tggacaagtt

tacatggctg

gtgcatcagt

gaatagcgga

tgaagttcac

gccecttgetyg

sagtgggcaag

ttgacaataa

actagcttty

caaaatgaag

tcaaggaaaa

agcctgaggt

tggaaaatce

sagagattca

gccaatatac

gaactaa
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