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DESCRIPCION

ADNCcs extendidos para proteinas secretadas.

La presente solicitud se refiere a ADNc extendidos que se han dado a conocer en varias solicitudes de patente
provisional de Estados Unidos. La Tabla I enumera los N° de ID de SEC de ADNc extendido en las presentes rei-
vindicaciones, los N° de ID de SEC de ADNCc extendido idéntico o casi idéntico en las solicitudes provisionales y la
identidad de la solicitud provisional en la que se dio a conocer el ADNc extendido.

Antecedentes de la invencion

Los estimadamente 50.000-100.000 genes dispersos por los cromosomas humanos ofrecen una enorme promesa
para la comprension, diagnéstico y tratamiento de enfermedades humanas. Ademds, las sondas capaces de hibrida-
cién especifica con loci distribuidos por todo el genoma humano encuentran aplicacién en la construccién de mapas
cromosOmicos de alta resolucién y en la identificacién de individuos.

En el pasado, la caracterizacidon de incluso un solo gen humano era un proceso cuidadoso que requeria afios de
esfuerzo. Los recientes desarrollos en las dreas de vectores de clonacién, secuenciacién de ADN y tecnologia informa-
tica se han combinado para acelerar en gran medida la velocidad a la que pueden aislarse, secuenciarse, cartografiarse
y caracterizarse genes humanos. Los vectores de clonacion tales como cromosomas artificiales de levadura (YAC) y
cromosomas artificiales bacterianos (BAC) son capaces de aceptar insertos de ADN en el intervalo de 300 a 1.000 ki-
lobases (kb) o 100-400 kb de longitud, respectivamente, facilitando asi la manipulacion y ordenacién de las secuencias
de ADN distribuidas a lo largo de grandes distancias en los cromosomas humanos. Los dispositivos de secuenciacién
automatizada de ADN permiten la secuenciacion rdpida de genes humanos. El software de bioinformdtica permite
la comparacién de secuencias de acido nucleico y proteina, ayudando asi a la caracterizaciéon de productos génicos
humanos.

Actualmente, se estdn siguiendo dos enfoques diferentes para identificar y caracterizar los genes distribuidos por el
genoma humano. En un enfoque, se aislan, clonan y secuencian fragmentos grandes de ADN gendmico. Se identifican
los marcos abiertos de lectura potenciales en estas secuencias gendmicas usando software de bioinformédtica. Sin em-
bargo, este enfoque supone secuenciar extensiones grandes de ADN humano que no codifican proteinas para encontrar
las secuencias de codificacidn de proteina dispersadas por todo el genoma. Ademads de requerir una extensa secuen-
ciacion, el software de bioinformética puede caracterizar errébneamente las secuencias genémicas obtenidas. Por tanto,
el software puede producir falsos positivos en los que ADN no codificante se caracteriza errébneamente como ADN
codificante o falsos negativos en los que ADN codificante se caracteriza errébneamente como ADN no codificante.

Un enfoque alternativo toma una via mds directa para identificar y caracterizar genes humanos. En este enfoque,
se sintetizan ADN complementarios (ADNCc) a partir de ARN mensajeros aislados (ARNm) que codifican proteinas
humanas. Usando este enfoque, se efectia la secuenciacion s6lo en ADN que deriva de porciones del genoma codifi-
cantes de proteina. A menudo, se secuencian sélo extensiones cortas de ADNc para obtener secuencias denominadas
marcadores de secuencia expresada (EST). Los EST pueden usarse entonces para aislar o purificar ADNc extendidos
que incluyen secuencias adyacentes a las secuencias de EST. Los ADNc extendidos pueden contener toda la secuencia
de EST que se us6 para obtenerlos o s6lo una porcién de la secuencia de EST que se usé para obtenerlos. Ademas,
los ADNc extendidos pueden contener la secuencia de codificacién completa del gen del que derivaba el EST o, como
alternativa, los ADNc extendidos pueden incluir porciones de la secuencia codificante del gen del que derivaba el EST.
Se apreciara que puede haber varios ADNc extendidos que incluyen la secuencia de EST como resultado de un corte
y empalme alternativo o de la actividad de promotores alternativos.

En el pasado, las secuencias de EST cortas que podian usarse para aislar o purificar ADNc extendidos se obtenian
a menudo a partir de colecciones de ADNc cebadas con oligo-dT. En consecuencia, correspondian principalmente a
la regién 3’ no traducida del ARNm. En el pasado, la prevalencia de las secuencias de EST derivadas del extremo
3’ del ARNm es el resultado del hecho de que las técnicas tipicas para obtener ADNc no son bien adecuadas para
aislar secuencias de ADNCc derivadas de los extremos 5° de ARNm (Adams et al., Nature 377: 174, 1996, Hillier et
al., Genome Res. 6: 907-828, 1996).

Ademds, en aquellos casos resefiados en que se han obtenido secuencias de ADNc més largas, las secuencias rese-
fladas corresponden tipicamente a secuencias de codificacién y no incluyen la regién 5° no traducida entera del ARNm
del que deriva el ADNCc. Dichas secuencias incompletas pueden no incluir el primer exén del ARNm, particularmente
en situaciones en que el primer exén es corto. Ademds, pueden no incluir algunos exones, a menudo cortos, que estan
localizados cadena arriba de sitios de corte y empalme. Por tanto, existe la necesidad de obtener secuencias derivadas
de los extremos 5’ de ARNm que puedan usarse para obtener ADNc extendidos que puedan incluir las secuencias 5’
contenidas en los 5’ EST.

Aunque muchas secuencias derivadas de cromosomas humanos tienen aplicaciones précticas, los enfoques basa-
dos en la identificacién y caracterizacion de aquellas secuencias cromosémicas que codifican un producto proteico
son particularmente relevantes para usos de diagnéstico y terapéuticos. De los 50.000-100.000 genes codificantes de
proteina, aquellos genes que codifican proteinas que se secretan de la célula en la que se sintetizan, asi como las protei-
nas secretadas mismas, son particularmente valiosos como agentes terapéuticos potenciales. Dichas proteinas estan a
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menudo implicadas en la comunicacién de célula a célula y pueden ser responsables de la produccién de una respuesta
clinicamente relevante en sus células diana.

De hecho, estdn actualmente en uso clinico varias protefnas secretoras, incluyendo activador de plasminégeno
de tejido, G-CSF, GM:CSF, eritropoyetina, hormona de crecimiento humano, insulina, interferén-a, interferén-g, in-
terferén-y e interleucina-2. Estas proteinas se usan para tratar un amplio intervalo de afecciones, incluyendo infarto
de miocardio agudo, apoplejia isquémica aguda, anemia, diabetes, deficiencia de hormona de crecimiento, hepatitis,
carcinoma renal, neutropenia inducida por quimioterapia y esclerosis multiple. Por estas razones, los ADNc extendi-
dos que codifican proteinas secretadas o porciones de las mismas representan una fuente particularmente valiosa de
agentes terapéuticos. Por tanto, existe la necesidad de identificacién y caracterizacién de proteinas secretadas y de los
acidos nucleicos que las codifican.

Ademis de ser terapéuticamente Utiles por si mismas, las proteinas secretadas incluyen péptidos cortos, denomi-
nados péptidos sefial, en sus extremos amino que dirigen su secrecién. Estos péptidos sefial estan codificados por las
secuencias sefial localizadas en los extremos 5’ de las secuencias de codificacion de los genes que codifican proteinas
secretadas. Debido a que estos péptidos sefial dirigirdn la secrecion extracelular de cualquier proteina a la que estén
ligados operativamente, las secuencias sefial pueden explotarse para dirigir la secrecion eficaz de cualquier proteina
ligando operativamente las secuencias sefial a un gen que codifica la proteina para la que se desea secrecion. Esto
puede demostrarse beneficioso en estrategias de terapia génica en las que se desea suministrar un producto génico par-
ticular a células distintas de la célula en que se produce. Las secuencias sefial que codifican péptidos sefial encuentran
también aplicacion en la simplificacion de técnicas de purificacion de proteina. En dichas aplicaciones, la secrecién
extracelular de la proteina deseada facilita en gran medida la purificacién al reducir el niimero de proteinas indeseadas
entre las que debe seleccionarse la proteina deseada. Por tanto, existe la necesidad de identificar y caracterizar las
porciones 5’ de los genes de proteinas secretadas que codifican péptidos sefial.

La informacién ptiblica sobre el nimero de genes humanos para los que se han identificado y caracterizado las
regiones promotoras y reguladoras cadena arriba es bastante limitada. En parte, esto puede ser debido a la dificultad
de aislar dichas secuencias reguladoras. Las secuencias reguladoras cadena arriba tales como sitios de unién a factor
de transcripcién son tipicamente demasiado cortas para utilizarse como sondas para aislar promotores de colecciones
gendémicas humanas. Recientemente, se han desarrollado algunos enfoques para aislar promotores humanos. Uno de
ellos consiste en preparar una coleccién de islas de CpG (Cross, S.H. et al., “Purification of CpG Islands using a
Methylated DNA Binding Column”, Nature Genetics 6: 236-244 (1994)). El segundo consiste en aislar secuencias de
ADN genémico humano que contienen sitios de unién Spel mediante el uso de la proteina de unién a Spel (Mortlock
et al., Genome Res. 6: 327-335, 1996). Ambos enfoques tienen sus limites debido a la falta de especificidad o de
integridad.

Los 5° EST y ADNCc extendidos obtenibles a partir de ellos pueden usarse para identificar y aislar eficazmente
regiones reguladoras cadena arriba que controlan la localizacidn, etapa de desarrollo, velocidad y cantidad de sintesis
de proteina, asi como la estabilidad del ARNm. (Theil et al. BioFactors 4: 87-93, (1993). Una vez identificadas y
caracterizadas, estas regiones reguladoras pueden utilizarse en terapia génica o esquemas de purificacion de proteina
para obtener la cantidad y localizaciones deseadas de sintesis de proteina, o para inhibir, reducir o evitar la sintesis de
productos génicos indeseables.

Ademais, los EST que contienen los extremos 5° de genes de proteina secretada o ADNc extendidos que incluyen
secuencias adyacentes a las secuencias de EST pueden incluir secuencias ttiles como sondas para cartograffa cro-
mosdmica y la identificacidn de individuos. Por tanto, existe la necesidad de identificar y caracterizar las secuencias
cadena arriba de las secuencias de codificacién 5° de genes que codifican proteinas secretadas.

Compendio de la invencion

Se describen en la presente memoria ADNc extendidos purificados, aislados o recombinantes que codifican pro-
tefnas secretadas o fragmentos de las mismas. Los ADNc purificados, aislados o recombinantes pueden contener el
marco abierto de lectura completo o sus correspondientes ARNm, incluyendo un codén de inicio y un codén de termi-
nacién. Por ejemplo, los ADNc extendidos pueden incluir 4cidos nucleicos que codifican el péptido sefial asi como la
proteina madura. Como alternativa, los ADNc extendidos pueden contener un fragmento del marco abierto de lectura.
En algunas realizaciones, el fragmento puede codificar sélo la secuencia de la proteina madura. Como alternativa, el
fragmento puede codificar s6lo una porcién de la proteina madura. Se describe también un 4cido nucleico que codifica
el péptido sefial de una proteina secretada.

Se obtuvieron los presentes ADNc extendidos usando EST que incluyen secuencias derivadas de los extremos 5’
auténticos de sus correspondientes ARNm. Como se usa en la presente memoria, los términos “EST” o “5” EST” se
refieren a ADNCc cortos que se usaron para obtener los ADNc extendidos de la presente invencién. Como se usa en la
presente memoria, el término “ADNc extendido” se refiere a los ADNc que incluyen secuencias adyacentes al 5° EST
usado para obtenerlos. Los ADNc extendidos pueden contener toda o una porcién de la secuencia de EST que se usé
para obtenerlos. El término “ARNm correspondiente” se refiere al ARNm que era el molde para la sintesis de ADNc
que produjo el 5° EST. Como se usa en la presente memoria, el término “purificado” no requiere la pureza absoluta; en
lugar de ello, se pretende como una definicién relativa. Los clones de ADNc extendido individuales aislados a partir
de una coleccién de ADNCc se han purificado convencionalmente hasta homogeneidad electroforética. Las secuencias
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obtenidas a partir de estos clones no podian obtenerse directamente a partir de la colecciéon o del ADN humano total.
Los clones de ADNc extendido no son de origen natural como tales, sino que en lugar de ello se obtienen mediante
manipulacién de una sustancia de origen natural parcialmente purificada (ARN mensajero). La conversién de ARNm
en una coleccién de ADNc implica la creacién de una sustancia sintética (ADNc) y pueden aislarse clones de ADNc
individuales puros a partir de la coleccién sintética mediante seleccion clonal. Por tanto, crear una coleccién de ADNc
a partir de ARN mensajero y aislar posteriormente clones individuales a partir de esa coleccién da como resultado una
purificacién de aproximadamente 10*-10° veces del mensaje nativo. Se contempla expresamente la purificacién del
material de partida o material natural hasta al menos un orden de magnitud, preferiblemente dos o tres 6rdenes, y mas
preferiblemente cuatro o cinco érdenes de magnitud.

Como se usa en la presente memoria, el término “aislado” requiere que el material sea separado de su entorno
original (por ejemplo, el entorno natural si es de origen natural). Por ejemplo, un polinucleétido de origen natural
presente en un animal vivo no estd aislado, pero el mismo polinucledtido, separado de algunos o todos los materiales
coexistentes en el sistema natural, estd aislado.

Como se usa en la presente memoria, el término “recombinante” significa que el ADNc extendido estd adyacente
a un dcido nucleico “de cadena principal” al que no estd adyacente en su entorno natural. Adicionalmente, para es-
tar “enriquecidos”, los ADNc extendidos representaran 5% o mas del nimero de insertos de dcido nucleico en una
poblacién de moléculas de cadena principal de 4cido nucleico. Las moléculas de cadena principal segin la invencién
incluyen 4cidos nucleicos tales como vectores de expresion, dcidos nucleicos autorreplicativos, virus, dcidos nuclei-
cos integrativos y otros vectores o dcidos nucleicos usados para mantener o manipular un inserto de dcido nucleico
de interés. Preferiblemente, los ADNc extendidos enriquecidos representan un 15% o mas del nimero de insertos
de 4cido nucleico en la poblacién de moléculas de cadena principal recombinantes. Mds preferiblemente, los ADNc
extendidos enriquecidos representan un 50% o mds del niimero de insertos de dcido nucleico en la poblacién de
moléculas de cadena principal recombinantes. En una realizacion altamente preferida, los ADNc extendidos enrique-
cidos representan un 90% o mds del nimero de insertos de 4cido nucleico en la poblacién de moléculas de cadena
principal recombinantes. Las condiciones de hibridacién “rigurosa”, “moderada” y “baja” son como se definen en el
ejemplo 29.

A menos que se indique otra cosa, una secuencia ‘“‘complementaria” es completamente complementaria. Por tan-
to, los ADNc extendidos que codifican polipéptidos secretados o fragmentos de los mismos que estdn presentes en
colecciones de ADNc en las que uno o mds ADNc extendidos que codifican polipéptidos secretados o fragmentos de
los mismos constituyen un 5% o mds del nimero de insertos de dcido nucleico en las moléculas de cadena principal
son “ADNc extendidos recombinantes enriquecidos”, como se definen en la presente memoria. Igualmente, los ADNc
extendidos que codifican polipéptidos secretados o fragmentos de los mismos que estdn en una poblacién de plasmidos
en la que se han insertado uno o mas ADNc extendidos de la presente invencion de tal modo que representen un 5%
o0 mas del nimero de insertos en la cadena principal plasmidica son “ADNc extendidos recombinantes enriquecidos”,
como se definen en la presente memoria. Sin embargo, los ADNc extendidos que codifican polipéptidos secretados o
fragmentos de los mismos que estdn en colecciones de ADNc en las que los ADNc extendidos que codifican polipép-
tidos secretados o fragmentos de los mismos constituyen menos de un 5% del nimero de insertos de 4cido nucleico
en la poblacién de moléculas de cadena principal, tales como colecciones en las que las moléculas de cadena princi-
pal que tienen un inserto de ADNc que codifica un polipéptido secretado son extremadamente raras, no son “ADNc
extendidos recombinantes enriquecidos”.

En particular, se describen en la presente memoria ADNc extendidos que se derivaron de genes que codifican
proteinas secretadas. Como se usa en la presente memoria, una proteina “secretada” es aquella que, cuando se expresa
en una célula hospedadora adecuada, se transporta por o a través de una membrana, incluyendo transporte como
resultado de péptidos sefial en su secuencia aminoacidica. Proteinas “secretadas” incluye sin limitacién proteinas
secretadas enteramente (por ejemplo proteinas solubles) o parcialmente (por ejemplo receptores) a partir de la célula
en la que se expresan. Proteinas “secretadas” incluye también sin limitacion proteinas que se transportan a través de la
membrana del reticulo endoplasmatico.

Los ADNCc extendidos que codifican proteinas secretadas pueden incluir secuencias de 4cido nucleico, denomina-
das secuencias sefial, que codifican péptidos sefial que dirigen la secrecion extracelular de las proteinas codificadas
por los ADNc extendidos. Generalmente, los péptidos sefial estdn localizados en los extremos amino de proteinas
secretadas.

Las proteinas secretadas se traducen por ribosomas asociados al reticulo endoplasmético “rugoso”. Generalmente,
las proteinas secretadas se transfieren cotraduccionalmente a la membrana del reticulo endoplasmaético. La asociacién
del ribosoma con el reticulo endoplasmético durante la traduccién de proteinas secretadas estd mediada por el pép-
tido sefial. El péptido sefial se escinde tipicamente después de su entrada cotraduccional al reticulo endoplasmatico.
Después del suministro al reticulo endoplasmadtico, las proteinas secretadas pueden proseguir por el aparato de Golgi.
En el aparato de Golgi, las proteinas pueden experimentar modificacién postraduccional antes de entrar en vesiculas
secretoras que las transportan a través de la membrana celular.

Los ADNCc extendidos descritos en la presente memoria tienen varias aplicaciones importantes. Por ejemplo, pue-
den usarse para expresar la proteina secretada entera que codifican. Como alternativa, pueden usarse para expresar
porciones de la proteina secretada. Las porciones pueden comprender los péptidos sefial codificados por los ADNc ex-
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tendidos o las proteinas maduras codificadas por los ADNc extendidos (concretamente, las proteinas generadas cuando
se separa por escision el péptido sefial). Las porciones pueden comprender también polipéptidos que tienen al menos
10 aminodcidos consecutivos codificados por los ADNc extendidos. Como alternativa, las porciones pueden compren-
der al menos 15 aminoécidos consecutivos codificados por los ADNc extendidos. Las porciones pueden comprender
al menos 25 aminoécidos consecutivos codificados por los ADNc extendidos. Las porciones pueden comprender al
menos 40 aminodcidos codificados por los ADNc extendidos.

Los anticuerpos que reconocen especificamente las proteinas secretadas enteras codificadas por los ADNc ex-
tendidos o fragmentos de los mismos que tienen al menos 10 aminodcidos consecutivos, al menos 15 aminodcidos
consecutivos, al menos 25 aminoécidos consecutivos o al menos 40 aminodcidos consecutivos pueden obtenerse tam-
bién como se describe a continuacién. Los anticuerpos que reconocen especificamente la proteina madura generada
cuando se escinde el péptido sefial pueden obtenerse también como se describe a continuacién. De forma similar, pue-
den obtenerse también los anticuerpos que reconocen especificamente los péptidos sefial codificados por los ADNc
extendidos.

Los ADNCc extendidos pueden incluir la secuencia sefial. Los ADNc extendidos pueden incluir la secuencia de
codificaciéon completa de la proteina madura (concretamente, la proteina generada cuando se separa por escision el
polipéptido sefial). Ademds, los ADNc extendidos pueden incluir regiones reguladoras cadena arriba del sitio de inicio
de la traduccién o cadena abajo del sitio de terminacién que controlan la cantidad, localizacién o estado de desarrollo
de la expresion génica. Como se discute anteriormente, las proteinas secretadas son terapéuticamente importantes, por
tanto, las proteinas expresadas a partir de los ADNc pueden ser utiles para tratar o controlar una variedad de afecciones
humanas. Los ADNc extendidos pueden usarse también para obtener el ADN gendmico correspondiente. El término
“ADN gendmico correspondiente” se refiere al ADN gendmico que codifica ARNm que incluye la secuencia de una de
las cadenas del ADNc extendido en la que los residuos de timidina de la secuencia de ADNc extendido se reemplazan
por residuos de uracilo en el ARNm.

Los ADNc extendidos o ADNc gendmicos obtenidos a partir de los mismos pueden usarse en procedimientos
forénsicos para identificar individuos o en procedimientos de diagndstico para identificar individuos que tienen en-
fermedades genéticas resultantes de una expresion anormal de los genes correspondientes a los ADNc extendidos.
Ademds, los presentes ADN son ttiles para construir un mapa de alta resolucién de los cromosomas humanos.

Se describen también vectores de secrecién capaces de dirigir la secrecion de una proteina de interés. Dichos vec-
tores pueden usarse en estrategias de terapia génica en las que se desea producir un producto génico en una célula que
ha de suministrarse a otra localizacién del cuerpo. Los vectores de secrecion pueden facilitar también la purificacién
de proteinas deseadas.

Se describen también vectores de expresion capaces de dirigir la expresion de un gen insertado de la manera
deseada desde el punto de vista espacial o temporal o a un nivel deseado. Dichos vectores pueden incluir secuencias
cadena arriba de los ADNc extendidos tales como promotores o secuencias reguladoras cadena arriba.

Ademés, los presentes ADN pueden usarse también para terapia génica para controlar o tratar enfermedades gené-
ticas. Los péptidos sefial pueden fusionarse también con proteinas heter6logas para dirigir su secrecién extracelular.

Se describe en la presente memoria un acido nucleico purificado o aislado que comprende la secuencia de SEC ID
N° 45 o una secuencia complementaria de la misma. En un aspecto, el 4cido nucleico es recombinante.

Se describe también un 4cido nucleico purificado o aislado que comprende al menos 10 bases consecutivas de la
secuencia de SEC ID N° 45 o una secuencia complementaria de la misma. En un aspecto, el 4cido nucleico com-
prende al menos 15, 25, 30, 40, 50, 75 6 100 bases consecutivas de la secuencia de SEC ID N° 45 o una secuencia
complementaria de la misma. El 4cido nucleico puede ser un dcido nucleico recombinante.

Se describe también un 4cido nucleico purificado o aislado de al menos 15 bases capaz de hibridar en condiciones
rigurosas con la secuencia de SEC ID N° 45 o una secuencia complementaria de la secuencia de SEC ID N° 45. En un
aspecto, el 4cido nucleico es recombinante.

Se describe también en la presente memoria un dcido nucleico purificado o aislado que comprende la secuencia de
codificaciéon completa de SEC ID N° 45, en el que la secuencia de codificaciéon completa comprende opcionalmente la
secuencia que codifica el péptido sefial asi como la secuencia que codifica la proteina madura. En un aspecto, el 4cido
nucleico es recombinante.

Se describe también un dcido nucleico purificado o aislado que comprende los nucleétidos de SEC ID N° 45 que
codifican una proteina madura. En un aspecto, el 4cido nucleico es recombinante.

Se describe también un 4cido nucleico purificado o aislado que comprende los nucleétidos de SEC ID N° 45 que
codifican el péptido sefial. En un aspecto, el dcido nucleico es recombinante.

Se describe también un 4cido nucleico purificado o aislado que codifica un polipéptido que tiene la secuencia de
SEC ID N° 146.
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Se describe también un acido nucleico purificado o aislado que codifica un polipéptido que tiene la secuencia de
una proteina madura incluida en la secuencia de SEC ID N° 146.

Se describe también un 4cido nucleico purificado o aislado que codifica un polipéptido que tiene la secuencia de
un péptido sefial incluida en la secuencia de SEC ID N° 146.

Se describe también una proteina purificada o aislada que comprende la secuencia de SEC ID N° 146.

Se describe también un polipéptido purificado o aislado que comprende al menos 10 aminoécidos consecutivos
de la secuencia de SEC ID N° 146. En un aspecto, el polipéptido purificado o aislado comprende al menos 15, 20,
25, 35, 50, 75, 100, 150 6 200 aminoacidos consecutivos de la secuencia de SEC ID N° 146. En auin otro aspecto, el
polipéptido purificado o aislado comprende al menos 25 aminoécidos consecutivos de la secuencia de SEC ID N° 146.

Se describe también un polipéptido aislado o purificado que comprende un péptido sefial del polipéptido de SEC
ID N° 146.

Se describe también un polipéptido aislado o purificado que comprende una proteina madura del polipéptido de
SEC ID N° 146.

Se describe también un método de preparacion de una proteina que comprende la secuencia de SEC ID N° 146,
que comprende las etapas de obtener un ADNc que comprende la secuencia de SEC ID N° 45, insertar el ADNc en
un vector de expresion de tal modo que el ADNc esté ligado operativamente a un promotor, e introducir el vector
de expresion en una célula hospedadora, con lo que la célula hospedadora produce la proteina codificada por dicho
ADNCc. En un aspecto, el método comprende adicionalmente la etapa de aislar la proteina.

Se describe también una proteina obtenible mediante el método descrito en el parrafo precedente.

Se describe también un método de preparacién de una proteina que comprende la secuencia aminoacidica de la
proteina madura contenida en la secuencia de SEC ID N° 146, que comprende las etapas de obtener un ADNc que
comprende la secuencia nucleotidica de SEC ID N° 45 que codifica la proteina madura, insertar el ADNc en un vector
de expresion de tal modo que el ADNCc esté ligado operativamente a un promotor, e introducir el vector de expresién
en una célula hospedadora, con lo que la célula hospedadora produce la proteina madura codificada por el ADNc. En
un aspecto, el método comprende adicionalmente la etapa de aislar la proteina.

Se describe también una proteina madura obtenible mediante el método descrito en el parrafo precedente.

Se describe también una célula hospedadora que contiene los dcidos nucleicos purificados o aislados que compren-
den la secuencia de SEC ID N° 45 o una secuencia complementaria de la misma descrita en la presente memoria.

Se describe también una célula hospedadora que contiene un acido nucleico purificado o aislado que comprende la
secuencia de codificacién completa de SEC ID N° 45, en la que la secuencia de codificacién completa comprende la
secuencia que codifica el péptido sefial y la secuencia que codifica la proteina madura descrita en la presente memoria.

Se describe también una célula hospedadora que contiene un acido nucleico purificado o aislado que comprende
los nucleétidos de SEC ID N° 45 que codifican una proteina madura que se describen en la presente memoria.

Se describe también una célula hospedadora que contiene el 4cido nucleico purificado o aislado que comprende
los nucleétidos de SEC ID N° 45 que codifican el péptido sefial que se describen en la presente memoria.

Se describe también un anticuerpo purificado o aislado capaz de unirse especificamente a una proteina que tiene
la secuencia de SEC ID N° 146. En un aspecto, el anticuerpo es capaz de unirse a un polipéptido que comprende al
menos 10 aminodcidos consecutivos de la secuencia de SEC ID N° 146.

Se describe también una serie de ADNc o fragmentos de los mismos de al menos 15 nucledtidos de longitud que
incluye al menos una de las secuencias de SEC ID N° 40-140 y 242-377, o una de las secuencias complementarias de
las secuencias de SEC ID N° 40-140 y 242-377, o un fragmento de las mismas de al menos 15 nucledtidos consecu-
tivos. En un aspecto, la serie incluye al menos dos de las secuencias de SEC ID N° 40-140 y 242-377, las secuencias
complementarias de las secuencias de SEC ID N° 40-140 y 242-377, o fragmentos de las mismas de al menos 15
nucledtidos consecutivos. En otro aspecto, la serie incluye al menos cinco de las secuencias de SEC ID N° 40-140
y 242-377, las secuencias complementarias de las secuencias de SEC ID N° 40-140 y 242-377, o fragmentos de las
mismas de al menos 15 nucledtidos consecutivos.

Se describen también polinucle6tidos purificados que comprenden un inserto de un clon depositado en un depdsito
que tiene un nimero de acceso enumerado en la Tabla VI o un fragmento del mismo que comprende un tramo continuo
de al menos 8§, 10, 12, 15, 20, 25, 40, 60, 100 6 200 nucleétidos de dicho inserto. Se describen también polipéptidos
purificados que comprenden, consisten en o consisten esencialmente en una secuencia aminoacidica codificada por
el inserto de un clon depositado en un depdsito que tiene un nimero de acceso enumerado en la Tabla VI, asi como
polipéptidos que comprenden un fragmento de dicha secuencia aminoacidica consistente en un péptido sefial, una
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proteina madura o un tramo contiguo de al menos 5, 8, 10, 12, 15, 20, 25, 40, 60, 100 6 200 aminoacidos codificado
por dicho inserto.

En consecuencia, en un aspecto la invencidén proporciona un polipéptido purificado o aislado que comprende una
secuencia que tiene al menos un 80% de identidad con el polipéptido de SEC ID N° 146. En un aspecto adicional, la
invencién proporciona un 4cido nucleico purificado o aislado que codifica un polipéptido que comprende o consiste
en la SEC ID N° 146. La invencion proporciona adicionalmente un vector de expresiéon que comprende el dcido nu-
cleico y una célula hospedadora que comprende el dcido nucleico recombinante. Se proporciona también un método
de preparacién del polipéptido de la invencién que comprende las etapas de: (a) obtener un ADNc que codifica dicho
polipéptido; (b) insertar dicho ADNc en un vector de expresion de tal modo que dicho ADNc esté ligado operativa-
mente a un promotor; y (c) introducir dicho vector de expresioén en una célula hospedadora, con lo que dicha célula
hospedadora produce dicho polipéptido. La invencién proporciona adicionalmente un anticuerpo purificado o aislado
capaz de unirse especificamente al polipéptido de la invencion.

El n° de acceso Z95114 a la base de datos EMBL proporciona una secuencia de ADN humano del clon 212A2.
Duchateau et al., 1997, Journal of Biological Chemistry, 272: 25576-25582, se refieren a la apolipoproteina L, una
nueva apolipoproteina de lipoproteina humana de alta densidad expresada por el pancreas.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 es un compendio de un procedimiento para obtener ADNc que se han seleccionado para incluir los
extremos 5’ de los ARNm de los que derivan.

La Figura 2 es un andlisis de los 43 aminoacidos aminoterminales de todas las proteinas SwissProt humanas para
determinar la frecuencia de falsos positivos y falsos negativos usando las técnicas para identificacién de péptidos sefial
descritas en la presente memoria.

La Figura 3 muestra la distribucién de las puntuaciones de von Heijne para 5° EST en cada una de las categorias
descritas en la presente memoria y la probabilidad de que estos 5° EST codifiquen un péptido sefial.

La Figura 4 muestra la distribucién de 5° EST en cada categoria y el nimero de 5° EST en cada categoria que
tienen una puntuacién de von Hejine minima dada.

La Figura 5 muestra los tejidos de los que se obtuvieron los ARNm correspondientes a los 5” EST en cada una de
las categorias descritas en la presente memoria.

La Figura 6 ilustra un método para obtener ADNc extendidos.

La Figura 7 es un mapa de pED6dpc2. pED6dpc2 deriva de pED6dpcl mediante la insercién de un nuevo poliliga-
dor para facilitar la clonacién de ADNc. Se clonan los ADNc SSt entre EcoRI y Notl. Se describen los vectores PED
en Kaufman et al. (1991), NAR 19: 4485-4490.

La Figura 8 proporciona una descripcién esquemadtica de los promotores aislados y el modo en que se ensamblan
con los correspondientes marcadores 5°.

La Figura 9 describe los sitios de unién a factor de transcripcién presentes en cada uno de estos promotores.

Descripcion detallada de la realizacién preferida
I. Obtencion de 5° EST

Se obtuvieron los presentes ADNc extendidos usando 5° EST que se aislaron como se describe a continuacion.

A. Métodos quimicos para obtener ARNm que tengan extremos 5’ intactos

Para obtener los 5° EST usados para obtener los ADNc extendidos descritos en la presente memoria, deben ob-
tenerse ARNm que tengan extremos 5° intactos. Actualmente, hay dos enfoques para obtener dichos ARNm. Uno de
estos enfoques es un método de modificacién quimica que implica la derivatizacién de los extremos 5° de los ARNm
y la seleccién de los ARNm derivatizados. Los extremos 5’ de ARNm eucaridticos poseen una estructura referida
como un “casquete” que comprende una guanosina metilada en la posicién 7. El casquete estd unido a la primera
base transcrita del ARNm por un enlace 5°,5’-trifosfato. En algunos casos, la 5° guanosina estd metilada en ambas
posiciones 2 y 7. Raramente, la 5° guanosina estd trimetilada en las posiciones 2,7 y 7. En el método quimico para
obtener ARNm que tengan extremos 5’ intactos, el casquete 5° se derivatiza especificamente y se acopla con un grupo
reactivo sobre un sustrato inmovilizado. Esta derivatizacion especifica estd basada en el hecho de que sélo la ribosa
ligada a la guanosina metilada en el extremo 5’ del ARNm y la ribosa ligada a la base en el extremo 3’ del ARNm
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poseen 2’,3’-cis dioles. Opcionalmente, cuando la ribosa 3’ terminal tiene un 2°,3’-cis diol, el 2°,3’-cis diol en el ex-
tremo 3’ puede estar quimicamente modificado, sustituido, convertido o eliminado, dejando sélo la ribosa ligada a la
guanosina metilada en el extremo 5° del ARNm con un 2’,3’-cis diol. Estdn disponibles una variedad de técnicas para
eliminar el 2°,3’-cis diol en la ribosa 3’ terminal. Por ejemplo, puede usarse hidrélisis alcalina controlada para generar
fragmentos de ARNm en los que la ribosa 3’ terminal sea un 3’-fosfato, 2’-fosfato o (2°, 3’)-ciclofosfato. Después
de ello, el fragmento que incluye la 3’ ribosa original puede eliminarse de la mezcla mediante cromatografia en una
columna de oligo-dT. Como alternativa, puede afiadirse una base que carece de 2°,3’-cis diol al extremo 3’ del ARNm
usando una ARN ligasa tal como ARN ligasa T4. El ejemplo 1 siguiente describe un método para el ligamiento de
pCp al extremo 3’ del ARN mensajero.

Ejemplo 1
Ligamiento del difosfato de nucledsido pCp al extremo 3’ de ARN mensajero

Se incubd 1 ug de ARN en un medio de reaccidn final de 10 ul en presencia de 5 U de ARN ligasa de fago T, en
el tampén proporcionado por el fabricante (Gibco - BRL), 40 U del inhibidor de ARNasa ARNasina (Promega) y 2 ul
de *pCp (Amersham PB n° 10208).

Se efectud la incubacion a 37°C durante 2 horas o durante una noche a 7-8°C.

Después de la modificacién o eliminacién del 2°, 3’-cis diol en la ribosa 3’, el 2°, 3’-cis diol presente en el extremo
5’ del ARNm puede oxidarse usando reactivos tales como NaBH,, NaBH;CN o peryodato de sodio, convirtiendo asi
el 2°, 3’-cis diol en un dialdehido. El ejemplo 2 describe la oxidacion del 2°, 3’-cis diol en el extremo 5° del ARNm
con peryodato de sodio.

Ejemplo 2
Oxidacion de 2°,3’-cis diol en el extremo 5’ del ARNm

Se trataron del modo siguiente 0,1 unidades de DO de un oligorribonucleétido con casquete de 47 nucledtidos
(incluyendo el casquete) o un oligorribonucledtido sin casquete de 46 nucleétidos. Se produjeron los oligorribonu-
cleétidos mediante transcripcién in vitro usando el kit de transcripcién “AmpliScribe T7” (Epicentre Technologies).
Como se indica a continuacion, el molde de ADN para el transcrito de ARN contenia una sola citosina. Para sintetizar
el ARN sin casquete, se incluyeron los cuatro NTP en la reaccién de transcripcion in vitro. Para obtener el ARN con
casquete, se reemplazé el GTP por un anédlogo del casquete, m7G(5’)ppp(5’)G. Este compuesto, reconocido por la
polimerasa, se incorporé al extremo 3’ del transcrito naciente durante la etapa de inicio de la transcripcién, pero no
fue capaz de incorporacién durante la etapa de extension. En consecuencia, el ARN resultante contenia un casquete en
su extremo 5°. Las secuencias de los oligorribonucleétidos producidos mediante la reaccién de transcripcion in vitro
fueron:

+casquete:
5’m7GpppGCAUCCUACUCCCAUCCAAUUCCACCCUAACUCCUCCCAUCUCCAC-3* (SECIDN° 1)
-casquete:

5’-pppGCAUCCUACUCCCAUCCAAUUCCACCCUAACUCCUCCCAUCUCCAC-3’ (SECID N°2)

Se disolvieron los oligorribonucleétidos en 9 ul de tampdn acetato (acetato de sodio 0,1 M, pH 5,2) y 3 ul de
disolucién de peryodato de sodio 0,1 M recién preparada. Se incub6 la mezcla durante 1 hora en la oscuridad a 4°C
o temperatura ambiente. Después de ello, se detuvo la reaccién afadiendo 4 ul de etilenglicol al 10%. Se precipité el
producto con etanol, se resuspendi6 en 10 ul o mas de agua o tampdn apropiado y se dializé frente a agua.

Los grupos aldehido resultantes pueden acoplarse entonces con moléculas que tienen un grupo amina reactivo, tales
como grupos hidrazina, carbazida, tiocarbazida o semicarbazida, para facilitar el enriquecimiento de los extremos 5’
de los ARNm. Las moléculas que tienen grupos amina reactivos que son adecuados para uso en la seleccién de
ARNm que tienen extremos 5’ intactos incluyen avidina, proteinas, anticuerpos, vitaminas, ligandos capaces de unirse
especificamente a moléculas receptoras u oligonucleétidos. El ejemplo 3 describe el acoplamiento del dialdehido
resultante con biotina.
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Ejemplo 3
Acoplamiento del dialdehido con biotina
Se disolvi6 el producto de oxidacion obtenido en el ejemplo 2 en 50 ul de acetato de sodio a un pH entre 5 y

5,2 y 50 ul de disolucién de biotina-hidrazida 0,02 M recién preparada en una mezcla de metoxietanol/agua (1:1) de
férmula:

H
N O
i P 3
NH 2—NH —C——(CH2)p—NH —C——(CH2), NH

En el compuesto usado en estos experimentos, n= 5. Sin embargo, se apreciard que pueden usarse también otras
hidrazidas comercialmente disponibles, tales como moléculas de la férmula anterior en la que n variade 0 a 5.

Se incubd entonces la mezcla durante 2 horas a 37°C. Después de la incubacion, se precipitd la mezcla con etanol
y se dializ6 frente a agua destilada.

El ejemplo 4 demuestra la especificidad de la reaccién de biotinilacién.

Ejemplo 4
Especificidad de biotinilacion

Se evalu6 la especificidad de la biotinilacién de ARNm con casquete mediante electroforesis en gel de las siguientes
muestras:

Muestra 1. Transcrito in vitro de 46 nucledtidos sin casquete preparado como en el ejemplo 2 y marcado con **pCp
como se describe en el ejemplo 1.

Muestra 2. Transcrito in vitro de 46 nucle6tidos sin casquete preparado como en el ejemplo 2, marcado con *pCp
como se describe en el ejemplo 1, tratado con la reaccién de oxidacién del ejemplo 2, y sometido a las condiciones de
biotinilacién del ejemplo 3.

Muestra 3. Transcrito in vitro de 47 nucle6tidos con casquete preparado como en el ejemplo 2 y marcado con *pCp
como se describe en el ejemplo 1.

Muestra 4. Transcrito in vitro de 47 nucleétidos sin casquete preparado como en el ejemplo 2, marcado con *pCp
como se describe en el ejemplo 1, tratado con la reaccion de oxidacién del ejemplo 2, y sometido a las condiciones de
biotinilacién del ejemplo 3.

Las muestras 1 y 2 tenian velocidades de migracién idénticas, demostrando que los ARN sin casquete no estaban
oxidados ni biotinilados. La muestra 3 migraba mds lentamente que las muestras 1 y 2, mientras que la muestra 4
exhibia la migraciéon mas lenta. La diferencia en migracién de los ARN en las muestras 3 y 4 demuestra que los ARN
con casquete estaban especificamente biotinilados.

En algunos casos, los ARNm que tienen extremos 5’ intactos pueden enriquecerse uniendo la molécula que con-
tiene un grupo amina reactivo con un sustrato en fase sélida adecuado tal como el interior del recipiente que contiene
los ARNm, perlas magnéticas, matrices de cromatografia o membranas de nailon o nitrocelulosa. Por ejemplo, cuando
la molécula que tiene un grupo amina reactivo es biotina, el sustrato en fase sélida puede acoplarse con avidina o
estreptavidina. Como alternativa, cuando la molécula que tiene el grupo amina reactivo es un anticuerpo o ligando de
receptor, el sustrato en fase sélida puede acoplarse con el antigeno o receptor afines. Finalmente, cuando la molécula
que tiene un grupo amina reactivo comprende un oligonucleétido, el sustrato en fase sélida puede comprender un
oligonucleétido complementario.

Los ARNm que tienen extremos 5’ intactos pueden liberarse de la fase sélida después del procedimiento de en-
riquecimiento. Por ejemplo, cuando el dialdehido se acopla con biotina-hidrazida y la fase s6lida comprende estrep-
tavidina, los ARNm pueden liberarse de la fase sélida simplemente calentando a 95°C en 2% de SDS. En algunos
métodos, la molécula que tiene un grupo amina reactivo puede escindirse también de los ARNm que tienen extremos
5’ intactos después del enriquecimiento. El ejemplo 5 describe la captura de ARNm biotinilados con perlas recubiertas
con estreptavidina y la liberacién de los ARNm biotinilados de las perlas después del enriquecimiento.
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Ejemplo 5
Captura y liberacion de ARNm biotinilados usando perlas recubiertas con estreptavidina

Se prepararon las perlas magnéticas recubiertas con estreptavidina segtn las instrucciones del fabricante (CPG
Inc., EE.UU.). Se afiadieron los ARNm biotinilados a un tampén de hibridacién (NaCl 1,5 M, pH 5-6). Después de
incubar durante 30 minutos, se retir6 el material no unido y no biotinilado. Se lavaron las perlas varias veces con agua
con 1% de SDS. Se incubaron las perlas obtenidas durante 15 minutos a 95°C en agua que contenia 2% de SDS.

El ejemplo 6 demuestra la eficacia con la que se recuperaron los ARNm biotinilados de las perlas recubiertas con
estreptavidina.

Ejemplo 6
Eficacia de recuperacion de ARNm biotinilados

Se evalu6 la eficacia del procedimiento de recuperacién del modo siguiente. Se marcaron ARN con **pCp, se
oxidaron, se biotinilaron y se unieron a perlas recubiertas con estreptavidina como se describe anteriormente. Poste-
riormente, se incubaron los ARN unidos durante 5, 15 6 30 min a 95°C en presencia de 2% de SDS.

Se analizaron los productos de reaccién mediante electroforesis en geles de poliacrilamida al 12% en condiciones
desnaturalizantes (urea 7 M). Se sometieron los geles a autorradiografia. Durante esta manipulacion, no se redujeron
los enlaces de hidrazona.

Se recuperaron cantidades crecientes de dcidos nucleicos a medida que aumentaban los tiempos de incubacién en
SDS al 2%, demostrando que los ARNm biotinilados se recuperaban eficazmente.

En un método alternativo para obtener ARNm que tienen extremos 5’ intactos, se acopla especificamente con
ARNm que tienen un casquete intacto un oligonucledtido que se ha derivatizado para contener un grupo amina re-
activo. Preferiblemente, el extremo 3’ del ARNm se bloquea antes de la etapa en que se unen los grupos aldehido
al oligonucleédtido derivatizado, como se describe anteriormente, para evitar que el oligonucleétido derivatizado se
una al extremo 3’ del ARNm. Por ejemplo, puede unirse pCp al extremo 3’ del ARNm usando ARN ligasa T4. Sin
embargo, como se discute anteriormente, bloquear el extremo 3’ del ARNm es una etapa opcional. Pueden prepararse
oligonucle6tidos derivatizados como se describe a continuacién en el ejemplo 7.

Ejemplo 7
Derivatizacion del oligonucledtido

Se convirtié un oligonucleétido fosforilado en su extremo 3’ en una 3’ hidrazida en 3’ mediante tratamiento con
una disolucién acuosa de hidrazina o de dihidrazida de férmula H,N(R1)NH, aproximadamente 1 a 3 M, y a pH 4,5,
en presencia de un agente de tipo carbodiimida soluble en agua tal como 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida
a una concentracion final de 0,3 M a una temperatura de 8°C durante una noche.

Se separ6 entonces el oligonucledtido derivatizado de los otros agentes y productos usando una técnica estandar
para aislar oligonucledtidos.

Como se discute anteriormente, los ARNm a enriquecer pueden tratarse para eliminar los grupos 3° OH que pueden
estar presentes en los mismos. Esto puede conseguirse mediante ligamiento enzimatico de secuencias que carecen de
un 3’ OH, tales como pCp, como se describe anteriormente en el ejemplo 1. Como alternativa, los grupos 3° OH
pueden eliminarse mediante hidrélisis alcalina como se describe en el ejemplo 8 siguiente.

Ejemplo 8
Hidrdlisis alcalina de ARNm

Los ARNm pueden tratarse con hidrdlisis alcalina del modo siguiente. En un volumen total de 100 ul de hidréxido

de sodio 0,1 N, se incuban 1,5 g de ARNm durante 40 a 60 minutos a 4°C. Se neutraliza la disolucién con acido

acético y se precipita con etanol.

Después de la eliminacién opcional de los grupos 3’ OH, se oxidan los grupos diol en los extremos 5’ de los ARNm
como se describe a continuacion en el ejemplo 9.
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Ejemplo 9
Oxidacion de dioles

Se disolvié hasta 1 unidad de DO de ARN en 9 ul de tampdn (acetato de sodio 0,1 M, pH 6-7 o agua) y 3 ul de
disolucidén de peryodato de sodio 0,1 M recién preparada. Se incubd la reaccién durante 1 h en la oscuridad a 4°C o
temperatura ambiente. Después de la incubacidn, se detuvo la reaccion afiadiendo 4 ul de etilenglicol al 10%. Después
de ello, se incubé la mezcla a temperatura ambiente durante 15 minutos. Después de la precipitacién con etanol, se
resuspendio el producto en 10 ul o mds de agua o tamp6n apropiado y se dializé frente a agua.

Después de la oxidacidn de los grupos diol en los extremos 5’ de los ARNm, se uni6 el oligonucleétido derivatizado
con los aldehidos resultantes como se describe en el ejemplo 10.

Ejemplo 10
Reaccion de aldehidos con oligonucledtidos derivatizados

Se disolvié el ARNm oxidado en un medio 4cido tal como 50 ul de acetato de sodio a pH 4-6. Se afiadieron 50
ul de disolucién de oligonucledtido derivatizado de tal modo que se obtuviera una relacién de ARNm:oligonucleétido
derivatizado de 1:20, y se redujo la mezcla con un borohidruro. Se dej6 incubar la mezcla durante 2 h a 37°C o durante
una noche (14 h) a 10°C. Se precipité la mezcla con etanol, se resuspendié en 10 ul o mas de agua o tampdn apropiado
y se dializ6 frente a agua destilada. Si se desea, el producto resultante puede analizarse usando electroforesis en gel de
acrilamida, analisis de HPLC u otras técnicas convencionales.

Después de la unién del oligonucleétido derivatizado a los ARNm, puede efectuarse una reaccién de transcripcion
inversa como se describe en el ejemplo 11 siguiente.

Ejemplo 11
Transcripcion inversa de ARNm

Se derivatiz6 un oligodesoxirribonucleétido del modo siguiente. Se disolvieron 3 unidades de DO de un oligode-
soxirribonucleétido de secuencia ATCAAGAATTCGCACGAGACCATTA (SEC ID N° 3) que tiene extremos 5’-OH
y 3’-P en 70 ul de una disolucién de hidroxibenzotriazol 1,5 M, pH 5,3, preparada en dimetilformamida/agua (75:25)
que contiene 2 ug de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida. Se incubé la mezcla durante 2 h 30 min a 22°C.
Se precipit6 entonces la mezcla dos veces con LiCIO,/acetona. Se resuspendi6 el sedimento en 200 ul de hidrazina
0,25 M y se incub6 a 8°C durante 3 a 14 h. Después de la reaccion de hidrazina, se precipité la mezcla dos veces con
LiCIO,/acetona.

Se extrajeron los ARN mensajeros para transcripcion inversa de bloques de placenta de 2 cm de lado que se habian
almacenado a -80°C. Se extrajo el ARNm usando técnicas de fenol 4cido convencionales. Se usé cromatografia en
oligo-DT para purificar los ARNm. Se comprob6 la integridad de los ARNm mediante transferencia Northern.

Se oxidaron los grupos diol en 7 ug de ARNm de placenta como se describe anteriormente en el ejemplo 9. Se unié
el oligonucle6tido derivatizado con los ARNm como se describe en el ejemplo 10 anterior, excepto porque se reempla-
z6 la etapa de precipitacion por una etapa de cromatografia de exclusion para retirar los oligodesoxirribonucledtidos
derivatizados que no se habian unido a los ARNm. Se efectué la cromatografia de exclusién del modo siguiente:

Se equilibraron 10 ml de gel AcA34 (BioSepra n®230151) en 50 ml de una disolucién de Tris 10 mM, pH 8,00, Na-
C1300 mM, EDTA 1 mM y 0,05% de SDS. Se dej6 sedimentar la mezcla. Se eliminé el sobrenadante y se resuspendié
el gel en 50 ml de tamp6n. Se repitié este procedimiento 2 6 3 veces.

Se introdujo una perla de vidrio (de 3 mm de didmetro) en una pipeta desechable de 2 ml (25 cm de longitud). Se
llend la pipeta con la suspension de gel hasta la altura del gel estabilizado a 1 cm desde la parte superior de la pipeta.
Se equilibré entonces la columna con 20 ml de tampén de equilibrado (Tris-HC1 10 mM, pH 7,4, NaCl 20 mM).

Se mezclaron 10 ul del ARNm que habia reaccionado con el oligonucleétido derivatizado en 39 ul de urea 10 mM
y 2 ul de tampdn de glicerol azul, que se habia preparado disolviendo 5 mg de azul de bromofenol en glicerol al 60%
(v/v), y pasando la mezcla a través de un filtro con un didmetro de filtro de 0,45 um.

Se carg6 la columna. En cuanto penetré la mezcla, se afiadié tampén de equilibrado. Se recogieron fracciones
de 100 ul. El oligonucleétido derivatizado que no se habia unido a ARNm apareci6 en la fraccién 16 y fracciones
posteriores. Se combinaron las fracciones 3 a 15 y se precipitaron con etanol.

Se sembraron los ARNm que habian reaccionado con el oligonucledtido derivatizado sobre una membrana de
nailon e hibridaron con una sonda radiactiva usando técnicas convencionales. La sonda radiactiva usada en estas
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hibridaciones era un oligodesoxirribonucleétido de secuencia TAATGGTCTCGTGCGAATTCTTGAT (SEC ID N° 4)
que era anticomplementario del oligonucleétido derivatizado y se marcé en su extremo 5° con **P. Se sembré 1/10
del ARNm que habia reaccionado con el oligonucleétido derivatizado en dos puntos en la membrana y se visualizd
la membrana mediante autorradiografia después de hibridacién de la sonda. Se observé una sefial, indicando que el
oligonucleétido derivatizado se habia unido al ARNm.

Se transcribieron de modo inverso los 9/10 de los ARNm restantes que habian reaccionado con el oligonucledti-
do derivatizado del modo siguiente. Se llevé a cabo una reaccién de transcripcion inversa con transcriptasa inversa
siguiendo las instrucciones del fabricante. Para cebar la reaccién, se usaron 50 pmol de nondmeros con secuencia
aleatoria.

Se sembré una porcién del ADNc resultante sobre una membrana de nailon cargada positivamente usando mé-
todos convencionales. Se sembraron los ADNc sobre la membrana después de que los heterodiiplex de ADNc:ARN
se hubieran sometido a una hidrélisis alcalina para eliminar los ARN. Se marcé un oligonucleétido, que tenia una
secuencia idéntica a la del oligonucledtido derivatizado, en su extremo 5’ con *P e hibridé con las transferencias
de ADNc usando técnicas convencionales. Se sembraron sobre la membrana ADNc monocatenarios resultantes de la
reaccion de transcripcion inversa. Como controles, la transferencia contenia 1 pmol, 100 fmol, 50 fmol, 10 fmol y 1
fmol respectivamente de un oligodesoxirribonucledtido de control de secuencia idéntica a la del oligonucleétido deri-
vatizado. La sefial observada en los puntos que contenian el ADNc indicaba que se habian transcrito de modo inverso
aproximadamente 15 fmol del oligonucleétido derivatizado.

Estos resultados demuestran que la transcripcion inversa puede efectuarse a través del casquete y, en particular,
que la transcriptasa inversa atraviesa el enlace 5°-P-P-P-5" del casquete de ARN mensajeros eucariéticos.

Se usaron los ADNc monocatenarios obtenidos después de la sintesis de primera cadena anterior como molde para
reacciones de PCR. Se llevaron a cabo dos tipos de reacciones. En primer lugar, se llevaron a cabo una amplificacién
especifica de los ARNm de alfa-globina, deshidrogenasa, pp15 y factor de elongacién E4 usando los siguientes pares
de cebadores oligodesoxirribonucleotidicos.

alfa-globina

GLO-S: CCG ACA AGA CCA ACG TCA AGG CCG C (SECID N°5)

GLO-As: TCA CCA GCA GGC AGT GGCTTA GGA G 3 (SECID N° 6)
deshidrogenasa

3 DH-S: AGT GAT TCC TGC TAC TTT GGA TGG C (SECIDN°7)

3 DH-As: GCT TGG TCT TGT TCT GGA GTT TAG A (SEC ID N° 8)
ppl5

PP15-S: TCC AGA ATG GGA GAC AAG CCA ATTT (SECID N°9)

PP15As: AGG GAG GAG GAA ACA GCG TGA GTCC (SECID N° 10)

factor de elongacién E4
EFA1-S: ATG GGA AAG GAA AAG ACT CAT ATC A (SECIDN°11)
EF1A-As: AGC AGC AAC AAJ CAG GAC AGC ACA G (SECID N° 12)

Se llevaron a cabo también amplificaciones no especificas con los oligodesoxirribonucle6tidos no codficantes (As)
de los pares descritos anteriormente y un cebador elegido de la secuencia del oligodesoxirribonucledtido derivatizado
(ATCAAGAATTCGCACGAGACCATTA) (SEC ID N° 13).

Se tifié con bromuro de etidio un gel de agarosa al 1,5% que contenia las siguientes muestras correspondientes a

los productos de PCR de transcripcién inversa. (Se usaron 1/20 de los productos de transcripcion inversa para cada
reaccion de PCR).
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Muestra 1. Los productos de reaccién de una reacciéon de PCR usando los cebadores de globina de SEC ID N° S y
6 en presencia de ADNc.

Muestra 2. Los productos de reaccion de una reaccién de PCR usando los cebadores de globina de SECID N° 5y
6 en ausencia de ADNCc afiadido.

Muestra 3. Los productos de reaccién de una reaccién de PCR usando los cebadores de deshidrogenasa de SEC ID
N° 7y 8 en presencia de ADNc.

Muestra 4. Los productos de reaccién de una reaccién de PCR usando los cebadores de deshidrogenasa de SEC ID
N° 7y 8 en ausencia de ADNc afnadido.

Muestra 5. Los productos de reaccidon de una reaccidon de PCR usando los cebadores de pp15 de SEC ID N° 9y 10
en presencia de ADNc.

Muestra 6. Los productos de reaccién de una reacciéon de PCR usando los cebadores de ppl5 de SECID N° 9y 10
en ausencia de ADNc afiadido.

Muestra 7. Los productos de reaccion de una reaccién de PCR usando los cebadores de EIE4 de SEC ID N° 11 y
12 en presencia de ADNc afiadido.

Muestra 8. Los productos de reaccioén de una reaccion de PCR usando los cebadores de EIE4 de SEC ID N° 11 y
12 en ausencia de ADNc afiadido.

En las muestras 1, 3, 5y 7, se observé una banda del tamafio esperado para el producto de PCR, indicando la
presencia de la correspondiente secuencia en la poblacién de ADNCc.

Se llevaron a cabo también reacciones de PCR con los oligonucledtidos no codificantes de los cebadores de globina
y deshidrogenasa (SEC ID N° 6 y 8) y un oligonucleétido cuya secuencia corresponde con la del oligonucledtido
derivatizado. La presencia de productos de PCR del tamafio esperado en las muestras correspondientes a las muestras
1 y 3 anteriores indicaba que se habia incorporado el oligonucleétido derivatizado.

Los ejemplos anteriores resumen el procedimiento quimico para enriquecer ARNm en aquellos que tienen extre-
mos 5’ intactos. Se dan a conocer detalles adicionales respecto a los enfoques quimicos para obtener ARNm que tienen
extremos 5’ intactos en la solicitud internacional n® W096/34981, publicada el 7 de noviembre de 1996.

Pueden utilizarse estrategias basadas en las modificaciones quimicas anteriores en la estructura del casquete 5’ para
generar ADNc que se han seleccionado para incluir los extremos 5° de los ARNm de los que derivan. En una versién
de dichos procedimientos, se modifican los extremos 5° de los ARNm como se describe anteriormente. Después de
ello, se realiza una reaccién de transcripcion inversa para extender un cebador complementario del ARNm del extremo
5’ del ARNm. Se eliminan los ARN monocatenarios para obtener una poblaciéon de heterodiiplex de ADNc/ARNm
en la que el ARNm incluye un extremo 5’ intacto. Los heteroduplex resultantes pueden capturarse sobre una fase
s6lida recubierta con una molécula capaz de interaccionar con la molécula usada para derivatizar el extremo 5’ del
ARNm. Después de ello, se separan las cadenas de los heteroduplex para recuperar las primeras cadenas de ADNc
monocatenario que incluyen el extremo 5’ del ARNm. Puede procederse entonces a la sintesis de segunda cadena
de ADNc usando técnicas convencionales. Por ejemplo, pueden emplearse los procedimientos dados a conocer en el
documento WO 96/34981 o en Carninci, P. et al. “High-Efficiency Full-Length cDNA Cloning by Biotinylated CAP
Trapper”. Genomics 37: 327-336 (1996) para seleccionar los ADNc que incluyen la secuencia derivada del extremo
5’ de la secuencia de codificacion del ARNm.

Después del ligamiento del marcador oligonucleotidico con el casquete 5° del ARNm, se realiza una reaccion de
transcripcion inversa para extender un cebador complementario del ARNm del extremo 5’ del ARNm. Después de la
eliminacién del componente de ARN del heterodiiplex resultante usando técnicas estidndar, se realiza una sintesis de
segunda cadena de ADNc con un cebador complementario del marcador oligonucleotidico.

La Figura 1 resume los procedimientos anteriores para obtener ADNc que se han seleccionado para incluir los
extremos 5’ de los ARNm de los que derivan.

B. Métodos enzimdticos para obtener ARNm que tengan extremos 5’ intactos

Otras técnicas para seleccionar ADNc que se extienden hasta el extremo 5’ del ARNm del que derivan son total-
mente enzimaticas. Se dan a conocer algunas versiones de estas técnicas en Dumas Milne Edwards J.B. (tesis doctoral
de la Universidad de Paris VI, “Le clonage des ADNc complets: difficultes et perspectives nouvelles. Apports pour
I’etude de la regulation de I’expression de la tryptophane hydroxylase de rat”, 20 de diciembre de 1993), el documento
EPO 625572 y Kato et al. “Construction of a Human Full-Length cDNA Bank”. Gene 150: 243-250 (1994).
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Brevemente, en dichos enfoques, se trata ARNm aislado con fosfatasa alcalina para retirar los grupos fosfato
presentes en los extremos 5° de ARNm incompletos sin casquete. Después de este procedimiento, el casquete presente
en ARNm completo se retira enzimaticamente con una enzima eliminadora de casquete tal como polinucleétido cinasa
T4 o pirofosfatasa dcida de tabaco. Se liga entonces un oligonucleétido, que puede ser un oligonucleétido de ADN o
un oligonucledtido hibrido de ADN-ARN que tiene ARN en su extremo 3’, con el fosfato presente en el extremo 5’
del ARNm sin casquete usando ARN ligasa T4. El oligonucledtido puede incluir un sitio de restriccion para facilitar
la clonacién de los ADNc después de su sintesis. El ejemplo 12 siguiente describe un método enzimético basado en la
tesis doctoral de Dumas.

Ejemplo 12
Enfoque enzimdtico para obtener 5’ EST

Se desfosforilaron 20 ug de ARN de poli A+ usando fosfatasa intestinal de ternero (Biolabs). Después de una
extraccion con fenol-cloroformo, se hidrolizé la estructura de casquete del ARNm usando la pirofosfatasa dcida de
tabaco (purificada como se describe por Shinshi et al., Biochemistry 15: 2185-2190,1976) y se ligé un oligonucleétido
hemi 5’-ADN/ARN-3’ que tiene un extremo 5’ no fosforilado, una extensién de ribofosfato de adenosina en el extremo
3’ y un sitio EcoRI cerca del extremo 5° con los extremos 5’P del ARNm usando la ARN ligasa T4 (Biolabs). Los
oligonucle6tidos adecuados para uso en este procedimiento son preferiblemente de 30-50 bases de longitud. Los
oligonucleétidos que tienen un extremo 5’ no fosforilado pueden sintetizarse afiadiendo un fluorocromo al extremo 5°.
La inclusién de una extension de ribofosfatos de adenosina en el extremo 3’ del oligonucledtido aumenta la eficacia
de ligamiento. Se apreciara que el oligonucledtido puede contener sitios de clonacién distintos de EcoRI.

Después del ligamiento del oligonucleétido al fosfato presente en el extremo 5° del ARNm sin casquete, puede
llevarse a cabo la sintesis de primera y segunda cadenas de ADNc usando métodos convencionales o aquellos especi-
ficados en el documento EPO 625.572 y Kato et al. “Construction of a Human Full-Length cDNA Bank”, 150: 243-
250 (1994), y Dumas Milne Edwards, supra. E1 ADNc resultante puede ligarse entonces en vectores tales como los
dados a conocer en Kato et al. “Construction of a Human Full-Length cDNA Bank”, Gene 150: 243-250 (1994) u
otros vectores de dcido nucleico conocidos por los expertos en la técnica usando técnicas tales como las descritas en
Sambrook et al. “Molecular Cloning: A Laboratory Manual” 2* Ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989.

II. Caracterizacion de 5’ EST

Se emplearon los enfoques quimico y enzimadtico anteriores para enriquecer ARNm que tienen extremos 5’ intactos
para obtener 5° EST. En primer lugar, se prepararon ARNm como se describe en el ejemplo 13 siguiente.

Ejemplo 13
Preparacion de ARNm

Se adquirieron ARN humanos totales o ARN de poli A+ derivados de 29 tejidos diferentes respectivamente en
LABIMO y CLONTECH, y se usaron para generar 44 colecciones de ADNc como se describen a continuacién. El
ARN adquirido se habia aislado de células o tejidos usando extraccién con tiocianato de guanidinio 4cido-fenol-
cloroformo (Chomczyniski, P. y Sacchi, N., Analytical Biochemistry 162: 156-159,1987). Se aisl6 ARN de poli A+
del ARN total (LABIMO) mediante dos pasadas de cromatografia oligo-dT, como se describe por Aviv y Leder (Aviv,
H. y Leder, P., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 69: 1408-1412,1972) para eliminar el ARN ribosémico.

Se comprobaron la calidad y la integridad del poli A+. Se usaron transferencias Northern hibridadas con una sonda
de globina para confirmar que los ARNm no estaban degradados. Se comprob6 la contaminacién de los ARNm de
poli A+ por secuencias ribosémicas usando transferencias de ARN y una sonda derivada de la secuencia de ARN de
28S. Se usaron preparaciones de ARNm con menos de 5% de ARN ribosémico en la construccién de coleccion. Para
evitar construir colecciones con ARN contaminados con secuencias exdgenas (procaridticas o fiingicas), se examind
la presencia de secuencias ribosémicas de 16S bacteriano o de dos ARNm altamente expresados usando PCR.

Después de la preparacion de los ARNm, se emplearon los procedimientos quimicos y/o enzimaticos anteriormente
descritos para enriquecer los ARNm que tienen extremos 5’ intactos discutidos anteriormente para obtener 5° EST de
diversos tejidos. En ambos enfoques, se unié un marcador oligonucleotidico al casquete en los extremos 5’ de los
ARNm. El marcador oligonucleotidico tenia un sitio EcoRI en el mismo para facilitar procedimientos de clonacién
posteriores.

Después de la unién del marcador oligonucleotidico al ARNm mediante métodos quimicos o enziméticos, se

examind la integridad del ARNm efectuando una transferencia Northern con 200-500 ng de ARNm usando una sonda
complementaria del marcador oligonucleotidico.
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Ejemplo 14
Sintesis de ADNc usando moldes de ARNm que tienen extremos 5’ intactos

Para los ARNm unidos a marcadores oligonucleotidicos usando métodos tanto quimicos como enzimaticos, se
efectud la sintesis de ADNc de primera cadena usando transcriptasa inversa con nondmeros aleatorios como cebadores.
Para proteger los sitios EcoRI internos en el ADNc de la digestion en etapas posteriores del procedimiento, se usé
dCTP metilado para la sintesis de primera cadena. Después de la retirada del ARN mediante hidrélisis alcalina, se
precipitd la primera cadena de ADNc usando isopropanol para eliminar los cebadores residuales.

Tanto para métodos quimicos como enzimadticos, se sintetiz6 la segunda cadena de ADNc con un fragmento Kle-
now usando un cebador correspondiente al extremo 5° del oligonucleétido ligado descrito en el ejemplo 12. Preferi-
blemente, el cebador es de 20-25 bases de longitud. Se usé también dCTP metilado para la sintesis de segunda cadena
para proteger a sitios EcoRI internos en el ADNc de digestién durante el proceso de clonacién.

Después de la sintesis de ADNc, se clonaron los ADNc en pBlueScript como se describe en el ejemplo 15 siguiente.

Ejemplo 15
Insercion de ADNc en BlueScript

Después de la sintesis de segunda cadena, se hicieron romos los extremos del ADNc con ADN polimerasa T4
(Biolabs) y se digiri6 el ADNc con EcoRI. Puesto que se us6 dCTP metilado durante la sintesis de ADNc, el sitio
EcoRI presente en el marcador era el Unico sitio que estaba hemimetilado. En consecuencia, sélo el sitio EcoRI en
el marcador oligonucleotidico era susceptible de digestion con EcoRI. Se fraccioné entonces por tamafios el ADNc
usando cromatografia de exclusion (AcA, Biosepra). Se combinaron las fracciones correspondientes a ADNc de mas
de 150 pb y se precipitaron con etanol. Se cloné direccionalmente el ADNc en los extremos Smal y EcoRI del
vector fagémido pBlueScript (Stratagene). Se electroporé la mezcla de ligamiento en bacterias y se propagd mediante
seleccién de antibidtico apropiado.

Se seleccionaron los clones que contenian el marcador oligonucleotidico como se describe en el ejemplo 16 si-
guiente.

Ejemplo 16
Seleccion de clones que tienen el marcador oligonucleotidico unido a los mismos

Se purificaron (Qiagen) los ADN de pldsmido que contenian colecciones de 5° EST preparadas como se describe
anteriormente. Se efectud una seleccidn positiva de los clones marcados del modo siguiente. Brevemente, en este pro-
cedimiento de seleccion se convirtié el ADN de pldsmido en ADN monocatenario usando endonucleasa del gen II del
fago F1 en combinacién con una exonucleasa (Chang et al., Gene 127: 95-8, 1993) tal como exonucleasa III o exonu-
cleasa del gen 6 de T7. Se purificé entonces el ADN monocatenario resultante usando perlas paramagnéticas como se
describe por Fry et al., Biotechniques, 13: 124-131, 1992. En este procedimiento, se hibridé el ADN monocatenario
con un oligonucleétido biotinilado que tiene una secuencia correspondiente al extremo 3’ del oligonucleétido descrito
en el ejemplo 13. Preferiblemente, el cebador tiene una longitud de 20-25 bases. Se capturaron clones que incluian
una secuencia complementaria del oligonucledtido biotinilado mediante incubacién con perlas magnéticas recubiertas
con estreptavidina seguido de seleccién magnética. Después de la captura de los clones positivos, se liber6é el ADN de
plasmido de las perlas magnéticas y se convirtié en ADN bicatenario usando una ADN polimerasa tal como la Ther-
moSequenase obtenida en Amersham Pharmacia Biotech. Como alternativa, pueden usarse protocolos tales como el
kit Gene Trapper (Gibco BRL). Se electropor6 entonces el ADN bicatenario en bacterias. Se estim6 que el porcentaje
de clones positivos que tienen el oligonucledtido marcador 5° estd tipicamente en el intervalo entre 90 y 98% usando
andlisis de transferencia puntual.

Después de la electroporacion, se ordenaron las colecciones en 384 placas de microvaloraciéon (MTP). Se alma-
cend una copia de las MTP para necesidades futuras. Se transformaron entonces las colecciones en 96 MTP y se
secuenciaron como se describe a continuacion.

Ejemplo 17
Secuenciacion de insertos en clones seleccionados
Se amplificaron en primer lugar insertos de plasmido por PCR en termocicladores PE 9600 (Perkin-Elmer), usando

cebadores SETA-A y SETA-B estandar (Genset SAI, AmpliTaqGold (Perkin-Elmer), dNTP (Boehringer), tampé6n y
condiciones de ciclacién como se recomiendan por la compafifa Perkin-Elmer.
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Se secuenciaron entonces los productos de PCR usando secuenciadores ABI Prism 377 automaéticos (Perkin Elmer,
Applied Biosystems Division, Foster City, CA). Se efectuaron reacciones de secuenciacién usando termocicladores
PE 9600 (Perkin Elmer) con quimica de tinte-cebador estdndar y ThermoSequenase (Amersham Life Science). Los
cebadores usados eran T7 0 21M13 (disponibles en Genset SA) segin fuera apropiado. Se marcaron los cebadores con
los tintes JOE, FAM, ROX y TAMRA. Se adquirieron los dNTP y ddNTP usados en las reacciones de secuenciacion
en Boehringer. El tampdén de secuenciacidn, concentraciones de reactivo y condiciones de ciclacién eran como se
recomiendan por Amersham.

Después de la reaccion de secuenciacion, se precipitaron las muestras con EtOH, se resuspendieron en tamp6n de
carga de formamida y se cargaron en un gel de acrilamida al 4% estandar. Se efectu6 la electroporesis durante 2,5
horas a 3000 V en un secuenciador ABI 377, se recogieron los datos de secuencia y se analizaron usando el software
de analisis de secuencia de ADN ABI Prism, version 2.1.2.

Se transfirieron los datos de secuencia de las 44 colecciones de ADNc preparadas como se describe anteriormente
a una base de datos registrada, donde se efectuaron etapas de control de calidad y validacién. Un lector de bases
registrado (“Trace”), que trabaja usando un sistema Unix, sefial6 automaticamente los picos sospechosos, teniendo en
cuenta la forma de los picos, la resolucidn entre picos y el nivel de ruido. El lector de bases registrado efectué también
un ajuste automatico. Cualquier extension de 25 o menos bases que tuviera mds de 4 picos sospechosos se considerd
no fiable y se desechd. Se retiraron automdticamente las secuencias correspondientes a oligonucleétidos de vector de
clonacion o ligamiento de las secuencias de EST. Sin embargo, las secuencias de EST resultantes pueden contener
1 a 5 bases pertenecientes a las secuencias anteriormente mencionadas en su extremo 5’. En caso necesario, pueden
retirarse éstas facilmente caso por caso.

Después de ello, se transfirieron las secuencias a la base de datos registrada NETGENE™ para andlisis adicional
como se describe a continuacion.

Después de secuenciar como se describe anteriormente, se introdujeron las secuencias de 5° EST en una base
de datos registrada llamada NETGENE™ para almacenamiento y manipulacién. Se apreciard por los expertos en la
técnica que los datos podrian almacenarse y manipularse en cualquier medio que pueda leer y al que pueda acceder un
ordenador. Los medios de lectura informdtica incluyen medios legibles magnéticamente, medios legibles épticamente
o medios legibles electrénicamente. Por ejemplo, los medios legibles informaticamente pueden ser un disco duro, un
disquete, una cinta magnética, CD-ROM, RAM o ROM, asi como otros tipos de medios conocidos por los expertos en
la técnica.

Ademds, los datos de secuencia pueden almacenarse y manipularse en una variedad de programas de procesamiento
de datos en una variedad de formatos. Por ejemplo, los datos de secuencia pueden almacenarse como texto en un
archivo de procesamiento de textos, tal como Microsoft WORD o WORDPERFECT o como un archivo ASCII en
una variedad de programas de bases de datos familiares para los expertos en la técnica, tales como DB2, SYBASE u
ORACLE.

Los medios legibles informaticamente en los que se almacena la informacién de secuencia pueden ser en un
ordenador personal, una red, un servidor u otros sistemas informdticos conocidos por los expertos en la técnica.
El ordenador u otro sistema incluye preferiblemente los medios de almacenamiento descritos anteriormente, y un
procesador para acceder y manipular los datos de secuencia.

Una vez se han almacenado los datos de secuencia, pueden manipularse y buscarse en ellos para localizar aquellas
secuencias almacenadas que contienen una secuencia de 4cido nucleico deseada o que codifican una proteina que tiene
un dominio funcional particular. Por ejemplo, la informacién de secuencia almacenada puede compararse con otras
secuencias conocidas para identificar homologias, motivos implicados en la funcién bioldgica o motivos estructurales.

Los programas que pueden usarse para buscar o comparar las secuencias almacenadas incluyen las series de pro-
gramas MacPattern (EMBL), BLAST y BLAST2 (NCBI), programas de herramienta de bisqueda de alineamiento
local basicos para comparaciones de nucledtidos (BLASTN) y péptidos (BLASTX) (Altschul et al., J. Mol. Biol. 215:
403 (1990)) y FASTA (Pearson y Lipman, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 85: 2444 (1988)). Los programas BLAST
extienden entonces los alineamientos basidndose en criterios de apareamiento y desapareamiento definidos.

Los motivos que pueden detectarse usando los programas anteriores incluyen secuencias que codifican cremalleras
de leucina, motivos de hélice-giro-hélice, sitios de glucosilacidn, sitios de ubiquitinacién, hélices alfa y 1dminas beta,
secuencias seflal que codifican péptidos sefial que dirigen la secrecién de las proteinas codificadas, secuencias impli-
cadas en la regulacion de la transcripcion tales como homeodominios, extensiones dcidas, sitios activos enziméticos,
sitios de unidn a sustrato y sitios de escision enzimadtica.

Antes de buscar en los ADNc de la base de datos NETGENE™ los motivos de secuencia de interés, se identificaron

los ADNc derivados de ARNm que no eran de interés y se eliminaron de una consideracion adicional como se describe
en el ejemplo 18 siguiente.
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Ejemplo 18
Eliminacion de secuencias indeseadas de una consideracion adicional

Se identificaron 5> EST en la base de datos NETGENE™ que derivaban de secuencias indeseadas tales como
ARN de transferencia, ARN ribosémicos, ARN mitocondriales, ARN procariéticos, ARN fiingicos, secuencias Alu,
secuencias L1 o secuencias repetidas usando los programas FASTA y BLASTN con los pardmetros enumerados en la
Tabla II.

Para eliminar los 5° EST que codifican ARNt de una consideracién adicional, se compararon las secuencias de 5’
EST con las secuencias de 1190 ARNt conocidos obtenidas de EMBL version 38, de las cuales 100 eran humanas. Se
efectud la comparacién usando FASTA en ambas cadenas de los 5° EST. Se identificaron como ARN las secuencias
que tenian mds de 80% de homologia durante mds de 60 nucledtidos. De las 144.341 secuencias examinadas, se
identificaron 26 como ARNt y se eliminaron de una consideracién adicional.

Para eliminar los 5° EST que codifican ARNr de una consideracién adicional, se compararon las secuencias de 5’
EST con las secuencias de 2497 ARNr conocidos obtenidas de EMBL version 38, de las cuales 73 eran humanas. Se
efectud la comparacién usando BLASTN en ambas cadenas de los 5° EST con el pardmetro S = 108. Se identificaron
como ARNr secuencias que tenfan mas de 80% de homologia durante extensiones de mds de 40 nucleétidos. De las
144.341 secuencias examinadas, se identificaron 3.312 como ARNr y se eliminaron de una consideracién adicional.

Para eliminar los 5° EST que codifican ARNmt de una consideracién adicional, se compararon las secuencias de
5’ EST con las secuencias de los dos genomas mitocondriales conocidos para los que estdn disponibles las secuencias
gendmicas enteras y se transcribieron todas las secuencias de estos genomas mitocondriales incluyendo ARNt, ARNr
y ARNm para un total de 38 secuencias. Se efectud la comparacion usando BLASTN en ambas cadenas de los 5° EST
con el pardmetro S = 108. Se identificaron como ARNmt secuencias que tenian mas de 80% de homologia durante
extensiones de mas de 40 nucleétidos. De las 144.341 secuencias examinadas, se identificaron 6.110 como ARNmt y
se eliminaron de una consideracién adicional.

Se eliminaron de una consideracién adicional las secuencias que podrian haber resultado de contaminantes exdge-
nos comparando las secuencias de 5° EST con la versién 46 de las divisiones bacteriana y fingica de EMBL usando
BLASTN con el pardmetro S = 144. Se identificaron como contaminantes exégenos todas las secuencias que tenfan
mas de 90% de homologia durante al menos 40 nucledtidos. De las 42 colecciones de ADNc examinadas, los porcen-
tajes medios de secuencias procariéticas y flingicas contenidos en las misma eran de 0,2% y 0,5%, respectivamente.
Entre estas secuencias, s6lo una no pudo identificarse como una secuencia especifica de hongos. Las otras eran se-
cuencias fingicas o procariéticas que tenfan homologias con secuencias de vertebrados o incluian secuencias repetidas
que no se habian enmascarado durante la comparacién electrénica.

Ademds, se compararon los 5’ EST con 6093 secuencias Aluy 1115 secuencias L1 para enmascarar de una consi-
deracién adicional los 5 EST que contienen dichas secuencias repetidas. Se eliminaron también de una consideracién
adicional los 5° EST que incluyen las repeticiones THE y MER, secuencias SSTR o repeticiones de satélite, micro-
satélite o teloméricas. De media, un 11,5% de las secuencias de las colecciones contenian secuencias repetidas. De
este 11,5%, un 7% contenia repeticiones Alu, un 3,3% contenia repeticiones L1 y el 1,2% restante derivaba de los
otros tipos de secuencias repetitivas que se examinaron. Estos porcentajes son consistentes con aquellos encontrados
en colecciones de ADNc preparadas por otros grupos. Por ejemplo, las colecciones de ADN de Adams et al. contenian
entre 0% y 7,4% de repeticiones Alu dependiendo de la fuente de ARN que se usara para preparar la coleccion de
ADNCc (Adams et al., Nature 377: 174, 1996).

Se compararon las secuencias de aquellos 5’ EST restantes después de la eliminacién de las secuencias indeseables
con las secuencias de ARNm humanos conocidos para determinar la exactitud de los procedimientos de secuenciacién
descritos anteriormente.

Ejemplo 19
Medida de la exactitud de secuenciacion por comparacion con secuencias conocidas

Para determinar adicionalmente la exactitud del procedimiento de secuenciacion descrito anteriormente, se iden-
tificaron las secuencias de 5° EST derivadas de secuencias conocidas y se compararon con secuencias conocidas. En
primer lugar, se realiz6 un andlisis FASTA con salientes menores de 5 pb en ambos extremos en los 5° EST para
identificar a aquellos que se aparean con una entrada en la base de datos publica de ARNm humano. Se realineraron
entonces los 6655 5° EST que se apareaban con un ARNm humano conocido con su ARNm afin y se usé programa-
cion dindmica para incluir sustituciones, inserciones y deleciones en la lista de “errores” que serian reconocidos. Se
ignoraron los errores que aparecen en las ultimas 10 bases de las secuencias de 5° EST para evitar la inclusién de sitios
de clonacién espurios en el andlisis de la exactitud de secuenciacion.

Este andlisis revel6 que las secuencias incorporadas a la base de datos NETGENE™ tenian una exactitud de més
de 99,5%.
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Para determinar la eficacia con la que los procedimientos de seleccién anteriores seleccionan ADNc que incluyen
los extremos 5° de sus correspondientes ARNm, se efectud el siguiente andlisis.

Ejemplo 20
Determinacion de la eficacia de la seleccion de 5’ EST

Para determinar la eficacia a la que los procedimientos de seleccién anteriores aislaban 5’ EST que incluian secuen-
cias cercanas al extremo 5’ de los ARNm de los que derivaban, se compararon las secuencias de los extremos de los
5’ EST que derivaban de los genes de la subunidad « del factor de elongacién 1 y de la cadena pesada de ferritina con
las secuencias de ADNc conocidas de estos genes. Puesto que los sitios de inicio de la transcripcidn para la subunidad
a de factor de elongacién 1 y cadena pesada de ferritina estan bien caracterizados, pueden usarse para determinar el
porcentaje de 5’ EST derivados de estos genes que incluian los sitios de inicio de transcripcién auténticos.

Para ambos genes, mas de un 95% de los ADNc incluian secuencias cercanas o cadena arriba del extremo 5° de
los ARNm correspondientes.

Para extender el andlisis de la fiabilidad de los procedimientos de aislamiento de 5’ EST a EST en la base de
datos NETGENE™, se realiz6 un andlisis similar usando una base de datos compuesta por secuencias de ARNm
humano extraidas de la base de datos GenBank versién 97 para comparacion. Para aquellos 5° EST derivados de
ARNmMm incluidos en la base de datos GenBank, mas de un 85% tenian sus extremos 5’ cercanos a los extremos 5’ de la
secuencia conocida. Como algunas de las secuencias de ARNm disponibles en la base de datos GenBank se deducen
de secuencias gendmicas, un apareamiento de extremo 5’ con estas secuencias contard como un apareamiento interno.
Por tanto, el método usado aqui subestima el rendimiento de EST que incluyen los extremos 5’ auténticos de sus
ARNm correspondientes.

Las colecciones de EST preparadas anteriormente incluian multiples 5’ EST derivados del mismo ARNm. Se
compararon las secuencias de dichos 5° EST entre si y se identificaron los 5° EST mads largos para cada ARNm.
Se ensamblaron los ADNc superpuestos en secuencias contiguas (contigos). Se compararon entonces las secuencias
continuas resultantes con bases de datos ptiblicas para calibrar su similitud con secuencias conocidas, como se describe
en el ejemplo 21 siguiente.

Ejemplo 21
Agrupamiento de los 5° EST y cdlculo de los indices de novedad para colecciones de ADNc

Para cada coleccion de EST secuenciada, se agruparon las secuencias por el extremo 5’. Se compar6 cada secuencia
de la coleccién con las otras con BLASTN2 (cadena directa, pardmetros S = 107). Se agruparon los EST con pares
de segmentos de alta puntuacién (HSP) de al menos 25 pb de longitud que tienen un 95% de bases idénticas y que
empiezan a menos de 10 pb de cada extremo 5’ de EST. Se us6 la secuencia mds larga encontrada en el agrupamiento
como representante del agrupamiento. Se efectué entonces un agrupamiento global entre colecciones, conduciendo a
la definicién de supercontigos.

Para evaluar el rendimiento de las nuevas secuencias en las colecciones de EST, se definié un indice de novedad
(IN) como: IN = 100 X (nimero de nuevas secuencias Unicas encontradas en la coleccién/nimero total de secuencias
de la coleccién). Tipicamente, se obtuvo un intervalo de indice de novedad entre 10% y 41% dependiendo del tejido
del que se obtuviera la coleccién de EST. Para la mayoria de las colecciones, se prosigui6 la secuenciacion aleatoria
de colecciones de 5’ EST hasta que el indice de novedad alcanzara un 20%.

Después de la caracterizacién como se describe anteriormente, se examiné la coleccién de 5° EST en NETGENE™
para identificar aquellos 5° EST que portan secuencias sefial potenciales como se describe en el ejemplo 22 siguiente.

Ejemplo 22
Identificacion de secuencias sefial potenciales en 5’ EST

Se examinaron los 5° EST en la base de datos NETGENE™ para identificar aquellos que tenian un marco abierto
de lectura (ORF) ininterrumpido mayor de 45 nucleétidos, empezando con un codén ATG y extendiéndose hasta el
extremo del EST. Aproximadamente la mitad de las secuencias de ADNc en NETGENE™ contenian dicho ORF. Se
buscaron los ORF de estos 5’ EST para identificar motivos de sefial potenciales usando ligeras modificaciones de los
procedimientos dados a conocer en von Heijne, G. A “New Method for Predicting Signal Sequence Cleavage Sites”.
Nucleic Acids Res. 14: 4683-4690 (1986). Se consideré que aquellas secuencias de 5° EST que codifican una extension
de 15 aminoécidos de longitud con una puntuacién de al menos 3,5 en la matriz de identificacién de péptidos de von
Heijne posefan una secuencia sefial. Aquellos 5’ EST que se apareaban con un ARNm humano o secuencia de EST
conocida y tenian un extremo 5’ mds de 20 nucléotidos cadena abajo del extremo 5’ conocido, se excluyeron de un
analisis adicional. Los ADNc restantes que tenfan secuencias sefial en los mismos se incluyeron en una base de datos
llamada SIGNALTAG™.
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Para confirmar la exactitud del método anterior para identificar secuencias sefial, se efectu6 el andlisis del ejemplo
23.

Ejemplo 23
Confirmacion de la exactitud de la identificacion de secuencias sefial potenciales en 5’ EST

Se evalud la exactitud del procedimiento anterior para identificar secuencias sefial que codifican péptidos sefial
aplicando el método a los 43 aminodcidos aminoterminales de todas las proteinas SwissProt humanas. Se comparé la
puntuacién de von Heijne calculada para cada proteina con la caracterizacion conocida de la proteina por ser una pro-
tefna secretada o una proteina no secretada. De esta manera, pudo calcularse el nimero de proteinas no secretadas que
tenfan una puntuacién mayor de 3,5 (falsos positivos) y el nimero de proteinas secretadas que tenian una puntuacién
menor de 3,5 (falsos negativos).

Usando los resultados del andlisis anterior, se calcul6 la probabilidad de que un péptido codificado por la regién
5’ del ARNm sea de hecho un péptido sefial genuino basdndose en su puntuacién de von Heijne, basdndose en la
suposicion de que un 10% de las proteinas humanas se secretan o en la suposicién de que un 20% de las proteinas
humanas se secretan. Se muestran los resultados de este andlisis en las Figuras 2 y 3.

Usando el método anterior de identificacion de proteinas secretadas, se obtuvieron 5° EST de glucagén humano,
precursor de monocina inducido por interferén gamma, proteina similar a ciclofilina secretada, pleyotropina humana
y precursor de biotinidasa humana, todos los cuales son polipéptidos que se sabe que se secretan Por tanto, el método
anterior identificé exitosamente a aquellos 5’ EST que codifican un péptido sefial.

Para confirmar que el péptido sefial codificado por los 5° EST funciona realmente como péptido sefial, pueden
clonarse las secuencias sefial de los 5° EST en un vector disefiado para la identificacién de péptidos sefial. Algunos
vectores de identificacion de péptido sefial se disefian para conferir la capacidad de crecer en medio selectivo en células
hospedadoras que tienen una secuencia sefial insertada operativamente en el vector. Por ejemplo, para confirmar que
un 5° EST codifica un péptido sefial genuino, puede insertarse la secuencia sefial del 5’ EST cadena arriba y en fase
con una forma no secretada del gen de invertasa de levadura en vectores de seleccion de péptido sefial tales como los
descritos en la patente de EE.UU. n° 5.536.637. El crecimiento de células hospedadoras que contienen vectores de
seleccidn de secuencia sefial que tienen la secuencia sefial de 5° EST insertada en los mismos confirma que el 5° EST
codifica un péptido sefal genuino.

Como alternativa, puede confirmarse la presencia de un péptido sefial mediante la clonacién de ADNc extendidos
obtenidos usando los EST en vectores de expresion tales como pXT1 (como se describe a continuacién), o constru-
yendo vectores de gen informador de secuencia sefial promotores que codifican proteinas de fusion entre el péptido
sefial y una proteina informadora ensayable. Después de la introduccién de estos vectores en una célula hospedadora
adecuada, tal como células CDS o células NIH 3T3, puede recolectarse el medio de crecimiento y analizarse la pre-
sencia de la proteina secretada. Se compara el medio de estas células con el medio de células que contienen vectores
que carecen de la secuencia sefial o del inserto de ADNc extendido para identificar vectores que codifican un péptido
sefial funcional o una proteina secretada auténtica.

Aquellos 5° EST que codificaban un péptido sefial, como se determina mediante el método del ejemplo 22 anterior,
se agruparon adicionalmente en cuatro categorias basandose en su homologia con secuencias conocidas. Se describe
la categorizacion de los 5° EST en el ejemplo 24 siguiente.

Ejemplo 24
Categorizacion de 5’ EST que codifican un péptido serial

Aquellos 5° EST que tienen una secuencia que no se aparea con ninguna secuencia de vertebrado conocida ni
ninguna secuencia de EST conocido publicamente se designaron como “nuevos” De las secuencias en la base de datos
SIGNALTAG™, 947 de los 5° EST que tienen una puntuacién de von Heijne de al menos 3,5 entraban dentro de esta
categoria.

Aquellos 5° EST que tienen una secuencia que no se aparea con ninguna secuencia de vertebrado, pero que se
aparea con un EST conocido ptblicamente, se designaron “EST-ext”, a condicion de que la secuencia EST conocida
se extendiera al menos 40 nucledtidos en la direccién 5°. De las secuencias en la base de datos SIGNALTAG™, 150
de los 5° EST que tienen una puntuacién de von Heijne de al menos 3,5 entraban dentro de esta categoria.

Aquellos EST que no se aparean con ninguna secuencia de vertebrado, pero que se aparean con un EST conocido
publicamente sin extenderse el EST conocido al menos 40 nucleétidos en la direccién 5°, se designaron “EST”. De
las secuencias en la base de datos SIGNALTAG™, 599 de los 5° EST que tienen una puntuacién de von Heijne de al
menos 3,5 entraban dentro de esta categoria.
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Aquellos 5° EST que se aparean con una secuencia de ARNm humano, pero que extienden la secuencia cono-
cida al menos 40 nucleétidos en la direccién 5°, se designaron “VERT-ext”. De las secuencias en la base de datos
SIGNALTAG™, 23 de los 5° EST que tienen una puntuacién de von Heijne de al menos 3,5 entraban dentro de esta
categoria. Se incluia en esta categoria un 5’ EST que extendia la secuencia conocida del ARNm de translocasa humana
mas de 200 bases en la direccién 5°. Se identific también un 5° EST que extendia la secuencia de un gen supresor
tumoral humano en la direccién 5°.

La Figura 4 muestra la distribuciéon de 5° EST en cada categoria y el nimero de 5° EST en cada categoria que
tienen una puntuacién de von Hejine minima dada.

Se categoriz6 cada uno de los 5° EST basdndose en el tejido del que se obtuvo su ARNm correspondiente, como
se describe a continuacion en el ejemplo 25.

Ejemplo 25
Categorizacion de los patrones de expresion

La Figura 5 muestra los tejidos de los que se obtuvieron los ARNm correspondientes a los 5” EST en cada una de
las categorias descritas anteriormente.

Ademads de categorizar los 5’ EST por el tejido del que se obtuvo la coleccion de ADNc en la que se identificaron
por primera vez, pueden determinarse los patrones de expresion espacial y temporal de los ARNm correspondientes
a los 5° EST, asi como sus niveles de expresion, como se describe en el ejemplo 26 siguiente. La caracterizacion de
los patrones de expresion espacial y temporal de estos ARNm es titil para construir vectores de expresion capaces de
producir un nivel deseado de producto génico de la manera deseada desde un punto de vista espacial o temporal, como
se discutird con mds detalle a continuacién.

Ademads, pueden identificarse también los 5° EST cuyos ARNm correspondientes estdn asociados a estados pa-
tolégicos. Por ejemplo, una enfermedad particular puede ser el resultado de la falta de expresion, sobreexpresién o
subexpresion de un ARNm correspondiente a un 5° EST. Al comparar los patrones y cantidades de expresion de
ARNm en muestras tomadas de individuos sanos con aquellas de individuos que padecen una enfermedad particular,
pueden identificarse 5° EST responsables de la enfermedad.

Se apreciard que los resultados de los procedimientos de caracterizacion anteriores para 5’ EST se aplican también
a ADNc extendidos (obtenibles como se describe a continuacién) que contienen secuencias adyacentes a los 5° EST.
Se apreciard también que si se desea retrasar la caracterizacion hasta haber obtenido los ADNc extendidos en lugar de
caracterizar los EST mismos, pueden aplicarse los procedimientos de caracterizacién anteriores para caracterizar los
ADNCc extendidos después de su aislamiento.

Ejemplo 26
Evaluacion de los niveles y patrones de expresion de ARNm correspondientes a 5’ EST o ADNc extendidos

Pueden analizarse los niveles y patrones de expresién de ARNm correspondientes a 5> EST o ADNc extendidos
(obtenibles como se describe a continuacidén) mediante hibridacién en disolucién con sondas largas como se describe
en la solicitud de patente internacional n® WO 97/05277. Brevemente, se inserta un 5° EST, un ADNc extendido o
fragmento del mismo correspondiente al gen que codifica el ARNm a caracterizar en un sitio de clonacién inmedia-
tamente cadena abajo de un promotor de ARN polimerasa de bacteriéfago (T3, T7 o SP6) para producir ARN no
codificante. Preferiblemente, el 5° EST o ADNCc extendido tiene 100 o mas nucleétidos. Se linealiza el pldsmido y se
transcribe en presencia de ribonucleétidos que comprenden ribonucleétidos modificados (concretamente, biotina-UTP
y DIG-UTP). Se hibrida un exceso de este ARN doblemente marcado en disolucién con ARNm aislado a partir de
células o tejidos de interés. Se efecttian las hibridaciones en condiciones rigurosas estdndar (40-50°C durante 16 horas
en un tampén de 80% de formamida, NaCl 0,4 M, pH 7-8). Se retira la sonda no hibridada mediante digestién con
ribonucleasas especificas de ARN monocatenario (concretamente, ARNasas CL3, T1, Phy M, U2 o A). La presencia
de biotina-UTP posibilita la captura del hibrido en una placa de microvaloracién recubierta con estreptavidina. La pre-
sencia de la modificaciéon DIG posibilita que el hibrido sea detectado y cuantificado por ELISA usando un anticuerpo
anti-DIG acoplado a fosfatasa alcalina.

Los 5’ EST, ADNCc extendidos o fragmentos de los mismos pueden marcarse también con secuencias nucleotidicas
para el andlisis en serie de la expresion génica (SAGE) como se da a conocer en la solicitud de patente de R.U. n°
2.305.241 A. En este método, se preparan ADNc de una célula, tejido, organismo u otra fuente de 4cido nucleico para
la que se desea determinar los patrones de expresién génica. Se separan los ADNc resultantes en dos conjuntos. Se
escinden los ADNc en cada conjunto con una primera endonucleasa de restriccion llamada “enzima de anclaje”, que
tiene un sitio de reconocimiento que es probable que esté presente al menos una vez en la mayoria de los ADNc. Se
aislan los fragmentos que contienen la regiéon mas 5° 6 3’ del ADNc escindido mediante unién a un medio de captu-
ra tal como perlas recubiertas con estreptavidina. Se liga un primer ligador oligonucleotidico que tiene una primera

20



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2330903 T3

secuencia para la hibridacién de un cebador de amplificacion y un sitio de restriccidn interno para una “endonuclea-
sa marcadora” con los ADNc digeridos en el primer conjunto. La digestién con la segunda endonucleasa produce
fragmentos “marcadores” cortos de los ADNc.

Se liga un segundo oligonucledtido que tiene una segunda secuencia para la hibridacién de un cebador de am-
plificacion y un sitio de restriccién interno con los ADNc digeridos en el segundo conjunto. Se digieren también los
fragmentos de ADNCc en el segundo conjunto con la “endonucleasa marcadora” para generar fragmentos “marcadores”
cortos derivados de los ADNc del segundo conjunto. Los “marcadores” resultantes de la digestion del primer y segun-
do conjuntos con la enzima de anclaje y la endonucleasa de anclaje se ligan entre si para producir “dimarcadores”.
En algunas realizaciones, los dimarcadores se concatamerizan para producir productos de ligamiento que contienen 2
a 200 dimarcadores. Se determinan entonces las secuencias marcadoras y se comparan con las secuencias de los 5’
EST o ADNCc extendidos para determinar cudl 5° EST o ADNCc se expresa en la célula, tejido, organismo u otra fuente
de 4cidos nucleicos de la que derivaban los marcadores. De este modo, se obtiene el patrén de expresion de 5° EST o
ADNCc extendidos en la célula, tejido, organismo u otra fuente de dcidos nucleicos.

Puede efectuarse también el andlisis cuantitativo de la expresién génica usando matrices. Como se usa en la pre-
sente memoria, el término matriz significa una disposicién monodimensional, bidimensional o multidimensional de
ADNCc completos (concretamente, ADNc extendidos que incluyen la secuencia de codificacién del péptido sefial, la
secuencia de codificacion de la proteina madura y un codén de terminacién), ADNc extendidos, 5° EST o fragmentos
de los ADNc completos, ADNc extendidos 0 5° EST de suficiente longitud para permitir una deteccién especifica de la
expresion génica. Preferiblemente, los fragmentos son de al menos 15 nucledtidos de longitud. Mas preferiblemente,
los fragmentos son de al menos 100 nucleétidos de longitud. Més preferiblemente, los fragmentos son de mas de 100
nucledtidos de longitud. En algunas realizaciones, los fragmentos pueden ser de mas de 500 nucleétidos de longitud.

Por ejemplo, puede efectuarse el andlisis cuantitativo de la expresién génica con ADNc completos, ADNc extendi-
dos, 5° EST o fragmentos de los mismos en una micromatriz de ADN complementario como se describe por Schena et
al. (Science 270: 467-470, 1995: Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 93: 10614-10619, 1996). Los ADNc completos, ADNc
extendidos, 5’ EST o fragmentos de los mismos se amplifican mediante PCR y se disponen desde placas de micro-
valoracién de 96 pocillos sobre portaobjetos de microscopio sililados usando robética de alta velocidad. Se incuban
las matrices impresas en una cdmara hiimeda para permitir la rehidratacion de los elementos de la matriz y se aclaran,
una vez con SDS al 0,2% durante 1 min, dos veces con agua durante 1 min y una vez durante 5 min con disolucién de
borohidruro de sodio. Se sumergen las matrices en agua durante 2 min a 95°C, se transfieren a SDS al 0,2% durante 1
min, se aclaran dos veces con agua, se secan al aire y se almacenan en la oscuridad a 25°C.

Se afsla ARNm de célula o tejido o se obtiene comercialmente y se preparan sondas mediante una sola ronda
de transcripcidn inversa. Se hibridan las sondas con micromatrices de 1 cm® bajo un cubreobjetos de vidrio de 14
X 14 mm durante 6-12 horas a 60°C. Se lavan las matrices durante S min a 25°C con tampén de lavado de bajo
rigor (1 x SSC/0,2% de SDS), después durante 10 min a temperatura ambiente en tampén de lavado de alto rigor
(0,1 x SSC/0,2% de SDS). Se exploran las matrices en 0,1 x SSC usando un dispositivo de exploracion por ldser de
fluorescencia equipado con un grupo de filtros usual. Se obtienen medidas de expresion diferencial exactas tomando
la media de las relaciones de dos hibridaciones independientes.

Puede efectuarse también el andlisis cuantitativo de la expresion de genes con ADNc completos, ADNc extendidos,
5’ EST o fragmentos de los mismos en una micromatriz de ADN complementario como se describe por Pietu et al.
(Genome Research 6: 492-503,1996). Se amplifican los ADNc completos, ADNc extendidos, 5’ EST o fragmentos de
los mismos por PCR y se siembran sobre membranas. Se marcan entonces los ARNm originarios de diversos tejidos
o células con nucledtidos radiactivos. Después de la hibridacién y lavado en condiciones controladas, se detectan los
ARNm hibridados mediante la formacién de imagenes por fésforo o autorradiografia. Se efectiian experimentos por
duplicado y se efectda entonces un andlisis cuantitativo de ARNm expresados diferencialmente.

Como alternativa, puede hacerse el andlisis de expresién de los 5° EST o ADNc extendidos mediante matrices
nucleotidicas de alta densidad como se describen por Lockhart et al. (Nature Biotechnology 14: 1675-1680, 1996) y
Sosnowsky et al. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94: 1119-1123,1997).Se sintetizan directamente sobre el chip oligonu-
cledtidos de 15-50 nucleétidos que corresponden a secuencias de 5° EST o ADNc extendidos (Lockhart et al., supra)
o se sintetizan y después se dirigen al chip (Sosnowski et al., supra). Preferiblemente, los oligonucleétidos son de
aproximadamente 20 nucleétidos de longitud.

Se sintetizan sondas de ADNc marcadas con un compuesto apropiado, tal como biotina, digoxigenina o tinte
fluorescente, a partir de la poblacion de ARNm apropiada y se fragmentan entonces aleatoriamente a un tamafio
medio de 50 a 100 nucleétidos. Se hibridan entonces dichas sondas con el chip. Después de lavar como se describe
en Lockhart et al., supra y la aplicacién de diferentes campos eléctricos (Sosnowsky et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 94:
1119-1123), se detectan y cuantifican los tintes o compuestos marcadores. Se efectiian hibridaciones por duplicado.
El andlisis comparativo de la intensidad de la sefial originaria de sondas de ADNc en el mismo oligonucleétido diana
en diferentes muestras de ADNc indica una expresion diferencial del ARNm correspondiente al 5° EST o ADNc
extendido a partir del que se ha disefiado la secuencia oligonucleotidica.
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III. Uso de 5’ EST para clonar ADNc extendidos y para clonar los correspondientes ADN genomicos

Una vez se han seleccionado los 5’ EST que incluyen el extremo 5 de los correspondientes ARNm usando los
procedimientos descritos anteriormente, pueden utilizarse para aislar ADNc extendidos que contienen secuencias ad-
yacentes a los 5° EST. Los ADNc extendidos pueden incluir la secuencia de codificacién completa de la proteina
codificada por el correspondiente ARNm, incluyendo el sitio de inicio de la traduccién auténtico, la secuencia sefial y
la secuencia que codifica la proteina madura que permanece después de la escision del péptido sefial. Dichos ADNc
extendidos se refieren en la presente memoria como “ADNc completos”. Como alternativa, los ADNc extendidos pue-
den incluir sélo la secuencia que codifica la proteina madura que permanece después de la escision del péptido sefial,
o sélo la secuencia que codifica el péptido sefial.

El ejemplo 27 siguiente describe un método general para obtener ADNc extendidos. El ejemplo 28 siguiente descri-
be la clonacién y secuenciacion de varios ADNc extendidos, incluyendo ADNc extendidos que incluyen la secuencia
de codificacién completa y el extremo 5° auténtico del correspondiente ARNm de varias proteinas secretadas.

Pueden usarse también los métodos de los ejemplos 27, 28 y 29 para obtener ADNc extendidos que codifican menos
de la secuencia de codificacion entera de las proteinas secretadas codificadas por los genes correspondientes a los 5’
EST. En algunos aspectos, los ADNc extendidos aislados usando estos métodos codifican al menos 10 aminodcidos
de la proteina codificada por la secuencia de SEC ID N° 45. En aspectos adicionales, los ADNc extendidos codifican
al menos 20 aminodcidos de las proteinas codificadas por la secuencia de SEC ID N° 45. En aspectos adicionales,
los ADNc extendidos codifican al menos 30 aminodcidos de la secuencia de SEC ID N° 45. En una realizacién
preferida, los ADNc extendidos codifican una secuencia de proteina completa que incluye la secuencia de codificacién
de proteina de SEC ID N° 45.

Ejemplo 27
Meétodo general para usar 5’ EST para clonar y secuenciar ADNc extendidos

Se ha usado el siguiente método general para aislar rdpida y eficazmente ADNc extendidos, incluyendo la se-
cuencia adyacente a las secuencias de los 5’ EST usados para obtenerlos. Este método puede aplicarse para obtener
ADNCc extendidos para cualquier 5° EST en la base de datos NETGENE™, incluyendo aquellos 5° EST que codifican
proteinas secretadas. El método se resume en la Figura 6.

1. Obtencion de ADNc extendidos
a) Sintesis de primera cadena

El método aprovecha la secuencia 5° conocida del ARNm. Se realiza una reaccién de transcripcién inversa en
ARNm purificado con un cebador poli 14dT que contiene una secuencia de 49 nucleétidos en su extremo 5° que
permite la adicién de una secuencia conocida en el extremo del ADNc que corresponde al extremo 3’ del ARNm.
Por ejemplo, el cebador puede tener la siguiente secuencia: 5’-ATC GTT GAG ACT CGT ACC AGC AGA GTC
ACG AGA GAG ACT ACA CGG TAC TGG TTT TTT TTT TTT TTVN -3 (SEC ID N° 14. Los expertos en la
técnica apreciardn que pueden afiadirse también otras secuencias a la secuencia de poli dT y usarse para cebar la
sintesis de primera cadena. Usando este cebador y una transcriptasa inversa tal como la enzima Superscript II (Gibco
BRL) o ARNasa H Minus M-MLV (Promega), se genera un transcrito inverso anclado en el sitio 3’ poli A de los
ARN.

Después de la retirada del ARNm hibridado con la primera cadena de ADNc mediante hidrdlisis alcalina, se
eliminan los productos de la hidr6lisis alcalina y el cebador poli dT residual con una columna de exclusién tal como
una matriz AcA34 (Biosepra) como se explica en el ejemplo 11.

b) Sintesis de segunda cadena

Se disefian un par de cebadores anidados en cada extremo basdndose en la secuencia 5’ conocida de 5° EST
y el extremo 3’ conocido afiadido por el cebador poli dT usado en la sintesis de primera cadena. Los software
usados para disefiar cebadores estan basados en el contenido de GC y las temperaturas de fusién de oligonucleé-
tidos, tales como OSP (lllier y Green, PCR Meth. Appl. 1: 124-128, 1991), o estdn basados en el método de dis-
paridad de la frecuencia de octdmeros (Griffais et al. Nucleic Acids Res. 19: 3887-3891, 1991 tales como PC-Rare
(http://bioinformatics.weizmann.ac.il/software/PC-Rare/doc/manuel.html).

Preferiblemente, los cebadores anidados en el extremo 5’ estdn separados entre si por 4 a 9 bases. Las secuen-

cias cebadoras 5° pueden seleccionarse para tener temperaturas de fusiéon y especificidades adecuadas para uso en
PCR.
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Preferiblemente, los cebadores anidados en el extremo 3’ estan separados entre si por 4 a 9 bases. Por ejemplo, los
cebadores 3’ anidados pueden tener las siguientes secuencias: (5’- CCA GCA GAG TCA CGA GAG AGA CTA CAC
GG -3’ (SEC ID N° 15), y 5’- CAC GAG AGA GAC TAC ACG GTA CTG G -3’ (SEC ID N° 16). Se seleccionaron
estos cebadores porque tienen temperaturas de fusion y especificidades compatibles con su uso en PCR. Sin embargo,
los expertos en la técnica apreciardn que pueden usarse también como cebadores otras secuencias.

Se efectua el primer proceso de PCR de 25 ciclos usando la mezcla de polimerasa Tth Advantage (Clontech) y
el cebador externo de cada uno de los pares anidados. Se efectia entonces una segunda PCR de 20 ciclos usando la
misma enzima y el cebador interno de cada uno de los pares anidados en 1/2500 del primer producto de PCR. Después
de ello, se retiran cebadores y nucleétidos.

2. Secuenciacion de ADNc extendidos completos o fragmentos de los mismos

Debido a la falta de limitaciones de posicion en el disefio de cebadores anidados 5° compatibles para uso en PCR
usando el software OSP, se obtienen amplicones de dos tipos. Preferiblemente, el segundo cebador 5’ estd localizado
cadena arriba del codén de inicio de la traduccién, proporcionando asi un producto de PCR anidado que contiene la
secuencia de codificacién completa. Dicho ADNc extendido completo experimenta un procedimiento de clonacién
directa como se describe en la seccién a siguiente. Sin embargo, en algunos casos, el segundo cebador 5’ se localiza
cadena abajo del codén de inicio de la traduccion, proporcionando asi un producto de PCR que contiene solo parte
del ORF. Dichos productos de PCR incompletos se someten a un procedimiento modificado descrito en la seccién
siguiente.

a) Productos de PCR anidados que contienen ORF completos

Cuando el producto de PCR anidado resultante contiene la secuencia de codificaciéon completa, como se predice
por la secuencia 5’ EST, se clona en un vector apropiado tal como pED6dpc2, como se describe en la seccion 3.

b) Productos de PCR anidados que contienen ORF incompletos

Cuando el amplicén no contiene la secuencia de codificacién completa, son necesarias etapas intermedias para
obtener tanto la secuencia de codificacién completa como un producto de PCR que contenga la secuencia de codi-
ficacion completa. La secuencia de codificacién completa puede ensamblarse a partir de varias secuencias parciales
determinadas directamente a partir de diferentes productos de PCR como se describe en la siguiente seccion.

Una vez se ha determinado completamente la secuencia de codificacién completa, se disefian nuevos cebadores
compatibles para uso en PCR para obtener amplicones que contengan toda la region de codificacién. Sin embargo,
en dichos casos, se usan cebadores 3’ compatibles para uso en PCR dentro del 3° UTR del correspondiente ARNm,
proporcionando asi amplicones que carecen de parte de esta regidn, concretamente, el intervalo de poli A y a veces la
sefial de poliadenilacién, como se ilustra en la Figura 6. Se clonan entonces dichos ADNc extendidos completos en un
vector apropiado como se describe en la seccién 3.

¢) Secuenciacion de ADNc extendidos

La secuenciacién de los ADNc extendidos se efectia usando un enfoque de Die Terminator con el kit FS de ADN
polimerasa AmpliTaq disponible en Perkin Elmer.

Para secuenciar los fragmentos de PCR, se efectia un desplazamiento por el cebador usando software tal como
OSP para elegir cebadores y un software informatico automatizado tal como ASMG (Sutton et al. Genome Science
Technol. 1: 9-19, 1995) para construir céntigos de secuencias de desplazamiento que incluyen el marcador 5’ inicial
usando superposiciones minimas de 32 nucleétidos. Preferiblemente, el desplazamiento por el cebador se efectia hasta
que se obtienen las secuencias de ADNc completas.

La terminacién de la secuenciacion de un fragmento de ADNc extendido dado se evalda del modo siguiente. Puesto
que las secuencias localizadas después de un intervalo de poli A son dificiles de determinar con precision en el caso
de productos no clonados, los procesos de secuenciacion y desplazamiento por el cebador para productos de PCR se
interrumpen cuando se identifica un intervalo de poli A en ADNc extendidos obtenidos como se describe en el caso
b. Se compara la longitud de secuencia con el tamafio del producto de PCR anidado como se describe anteriormente.
Debido a la exactitud limitada de la determinacion del tamafio de producto de PCR por electroforesis en gel, se
considera completa una secuencia si el tamafio de la secuencia obtenida es al menos un 70% del tamaifio del primer
producto de PCR anidado. Si la longitud de la secuencia determinada por el andlisis informdtico no es al menos un
70% de la longitud del producto de PCR anidado, se clonan estos productos de PCR y se determina la secuencia de la
insercion. Cuando estan disponibles los datos de transferencia Northern, se usa el tamafio del ARNm detectado para
un producto de PCR dado para evaluar finalmente que la secuencia es completa. Las secuencias que no satisfacen los
criterios anteriores se descartan y se someterdn a un nuevo procedimiento de aislamiento.
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Se transfieren los datos de secuencia de todos los ADNc extendidos a una base de datos registrada, donde se llevan
a cabo controles de calidad y etapas de validacién como se describe en el ejemplo 15.

3. Clonacion de ADNc extendidos completos

Se clona entonces el producto de PCR que contiene la secuencia de codificacién completa en un vector apropiado.
Por ejemplo, los ADNc extendidos pueden clonarse en el vector de expresion pED6dpc2 (DiscoverEase, Genetics
Institute, Cambridge, MA) del modo siguiente. Se muestra la estructura de pED6dpc?2 en la Figura 7. Se prepara ADN
del vector pED6dpc2 con extremos romos efectuando una digestién con EcoRI seguida de una reaccion de relleno. Se
desfosforila el vector de extremos romos. Después de la retirada de los cebadores de PCR y la precipitacién con etanol,
se fosforila el producto de PCR que contiene la secuencia de codificaciéon completa o el ADNc extendido obtenido
como se describe anteriormente con una cinasa posteriormente retirada por extraccion con fenol-Sevag y precipitacion.
Se liga entonces el ADNc extendido bicatenario al vector y se introduce el pldsmido de expresion resultante en células
hospedadoras apropiadas.

Puesto que los productos de PCR obtenidos como se describe anteriormente son moléculas de extremos romos que
pueden clonarse en cualquier direccion, se determina la orientacién de varios clones para cada producto de PCR. Se
ordenan entonces 4 a 10 clones en placas de microvaloracién y se someten a una reacciéon de PCR usando un primer
cebador localizado en el vector cercano al sitio de clonacion y un segundo cebador localizado en la porciéon del ADNc
extendido correspondiente al extremo 3’ del ARNm. Este segundo cebador puede ser el cebador no codificante usado
en PCR anclado en el caso de clonacion directa (caso a) o el cebador no codificante localizado dentro del 3° UTR
en el caso de clonacién indirecta (caso b). Se conservan y secuencian los clones en que el codén de inicio del ADNc
extendido estd ligado operativamente al promotor en el vector para permitir la expresion de la proteina codificada por
el ADNc extendido. Ademas de los extremos de los insertos de ADNc, se secuencian también aproximadamente 50
pb de ADN de vector en cada lado del inserto de ADNCc.

Se secuencian entonces completamente los productos de PCR clonados segtin el procedimiento anteriormente
mencionado. En este caso, se efectia entonces el ensamblaje de céntigo de fragmentos largos en secuencias de des-
plazamiento que se han contigado ya para productos de PCR no clonados durante el desplazamiento por el cebador.
La secuenciacién de los amplicones clonados es completa cuando los céntigos resultantes incluyen la regién de codi-
ficacién completa asi como las secuencias superpuestas con ADN de vector en ambos extremos.

4. Andlisis informdtico de ADNc extendido completo

Se someten entonces secuencias de todos los ADNc extendidos completos a andlisis adicional como se describe
anteriormente y usando los pardmetros encontrados en la Tabla II con las siguientes modificaciones. Para examinar
las subdivisiones misceldneas de Genbank, se usé FASTA en lugar de BLASTN y 15 nucleétidos de homologia fue el
limite en lugar de 17. Para la deteccién de Alu, se usé BLASTN con los siguientes parametros: S = 72; identidad =
70%; y longitud = 40 nucledtidos. Se buscaron la sefial de poliadenilacién y la cola de poli A, que no se buscaron para
los 5° EST. Para la deteccion de la sefial de poliadenilacion, se busco la sefial (AATAAA) con un desapareamiento
permisible en los tltimos diez nucleétidos precedentes al extremo 5’ de poli A. Para el poli A, se buscé una extension
de 8 aminodcidos en los tltimos 20 nucledtidos de la secuencia con BLAST2N en la cadena codificante con los
siguientes pardmetros (W =6, S = 10, E = 1000 e identidad = 90%). Finalmente, se buscaron secuencias patentadas
y homologias de ORF usando, respectivamente, BLASTN y BLASTP en la base de datos GenSEQ (base de datos de
Derwent de secuencias nucleotidicas patentadas) y SWISSPROT para ORF con los siguientes pardmetros (W =8 y
B =10). Antes de examinar en los ADNc completos extendidos las secuencias de interés, se buscan ADNc extendidos
que no son de interés del modo siguiente.

a) Eliminacion de secuencias indeseadas

Aunque se comprobaron los 5’ EST para retirar las secuencias contaminantes como se describe en el ejemplo 18,
se llevé a cabo una dltima verificacion para identificar secuencias de ADNc extendido derivadas de secuencias inde-
seadas tales como ARN de vector, ARN transferentes, ARN ribosémicos, ARN mitocondriales, ARN procariéticos y
ARN fiingicos usando los programas FASTA y BLASTN en ambas cadenas de ADNc extendidos como se describe a
continuacién.

Para identificar los ADNc extendidos que codifican ARN de vector, se comparan los ADNc extendidos con las
secuencias conocidas de ARN de vector usando el programa FASTA. Se identifican secuencias de ADNc extendidos
con mds de 90% de homologia durante extensiones de 15 nucleétidos como ARN de vector.

Para identificar los ADNc extendidos que codifican ARNt, se compararon las secuencias de ADNc extendido con
las secuencias de 1190 ARNt conocidos obtenidas de EMBL version 38, de las que 100 eran humanas. Se identificaron
como ARNT las secuencias de ADNc extendidos que tenian mds de 80% de homologia durante 60 nucleétidos usando
FASTA.
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Para identificar los ADNc extendidos que codifican ARNTr, se compararon las secuencias de ADNc extendido con
las secuencias de 2497 ARNTt conocidos obtenidas de EMBL version 38, de las que 73 eran humanas. Se identificaron
como ARNT las secuencias de ADNc extendidos que tienen mas de 80% de homologia durante extensiones de mas de
40 nucledétidos usando BLASTN.

Para identificar los ADNc extendidos que codifican ARNmt, se compararon las secuencias de ADNc extendidos
con las secuencias de los dos genomas mitocondriales conocidos para los que estdn disponibles las secuencias gené-
micas enteras y se transcribieron todas las secuencias de estos genomas mitocondriales incluyendo ARNt, ARNr y
ARNm para un total de 38 secuencias. Se identificaron como ARNmt las secuencias de ADNc extendidos que tenian
mas de 80% de homologia durante extensiones de mas de 40 nucle6tidos usando BLASTN.

Se identificaron las secuencias que podrian haber resultado de otros contaminantes exdgenos comparando secuen-
cias de ADNCc extendido con la versién 105 de las divisiones bacteriana y fingica de Genbank. Se identificaron como
contaminantes procaridticos o flingicos exdgenos secuencias de ADNc extendidos que tienen mas de 90% de homo-
logfa durante 40 nucleétidos usando BLASTN.

Ademds, se buscaron en ADNCc extendidos diferentes secuencias repetidas, incluyendo secuencias Alu, secuencias
L1, repeticiones THE y MER, secuencias SSTR o repeticiones de satélite, microsatélite o teloméricas. Se identificaron
como secuencias repetidas secuencias de ADNc extendidos con mds de 70% de homologia durante extensiones de
40 nucledtidos usando BLASTN y se enmascararon en procedimientos de identificacién adicionales. Ademads, se
sefialaron clones que mostraban una homologia extensa con repeticiones, concretamente, apareamientos de méds de 50
nucledtidos si la homologia era de al menos 75% o de mas de 40 nucleétidos si la homologia era de al menos 85% o
de mas de 30 nucledtidos si la homologia era de al menos 90%.

b) Identificacion de rasgos estructurales

Los rasgos estructurales, por ejemplo cola de poli A y sefial de poliadenilacion, de las secuencias de ADNc exten-
didos completos se determinan posteriormente del modo siguiente.

Se define una cola de poli A como una extensiéon homopolimérica de al menos 11 A con como mdximo una
base alternativa en la misma. La busqueda de la cola de poli A esta restringida a los ultimos 20 nt de la secuencia y
limitada a extensiones de 11 A consecutivos porque las reacciones de secuenciacién a menudo no son legibles después
de dicha extensién de poli A. Se identifican como colas de poli A extensiones con 100% de homologia durante 6
nucleétidos.

Para buscar una sefial de poliadenilacién, se fija la cola de poli A de la secuencia completa. Se busca en los 50
pb precedentes de la cola de poli A la sefial de poliadenilacién canénica AAUAAA, permitiendo un desapareamiento
para dar cuenta de posibles errores de secuenciacién y la variacién conocida de la secuencia candnica de la sefial de
poliadenilacion.

¢) Identificacion de rasgos funcionales

Se determinaron posteriormente los rasgos funcionales, por ejemplo ORF y secuencias sefial, de las secuencias de
ADNCc extendidos completos del modo siguiente.

Se buscan en los 3 marcos de cadena superior de los ADNc extendidos los ORF definidos como los fragmentos de
longitud maxima que empiezan con un codén de inicio de la traduccién y finalizan con un codén de terminacién. Se
prefieren ORF que codifican al menos 20 aminodcidos.

Se explora entonces en cada ORF encontrado la presencia de un péptido sefial en los primeros 50 aminoacidos
o, cuando sea apropiado, en regiones mds cortas de hasta 20 aminoacidos o menos en el ORF, usando el método de
matriz de von Heijne (Nuc. Acids Res. 14: 4683-4690 (1986)) y la modificacién descrita en el ejemplo 22.

d) Homologia con secuencias nucleotidicas o proteicas

Se comparan entonces las secuencias de ADNc extendidos completos con secuencias conocidas basadas en nu-
cleétidos o proteinas.

Se comparan las secuencias de ADNc extendidos completos con las siguientes secuencias de dcido nucleico co-
nocidas: secuencias de vertebrados (Genbank), secuencias de EST (Genbank), secuencias patentadas (Geneseqn) y
secuencias recientemente identificadas (versiones diarias de Genbank) disponibles en el momento de presentacién de
los documentos de prioridad. Se comparan entonces también secuencias de ADNc completas con las secuencias de una
base de datos registrada (secuencias internas de Genset) para encontrar secuencias que se hayan identificado ya por los
solicitantes. Se identifican las secuencias de ADNc extendidos completos con mas de 90% de homologia durante 30
nucleétidos usando BLASTN o BLAST2N como se indica en la Tabla III como secuencias que ya se han descrito. Se
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examinan posteriormente las secuencias de vertebrados apareadas usando FASTA; se identifican los ADNc extendidos
completos con mas de 70% de homologia durante 30 nucle6tidos como secuencias que ya se han descrito.

Se comparan posteriormente los ORF codificados por ADNc extendidos completos como se definen en la seccién
¢) con secuencias aminoacidicas conocidas encontradas en las bases de datos publicas Swissprot versiéon CHP, PIR
version PIR y Genpept version GPEPT usando BLASTP con el pardmetro W=8 y permitiendo un méaximo de 10
apareamientos. Se reconocen como proteinas ya identificadas las secuencias de ADNc extendidos completos que
muestran una homologia extensa con secuencias proteicas conocidas.

Ademads, se comparan los productos de traduccién conceptuales de tres marcos de lectura de la cadena superior de
los ADNc extendidos completos con secuencias aminoacidicas conocidas piblicamente de Swissprot usando BLASTX
con el parametro E=0,001. Se detectan como proteinas ya identificadas las secuencias de ADNc extendidos completos
con mas de 70% de homologia durante extensiones de 30 aminoécidos.

5. Seleccion de secuencias completas clonadas de la presente invencion

Se someten entonces secuencias de ADNc extendidos completos clonados, que ya se han caracterizado mediante el
andlisis informdtico anteriormente mencionado, a un procedimiento automdtico para preseleccionar ADNc extendidos
completos que contienen secuencias de interés.

a) Preseleccion de secuencia automdtica

Se consideran todos los ADNc extendidos completos clonados fijados al vector en ambos extremos. En primer
lugar, se realiza una seleccién negativa para eliminar secuencias clonadas indeseadas resultantes de contaminantes
o artefactos de PCR del modo siguiente. Se desechan las secuencias que se aparean con secuencias contaminantes
tales como secuencias de ARN de vector, ARNt, ARNmt, ARNr, asi como aquellas que codifican secuencias de ORF
que exhiben una homologia extensa con repeticiones como se define en la seccidn 4a). Se desechan las secuencias
obtenidas mediante clonacién directa usando cebadores anidados en marcadores 5’ y 3’ (seccién 1, caso a) pero que
carecen de cola de poli A. Se mantienen sélo los ORF que contienen un péptido sefial y que terminan antes de la cola
de poli A (caso a) o antes del final del 3° UTR clonado (caso b). Se eliminan entonces los ORF que contienen proteinas
maduras improbables, tales como proteinas maduras cuyo tamafio es menor de 20 aminodcidos o menor de un 25%
del tamaiio de la proteina inmadura.

En la seleccion de los ORF, se dio prioridad al ORF y al marco correspondientes a los polipéptidos descritos
en SignalTag Patents (solicitudes de patente de Estados Unidos n° de serie: 08/905.223; 08/905.135; 08/905.051;
08/905.144; 08/905.279; 08/904.468; 08/905.134; y 08/905.133). Si el ORF no se encontraba entre los ORF descritos
en SignalTag Patents, se eligié el ORF que codificaba el péptido sefial con la puntuacién mayor segtin el método de
von Heijne como se define en el ejemplo 22. Si las puntuaciones eran idénticas, entonces se eligi6é el ORF mads largo.

Se comparan entonces por pares las secuencias de clones de ADNc extendidos completos con BLAST después
de enmascarar las secuencias repetidas. Se agrupan en la misma clase las secuencias que contienen al menos 90% de
homologia durante 30 nucleétidos. Se somete entonces cada agrupamiento a un andlisis de agrupamientos que detecta
las secuencias resultantes de cebamiento interno o de corte y empalme alternativo, secuencias idénticas o secuencias
con varios desplazamientos de marco. Este andlisis automadtico sirve como base para la seleccién manual de secuencias.

b) Seleccion manual de secuencias

Se lleva a cabo la seleccién manual usando informes generados autométicamente para cada clon de ADNc ex-
tendido completo secuenciado. Durante estos procedimientos manuales, se realiza una seleccién entre clones que
pertenecen a la misma clase del modo siguiente. Se alinean y comparan las secuencias de ORF codificadas por clones
que pertenecen a la misma clase. Si la homologia entre secuencias nucleotidicas de clones que pertenecen a la misma
clase es de mas de 90% durante extensiones de 30 nucledtidos o si la homologia entre secuencias aminoacidicas de
clones pertenecientes a la misma clase es de mas de 80% durante extensiones de 20 aminodcidos, entonces se con-
sidera que los clones son idénticos. El ORF elegido es el mejor segiin los criterios mencionados a continuacién. Si
las homologias de nucle6tidos y aminodcidos son menores de 90% y 80% respectivamente, se dice que los clones
codifican distintas proteinas, pudiendo seleccionarse ambas si contienen secuencias de interés.

Se efectda la seleccién de clones de ADNc extendido completo que codifican secuencias de interés usando los
siguientes criterios. Se comprueban en primer lugar los pardmetros estructurales (marcador inicial, sitio y sefal de
poliadenilacion). Se examinan entonces las homologias con acidos nucleicos y proteinas conocidos para determinar si
la secuencia de clon se aparea con una secuencia de dcido nucleico/proteina conocida y, en este dltimo caso, su indice
de cobertura y la fecha en que se hizo publica la secuencia. Si no hay un apareamiento extenso con secuencias distintas
de EST o ADN gendmico, o si la secuencia del clon porta informacidn sustancialmente nueva, tal como codificar una
proteina resultante de corte y empalme alternativo de un ARNm que codifica una proteina ya conocida, se mantiene
la secuencia. Se describen en el ejemplo 28 ejemplos de dichos ADNc extendidos completos clonados que contienen
secuencias de interés. Se desechan durante este procedimiento las secuencias que resultan de insertos quiméricos o
dobles como se evalia mediante homologia con otras secuencias.
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Ejemplo 28
Clonacion y secuenciacion de ADNc extendidos

Se uso el procedimiento descrito en el ejemplo 27 anterior para obtener los ADNc extendidos descritos en la
presente memoria. Usando este enfoque, se obtuvo el ADNc completo de SEC ID N° 17. Este ADNc entra en la
categoria de “EST-ext” descrita anteriormente y codifica el péptido sefial MKKVLLLITAILAVAVG (SEC ID N° 18)
que tiene una puntuacién de von Heijne de 8,2.

Se obtuvo también el ADNc completo de SEC ID N° 19 usando este procedimiento. Este ADNc entra en la cate-
goria de “EST-ext” descrita anteriormente y codifica el péptido sefial MW WFQQGLSFLPSALVIWTSA (SEC ID N°
20) que tiene una puntuacién de von Heijne de 5,5.

Otro ADNc completo obtenido usando el procedimiento descrito anteriormente tiene la secuencia de SEC ID N°
21. Este ADNCc entra dentro de la categoria de “EST-ext” descrita anteriormente y codifica el péptido sefial MVLT-
TLPSANSANSPVNMPTTGPNSLSYASSALSPCLT (SEC ID N° 22) que tiene una puntuacién de von Heijne de 5,9.

Se us6 también el procedimiento anterior para obtener un ADNc completo que tiene la secuencia de SEC ID N° 23.
Este ADNCc entra en la categoria de “EST-ext” descrita anteriormente y codifica el péptido sefial ILSTVTALTFAXA
(SEC ID N° 24) que tiene una puntuacién de von Heijne de 5,5.

Se obtuvo también el ADNc completo de SEC ID N° 25 usando este procedimiento. Este ADNc entra en la cate-
goria de “nuevo” descrita anteriormente y codifica un péptido sefial LVLTLCTLPLAVA (SEC ID N° 26) que tiene una
puntuacién de von Heijne de 10,1.

Se obtuvo también el ADNc completo de SEC ID N° 27 usando este procedimiento. Este ADNc entra en la catego-
ria de “nuevo” descrita anteriormente y codifica un péptido sefial LWLLFFLVTAIHA (SEC ID N° 28) que tiene una
puntuacién de von Heijne de 10,7.

Se usaron también los procedimientos anteriores para obtener los ADNc extendidos de la presente invencién. Se
obtuvieron como se describe anteriormente 5° EST expresados en una variedad de tejidos.

Se usaron los 5’ EST obtenidos como se describe anteriormente para obtener ADNc extendidos que tenfan las
secuencias de SEC ID N° 40-140 y 242-377. La Tabla IV proporciona los niimeros de identificacién de secuencia
de los ADNc extendidos de SEC ID N° 45, la localizacion de la secuencia de codificacién completa en la SEC ID
N° 45 (concretamente, los nucleétidos que codifican tanto el péptido sefial como la proteina madura, enumerados
bajo el encabezado localizacién de FCS en la Tabla IV), la localizacién de los nucleétidos en la SEC ID N° 45 que
codifica los péptidos sefial (enumerados bajo el encabezado localizacién de SigPep en la Tabla IV), la localizacién
de los nucledtidos en la SEC ID N° 45 que codifican las proteinas maduras generadas por escision del péptido sefial
(enumerados bajo el encabezado localizacién de polipéptido maduro en la Tabla IV), la localizacién en la SEC ID N°
45 de codones de terminacion (enumerados bajo el encabezado localizacién de codén de terminacién en la Tabla IV),
la localizacién en la SEC ID N° 45 de sefiales de poli A (enumeradas bajo el encabezado localizacién de sefial de poli
A en la Tabla IV) y la localizacién de sitios de poli A (enumerados bajo el encabezado localizacion de sitios de poli A
en la Tabla IV).

Se examiné en los polipéptidos codificados por los ADNc extendidos la presencia de motivos estructurales o
funcionales conocidos o la presencia de firmas, secuencias aminoacidicas pequefias que estdn bien conservadas entre
los miembros de una familia de proteinas. Las regiones conservadas se han usado para derivar patrones o matrices de
consenso incluidos en el banco de datos PROSITE, en particular en el archivo prosite.dat (versién 13.0 de noviembre de
1995, localizado en http://expasy.hcuge.ch/sprot/prosite.html. Se usaron los programas Prosite_convert y prosite_scan
(http://ulrec3.unil.ch/ftpserveur/prosite_scan) para encontrar firmas en los ADNc extendidos.

Para cada patrén obtenido con el programa prosite_convert a partir del archivo prosite.dat, se ha ensayado la
exactitud de la deteccién en una secuencia de una proteina nueva evaluando la frecuencia de aciertos irrelevantes
en la poblacién de proteinas secretadas humanas incluida en el banco de datos SWISSPROT. Se us6 como indice
la relacién entre el ndmero de aciertos en proteinas barajadas (con un tamafo de ventana de 20 aminodcidos) y el
nimero de aciertos en proteinas nativas (no barajadas). Se omiti6 cada patrén para el que la relacién fuera mayor
de 20% (un acierto en proteinas barajadas por 5 aciertos en proteinas nativas) durante la bisqueda con prosite_scan.
El programa usado para barajar secuencias de proteina (db_shuffled) y el programa usado para determinar las es-
tadisticas para cada patrén en los bancos de datos de proteina (prosite statistics) estdn disponibles en el sitio ftp
http://ulrec3.unil.ch/ftpserveurlprosite_scan.

La Tabla V enumera el nimero de identificacién de secuencia de los polipéptidos de SEC ID N° 146, 1a localizacion
de los residuos aminoacidicos de SEC ID N° 146 en el polipéptido completo (segunda columna), la localizacién de los
residuos aminoacidicos de la SEC ID N° 146 en los péptidos sefial (tercera columna) y la localizacion de los residuos
aminoacidicos de la SEC ID N° 146 en el polipéptido maduro creado escindiendo el péptido sefial del polipéptido
completo (cuarta columna).
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Se proporcionan las secuencias nucleotidicas de la secuencia de SEC ID N° 45 y la secuencia aminoacidica codi-
ficada por la SEC ID N° 45 (concretamente la secuencia aminoacidica de SEC ID N° 146) en el listado de secuencias
adjunto. En algunos casos, las secuencias son preliminares y pueden incluir algunas secuencias o aminodcidos in-
correctos o ambiguos. En las secuencias de SEC ID N° 45 puede examinarse ficilmente cualquier error en las mismas
y puede resolverse cualquier ambigiiedad de secuencia resecuenciando un fragmento que contiene dichos errores o
ambigiiedades en ambas cadenas. Los fragmentos de dcido nucleico para resolver errores de secuenciacién o ambi-
giliedades pueden obtenerse a partir de los clones depositados o pueden aislarse usando las técnicas descritas en la
presente memoria. La resolucién de cualquiera de dichas ambigiiedades o errores puede facilitarse usando cebado-
res que hibridan con secuencias localizadas cerca de las secuencias ambiguas o erréneas. Por ejemplo, los cebadores
pueden hibridar con secuencias a 50-75 bases de la ambigiiedad o error. Tras la resolucién de un error o ambigiiedad,
pueden hacerse las correspondientes correcciones en las secuencias proteicas codificadas por el ADN que contiene el
error o ambigiiedad. Por ejemplo, en las secuencias descritas en la presente memoria, se resolvieron las ambigiiedades
en la secuencia de SEC ID N° 131. Puede determinarse también la secuencia aminoacidica de la proteina codificada
por un clon particular mediante la expresién del clon en una célula hospedadora adecuada, recogiendo la proteina y
determinando su secuencia.

Para cada secuencia aminoacidica, los solicitantes han identificado lo que han determinado que es el marco de
lectura mejor identificable con la informacién de secuencia disponible en el momento de presentacién. Algunas de
las secuencias aminoacidicas pueden contener indicadores “Xaa”. Estos indicadores “Xaa” indican (1) un residuo que
no puede identificarse debido a ambigiiedad de secuencia nucleotidica o (2) un codén de terminacién en la secuencia
determinada donde los solicitantes creen que no deberia existir (si la secuencia fuera determinada mds exactamente).

Se mantienen células que contienen los ADNc extendidos (SEC ID N° 40-140 y 242-377) descritos en la presente
memoria en el vector pED6dpc2 en depdsito permanente por los inventores en Genset S.A. 24 Rue Royale, 75008
Paris, Francia.

Se depositaron conjuntos de células que contenian los ADNc extendidos (SEC ID N° 40-140 y 242-377), de
los que son obtenibles células que contienen un polinucleétido particular, en la American Type Culture Collection,
10801 University Blvd., Manassas, VA 20110-2209 o la European Collection of Cell Cultures, Vaccine Research and
Production Laboratory, Public Health Laboratory Service, Centre for Applied Microbiology and Research, Porton
Oown, Salisbury, Wiltshire SP4 OJG, Reino Unido. Se ha transfectado cada clon de ADNc extendido en células
bacterianas separadas (E. coli) para este depdsito combinado. La Tabla VI enumera el niimero de depdsito del clon que
contiene los ADNc extendidos de SEC ID N° 45. La Tabla VII proporciona el nimero de referencia interna asignado
alas SEC ID N° 45 y 146 e indica si la secuencia es una secuencia de dcido nucleico o una secuencia de proteina.

Cada ADNCc extendido puede retirarse del vector pED6dpc2 en el que se deposité efectuando una doble digestion
con Notl-Pstl para producir el fragmento apropiado para cada clon. Las proteinas codificadas por los ADNc extendidos
pueden expresarse también a partir del promotor en pED6dpc2.

Pueden obtenerse células bacterianas que contienen un clon particular a partir del depdsito combinado del modo
siguiente:

Debe disefarse una sonda o sondas oligonucleotidicas para la secuencia que es conocida para ese clon particular.

Esta secuencia puede derivar de las secuencias proporcionadas en la presente memoria, o de una combinacién de
esas secuencias. El disefio de la sonda oligonucleotidica debe seguir preferiblemente estos parametros:

(a) Debe disefiarse en una zona de la secuencia que tenga el menor nimero de bases ambiguas (“N”’) o ninguna;

(b) Preferiblemente, la sonda se disefia para tener una T,, de aproximadamente 80°C (suponiendo 2 grados por
cada A o T y 4 grados por cada G o C). Sin embargo, pueden usarse también sondas que tengan temperaturas de fusién
entre 40°C y 80°C a condicion de que no se pierda la especificidad.

El oligonucleétido debe marcarse preferiblemente con (-[**P]ATP (actividad especifica 6000 Ci/mmol) y polinu-
cleétido cinasa T4 usando técnicas empleadas habitualmente para marcar oligonucleétidos. Pueden usarse también
otras técnicas de marcaje. El marcaje no incorporado debe retirarse preferiblemente mediante cromatografia de fil-
tracién en gel u otros métodos establecidos. La cantidad de radiactividad incorporada a la sonda debe cuantificarse
mediante medida en un contador de centelleo. Preferiblemente, la actividad especifica de la sonda resultante debe ser
aproximadamente de 4X10° dpm/pmol.

El cultivo bacteriano que contiene el conjunto de clones completos preferiblemente debe descongelarse y usarse
100 p1 de la disolucién madre para inocular un matraz de cultivo estéril que contiene 25 ml de caldo L estéril que con-
tiene ampicilina a 100 pg/ml. Preferiblemente, el cultivo debe cultivarse hasta saturacién a 37°C, y el cultivo saturado
debe diluirse preferiblemente en caldo L reciente. Preferiblemente, deben sembrarse alicuotas de estas diluciones para
determinar la dilucién y el volumen que proporcionardn aproximadamente 5.000 colonias distintas y bien separadas
sobre medios bacterioldgicos sélidos que contienen caldo L. que contiene ampicilina a 100 ug/ml y agar al 1,5% en
una placa petri de 150 mm cuando se cultiva durante una noche a 37°C. Pueden emplearse también otros métodos
conocidos de obtencién de colonias distintas bien separadas.
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Deben usarse entonces procedimientos de hibridacion de colonia estandar para transferir las colonias a filtros de
nitrocelulosa y lisarlos, desnaturalizarlos y hervirlos.

Se incuba entonces preferiblemente el filtro a 65°C durante 1 hora con agitacion suave en 6X SSC (la solucién
madre 20X es 175,3 g de NaCl/l, 88,2 g de citrato de sodio/l, ajustada a pH 7,0 con NaOH) que contiene 0,5% de SDS,
100 pg/ml de ARN de levadura y EDTA 10 mM (aproximadamente 10 ml por filtro de 150 mm). Preferiblemente, se
afiade entonces la sonda a la mezcla de hibridacién a una concentracién mayor o igual a 1X10° dpm/ml. Se incuba
entonces preferiblemente el filtro a 65°C con agitacién suave durante una noche. Se lava entonces preferiblemente el
filtro con 500 ml de 2X SSC/0,1% de SDS a temperatura ambiente con agitacién suave durante 15 minutos. Es opcional
un tercer lavado con 0,1X SSC/0,5% de SDS a 65°C durante 30 minutos a 1 hora. Se seca entonces preferiblemente el
filtro y se somete a autorradiografia durante un tiempo suficiente para visualizar los positivos en pelicula de rayos X.
Pueden emplearse también otros métodos de hibridacién conocidos.

Se recogen las colonas positivas, se cultivan y se aisla el ADN de plasmido usando procedimientos estandar. Pueden
verificarse entonces los clones mediante analisis de restriccidn, analisis de hibridacion o secuenciacién de ADN.

El ADN de plasmido obtenido usando estos procedimientos puede manipularse entonces usando técnicas de clo-
nacion estandar familiares para los expertos en la técnica. Como alternativa, puede realizarse un PCR con cebadores
disefiados en ambos extremos de la insercién de ADNc extendido. Por ejemplo, puede realizarse una reaccién de PCR
usando un cebador que tiene la secuencia GGCCATACACTTBAGTGAC (SEC ID N° 38) y un cebador que tiene la
secuencia ATATAGACAAACGCACACC (SEC ID N° 39). El producto de PCR que corresponde al ADNc extendido
puede manipularse entonces usando técnicas de clonacién estandar familiares para los expertos en la técnica.

Ademds de métodos basados en PCR para obtener ADNc extendidos, pueden emplearse también métodos tradicio-
nales basados en hibridacién. Estos métodos pueden usarse también para obtener los ADN genémicos que codifican
los ARNm de los que derivaban los 5° EST, los ARNm correspondientes a los ADNc extendidos o 4cidos nucleicos
que son homdlogos de los ADNc extendidos o 5’ EST. El ejemplo 29 siguiente proporciona un ejemplo de dichos
métodos.

Ejemplo 29
Meétodos para obtener ADNc extendidos o dcidos nucleicos homélogos de ADNc extendidos 0 5’ EST

Puede prepararse una coleccion de ADNc completos usando las estrategias descritas en los ejemplos 13, 14, 15
y 16 anteriores reemplazando el nondmero aleatorio usado en el ejemplo 14 por un cebador oligo-dT. Por ejemplo,
puede usarse el oligonucledtido de SEC ID N° 14.

Como alternativa, puede obtenerse una coleccién de ADNc o coleccién de ADN genémico a partir de una fuente
comercial o prepararse usando técnicas familiares para los expertos en la técnica. La coleccion incluye ADNc que
derivan de los ARNm correspondientes a un 5’ EST o que tienen homologia con un ADNc extendido o 5° EST. Se
hibrida la coleccién de ADNc o colecciéon de ADN gendémico con una sonda detectable que comprende al menos 10
nucledtidos consecutivos de 5° EST o ADNCc extendido usando técnicas convencionales. Preferiblemente, la sonda
comprende al menos 12, 15 6 17 nucleédtidos consecutivos de 5° EST o ADNc extendido. Mds preferiblemente, la
sonda comprende al menos 20-30 nucleétidos consecutivos de 5° EST o ADNc extendido. En algunas realizaciones, la
sonda comprende al menos 30 nucleétidos de 5° EST o ADNc extendido. En otras realizaciones, la sonda comprende
al menos 40, al menos 50, al menos 75, al menos 100, al menos 150 o al menos 200 nucledtidos consecutivos de 5’
EST o ADNCc extendido.

Las técnicas para identificar clones de ADNc en una coleccién de ADNc que hibrida con una secuencia de sonda
dada se dan a conocer en Sambrook et al., “Molecular Cloning: A Laboratory Manual” 2* Ed., Cold Spring Harbor
Laboratory Press, 1989. Pueden usarse las mismas técnicas para aislar ADN gen6émicos.

Brevemente, se identifican clones de ADNc o ADN genémico que hibridan con la sonda detectable y se aislan para
manipulacién adicional del modo siguiente. Se marca una sonda que comprende al menos 10 nucleétidos consecuti-
vos de 5° EST o ADNc extendido con un marcaje detectable tal como un radiois6topo o una molécula fluorescente.
Preferiblemente, la sonda comprende al menos 12, 15 6 17 nucleétidos consecutivos de 5 EST o ADNc extendido.
Preferiblemente, la sonda comprende 20-30 nucleétidos consecutivos de 5> EST o ADNc extendido. En algunas rea-
lizaciones, la sonda comprende mas de 30 nucledtidos de 5° EST o ADNc extendido. En algunas realizaciones, la
sonda comprende al menos 40, al menos 50, al menos 75, al menos 100, al menos 150 o al menos 200 nucleétidos
consecutivos de 5 EST o ADNCc extendido.

Las técnicas para marcar la sonda son bien conocidas e incluyen fosforilacién con polinucleétido cinasa, traslado
de mella, transcripcion in vitro y técnicas no radiactivas. Se transfieren los ADNc o ADN genémicos en la coleccién
a un filtro de nitrocelulosa o nailon y se desnaturalizan. Después de la incubacién del filtro con una disolucién de
bloqueo, se pone en contacto con la sonda marcada y se incuba durante una cantidad de tiempo suficiente para que la
sonda hibride con ADNc o ADN gendmicos que contienen una secuencia capaz de hibridar con la sonda.
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Al variar el rigor de las condiciones de hibridacién usadas para identificar ADNc extendidos o ADN genémicos
que hibridan con la sonda detectable, pueden identificarse y aislarse ADNc extendidos que tienen diferentes nive-
les de homologia con la sonda. Para identificar ADNc extendidos o ADN gendémicos que tienen un alto grado de
homologia con la secuencia de sonda, puede calcularse la temperatura de fusién de la sonda usando las siguientes
férmulas:

Para sondas de entre 14 y 70 nucleétidos de longitud, la temperatura de fusién (Tm) se calcula usando la férmula:
Tm = 81,5 + 16,6(log [Na+])+0,41 (fraccion de G+C)-(600/N), en la que N es la longitud de la sonda.

Si se lleva a cabo la hibridacién en una disolucién que contiene formamida, la temperatura de fusién puede calcu-
larse usando la ecuacién Tm= 81,5 + 16,6(log [Na+])+0,41 (fraccién de G+C)-(0,63% formamida)-(600/N), en la que
N es la longitud de la sonda.

Puede llevarse a cabo la prehibridacién en 6X SSC, 5X reactivo de Denhardt, 0,5% de SDS, 100 g de ADN
de esperma de salmén fragmentado desnaturalizado o 6X SSC, 5X reactivo de Denhardt, 0,5% de SDS, 100 ug de
ADN de esperma de salmén fragmentado desnaturalizado, 50% de formamida. Se enumeran las férmulas para SSC y
disoluciones de Denhardt en Sambrook et al., supra.

Se realiza la hibridacién afiadiendo la sonda detectable a las disoluciones de prehibridacién enumeradas anterior-
mente. Cuando la sonda comprende ADN bicatenario, se desnaturaliza antes de la adicién a la disolucién de hibri-
dacién. Se pone en contacto el filtro con la disolucién de hibridacién durante un periodo de tiempo suficiente para
permitir que la sonda hibride con ADNc extendidos o ADN gendmicos que contienen secuencias complementarias de
la misma u homdlogas de la misma. Para sondas de mas de 200 nucleétidos de longitud, la hibridacién puede llevarse
a cabo a 15-25°C por debajo de la Tm. Para sondas mads cortas, tales como sondas oligonucleotidicas, la hibridacién
puede realizarse a 15-25°C por debajo de la Tm. Preferiblemente, para hibridaciones en 8 X SSC, se realiza la hibrida-
cién aproximadamente a 68°C. Preferiblemente, para hibridaciones en disoluciones que contienen 50% de formamida,
se realiza la hibridacién aproximadamente a 42°C.

Se consideraria que todas las hibridaciones anteriores estan en condiciones “rigurosas”. Después de la hibridacién,
se lava el filtro con 2X SSC, 0,1% de SDS a temperatura ambiente durante 15 minutos. Se lava entonces el filtro con
0,1X SSC, 0,5% de SDS a temperatura ambiente durante 30 minutos a 1 hora. Después de ello, se lava la disolucién
a la temperatura de hibridacién en 0,1 X SSC, 0,5% de SDS. Se realiza un lavado final en 0,1 X SSC a temperatura
ambiente.

Se identifican los ADNc extendidos, hom6logos de 4cidos nucleicos de ADNc extendidos o 5° EST o ADN gené-
micos que han hibridado con la sonda mediante autorradiografia u otras técnicas convencionales.

El procedimiento anterior puede modificarse para identificar ADNc extendidos, 4dcidos nucleicos homdlogos de
ADNCc extendidos o ADN genémicos que tienen niveles reducidos de homologia con la secuencia de sonda. Por
ejemplo, para obtener ADNc extendidos, dcidos nucleicos homdlogos de ADNc extendidos o ADN gendémicos de
homologia reducida con la sonda detectable, pueden usarse condiciones menos rigurosas. Por ejemplo, la temperatura
de hibridacién puede reducirse en incrementos de 5°C desde 68°C a 42°C en un tamp6n de hibridacién que tiene una
concentracion de Na* de aproximadamente 1 M. Después de la hibridacion, puede lavarse el filtro con 2X SSC, 0,5%
de SDS a la temperatura de hibridacién. Estas condiciones se consideran condiciones “moderadas” por encima de
50°C y condiciones “bajas” por debajo de 50°C.

Como alternativa, la hibridacién puede llevarse a cabo en tampones, tales como 6X SSC, que contienen formamida
a una temperatura de 42°C. En este caso, la concentracién de formamida en el tampdn de hibridacién puede reducirse
en incrementos de 5% desde 50% a 0% para identificar los clones que tienen niveles reducidos de homologia con
la sonda. Después de la hibridacién, puede lavarse el filtro con 6X SSC, 0,5% de SDS a 50°C. Estas condiciones se
consideran condiciones “moderadas” por encima de 25% de formamida y condiciones “bajas” por debajo de 25% de
formamida.

Se identifican mediante autorradiografia los ADNc extendidos, homélogos de dcido nucleico de ADNc extendidos
o ADN genémicos que han hibridado con la sonda.

Si se desea obtener dcidos nucleicos homologos de ADNc extendidos, tales como variantes alélicas de los mismos
o 4cidos nucleicos que codifican proteinas relacionadas con las proteinas codificadas por los ADNc extendidos, puede
determinarse facilmente el nivel de homologia entre el 4cido nucleico hibridado y el ADNc extendido o 5° EST usado
como sonda. Para determinar el nivel de homologia entre el 4cido nucleico hibridado y el ADNc extendido 0 5° EST del
que derivaba la sonda, se comparan las secuencias nucleotidicas del dcido nucleico hibridado y los ADNc extendidos
0 5’ EST de los que derivaba la sonda. Por ejemplo, usando los métodos anteriores, pueden obtenerse e identificarse
dcidos nucleicos que tienen al menos un 95% de homologia de 4cido nucleico con ADNc extendidos o 5’ EST de los
que derivaba la sonda. De forma similar, pero usando condiciones de hibridacién progresivamente menos rigurosas,
pueden obtenerse e identificarse dcidos nucleicos que tienen al menos un 90%, al menos un 85%, al menos un 80% o al
menos un 75% de homologia con los ADNc extendidos o 5° EST de los que derivaba la sonda. El nivel de homologia
entre el dcido nucleico hibridado y el ADNc extendido 0 5° EST usado como sonda puede determinarse adicionalmente
usando BLAST2N; los parametros puede adaptarse dependiendo de la longitud de secuencia y el grado de homologia
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estudiados. En dichas comparaciones, pueden usarse los pardmetros por defecto de los pardmetros enumerados en las
Tablas I y II1.

Para determinar si un clon codifica una proteina que tiene una cantidad dada de homologia con la proteina codi-
ficada por el ADNc extendido o 5’ EST, se compara la secuencia aminoacidica codificada por el ADNc extendido o
5" EST con la secuencia aminoacidica codificada por el 4cido nucleico hibridado. Se determina que existe homologia
cuando una secuencia aminoacidica en el ADNc extendido o 5” EST esta estrechamente relacionada con una secuencia
aminoacidica del dcido nucleico hibridado. Una secuencia esta estrechamente relacionada cuando es idéntica a la del
ADNCc extendido o 5’ EST o cuando contiene una o mds sustituciones aminoacidicas en la misma en la que aminoé-
cidos que tienen caracteristicas similares se han sustituido entre si. Usando los métodos anteriores, pueden obtenerse
acidos nucleicos que codifican proteinas que tienen al menos un 95%, al menos un 90%, al menos un 85%, al menos un
80% o al menos un 75% de homologia con las proteinas codificadas por el ADNc extendido o 5” EST del que derivaba
la sonda. Usando los métodos y algoritmos anteriores tales como FASTA, con pardmetros dependientes de la longitud
de secuencia y el grado de homologia estudiados, puede determinarse el nivel de homologia. En la determinacién del
nivel de homologia usando FASTA, pueden usarse los pardmetros por defecto o los pardmetros enumerados en las
Tablas IT o III.

Como alternativa, pueden prepararse ADNc extendidos obteniendo ARNm del tejido, célula u organismo de interés
usando procedimientos de preparacién de ARNm que utilizan procedimientos de seleccién con poli A u otras técnicas
conocidas por los expertos en la técnica. Se hibrida con el ARNm un primer cebador capaz de hibridar con la cola de
poli A del ARNm y se efecttia una reaccién de transcripcion inversa para generar una primera cadena de ADNc.

Se hibrida la primera cadena de ADNc con un segundo cebador que contiene al menos 10 nucledtidos consecutivos
de las secuencias de 5’ EST para las que se desea un ADNc extendido. Preferiblemente, el cebador comprende al
menos 12, 15 6 17 nucleétidos consecutivos de las secuencias de 5’ EST. Mas preferiblemente, el cebador comprende
20-30 nucledtidos consecutivos de las secuencias de 5° EST. En algunas realizaciones, el cebador comprende mas de
30 nucleétidos de las secuencias de 5° EST. Si se desea obtener ADNc que contienen la secuencia de codificacién
de proteina completa, incluyendo el sitio de inicio de la traduccién auténtico, el segundo cebador usado contiene
secuencias localizadas cadena arriba del sitio de inicio de la traduccidn. Se extiende el segundo cebador para generar
una segunda cadena de ADNc complementaria de la primera cadena de ADNc. Como alternativa, puede efectuarse
una RTPCR como se describe anteriormente usando cebadores de ambos extremos del ADNc a obtener.

Pueden prepararse ADNc extendidos que contienen fragmentos 5° del ARNm poniendo en contacto un ARNm
que comprende la secuencia del 5° EST para el que se desea un ADNc extendido con un cebador que comprende
al menos 10 nucledtidos consecutivos de las secuencias complementarias del 5° EST, hibridando el cebador con los
ARNm y transcribiendo de forma inversa el cebador hibridado para preparar una primera cadena de ADNc a partir de
los ARNm. Preferiblemente, el cebador comprende al menos 12, 15 6 17 nucleétidos consecutivos del 5° EST. Més
preferiblemente, el cebador comprende 20-30 nucleétidos consecutivos del 5° EST.

Después de ello, se sintetiza una segunda cadena de ADNc complementaria de la primera cadena de ADNc. La
segunda cadena de ADNc puede prepararse hibridando un cebador complementario de secuencias en la primera cadena
de ADNCc con la primera la primera cadena de ADNc y extendiendo el cebador para generar la segunda cadena de
ADNCc.

Se aislan los ADNc extendidos bicatenarios usando los métodos descritos anteriormente y se clonan. Los ADNc
extendidos pueden clonarse en vectores tales como pldsmidos o vectores viricos capaces de replicar en una célula
hospedadora apropiada. Por ejemplo, la célula hospedadora puede ser una célula de bacteria, mamifero, ave o insecto.

Las técnicas para aislar ARNm, transcribir de forma inversa un cebador hibridado con ARNm para generar una
primera cadena de ADNc, extender un cebador para preparar una segunda cadena de ADNc complementaria de la
primera cadena de ADNCc, aislar el ADNc bicatenario y clonar el ADNc bicatenario son bien conocidas en la técnica
y se describen en “Current Protocols in Molecular Biology”, John Wiley and Sons, Inc. 1997 y Sambrook et al.
“Molecular Cloning: A Laboratory Manual”, 2* edicién, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989.

Como alternativa, pueden usarse kits para obtener ADNc completos, tales como GeneTrapper (n° de cat. 10356-
020, Gibco, BRL), para obtener ADNc completos o ADNc extendidos. En este enfoque, se preparan ADNc completos
o extendidos a partir de ARNm y se clonan en fagémidos bicatenarios. Se vuelve entonces monocatenaria la coleccién
de ADNCc en los fagémidos bicatenarios mediante tratamiento con una endonucleasa tal como el producto del gen II
del fago F1, y exonucleasa III como se describe en el manual que acompaifia al kit GeneTrapper. Se hibrida un oligonu-
cledtido biotinilado que comprende la secuencia de un 5° EST, o un fragmento que contiene al menos 10 nucleétidos
del mismo, con los fagémidos monocatenarios. Preferiblemente, el fragmento comprende al menos 12, 15 6 17 nu-
cledtidos consecutivos del 5’ EST. M4s preferiblemente, el fragmento comprende 20-30 nucleétidos consecutivos del
5’ EST. En algunos procedimientos, el fragmento puede comprender mas de 30 nucleétidos consecutivos de 5° EST.
Por ejemplo, el fragmento puede comprender al menos 40, al menos 50, al menos 75, al menos 100, al menos 150 o al
menos 200 nucledtidos consecutivos de 5° EST.

Se aislan hibridos entre el oligonucleétido biotinilado y fagémidos que tienen insertos que contienen la secuencia
5’ EST incubando los hibridos con perlas paramagnéticas recubiertas con estreptavidina y recuperando las perlas con
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un imdn. Después de ello, se liberan de las perlas los fagémidos resultantes que contienen la secuencia de 5 EST y
se convierten en ADN bicatenario usando un cebador especifico de la secuencia de 5’ EST. Se transforma el ADN
bicatenario resultante en bacterias. Se identifican ADNc extendidos que contienen la secuencia de 5° EST mediante
PCR de colonia o hibridacién de colonia.

Puede proporcionarse una pluralidad de ADNc extendidos que contienen secuencias de codificacion de proteina
completas o secuencias que codifican s6lo la proteina madura restante después de que se ha escindido el péptido sefial
en forma de colecciones de ADNc para la evaluacion posterior de las proteinas codificadas o el uso en ensayos de
diagnéstico como se describe a continuacion.

IV. Expresion de proteinas codificadas por ADNc extendidos usando 5’ EST

Pueden usarse ADNc extendidos que contienen las secuencias de proteina completas de sus correspondientes
ARNm o porciones de los mismos, tal como ADNc que codifican la proteina madura, para expresar las proteinas
secretadas o porciones de las mismas que se codifican como se describe en el ejemplo 30 siguiente. Si se desea,
los ADNCc extendidos pueden contener las secuencias que codifican el péptido sefial para facilitar la secreciéon de
la proteina expresada. Se apreciard que puede clonarse simultdneamente en vectores de expresion una pluralidad de
ADNCc extendidos que contienen las secuencias de codificacién de proteina completa o porciones de las mismas para
crear una coleccion de expresion para el andlisis de las proteinas codificadas como se describe a continuacion.

Ejemplo 30
Expresion de las proteinas codificadas por ADNc extendidos o porciones de los mismos

Para expresar las proteinas codificadas por los ADNc extendidos o porciones de los mismos, se obtienen dcidos
nucleicos que contienen la secuencia de codificacion de las proteinas o porciones de las mismas a expresar como se
describe en los ejemplos 27-29, y se clonan en un vector de expresion adecuado. Si se desea, los dcidos nucleicos
pueden contener las secuencias que codifican el péptido sefial para facilitar la secrecién de la proteina expresada. Por
ejemplo, el 4cido nucleico puede comprender la secuencia de SEC ID N° 45 enumerada en la Tabla IV y en el listado
de secuencias adjunto. Como alternativa, el dcido nucleico puede comprender aquellos nucleétidos que constituyen la
secuencia de codificacién completa de la secuencia de SEC ID N° 45 como se define en la Tabla I'V anterior.

Se apreciard que en caso de que la extension de la secuencia de codificacién completa (concretamente, la secuencia
que codifica el péptido sefial y la proteina madura resultante de la escision del péptido sefial) difiera de la enumerada
en la Tabla IV como resultado de un error de secuenciacion, error de transcripcién inversa o amplificacion, corte y em-
palme de ARNm, modificacién postraduccional de la proteina codificada, escisioén enzimadtica de la proteina codificada
u otros factores bioldgicos, un experto en la técnica serfa facilmente capaz de identificar la extension de la secuencia
de codificacién completa en la secuencia de SEC ID N° 45. Por ejemplo, la secuencia de SEC ID N° 115 representa un
transcrito cortado y empalmado alternativamente de un ARNm identificado anteriormente. En consecuencia, el alcan-
ce de cualquier reivindicacién de la presente memoria respecto a los dcidos nucleicos que contienen la secuencia de
codificacién completa de SEC ID N° 45 no ha de considerarse como excluyente de cualquier variacién o equivalente
facilmente identificable de las secuencias de codificacién completas enumeradas en la Tabla IV. De forma similar,
en caso de que la extension de los polipéptidos completos difiera de los indicados en la Tabla V como resultado de
cualquiera de los factores precedentes, el alcance de las reivindicaciones respecto a los polipéptidos que comprenden
la secuencia aminoacidica del polipéptido completo no ha de considerarse como excluyente de cualquier variacién o
equivalente facilmente identificable de las secuencias enumeradas en la Tabla V.

Como alternativa, el 4cido nucleico usado para expresar la proteina o porcién de la misma puede comprender
aquellos nucleétidos que codifican la proteina madura (concretamente, la proteina creada escindiendo el péptido sefial)
codificada por la SEC ID N° 45 como se define en la Tabla IV anterior.

Se apreciard que en caso de que la extension de la secuencia que codifica la proteina madura difiera de la enumera-
da en la Tabla IV como resultado de un error de secuenciacion, error de transcripcion inversa o error de amplificacion,
corte y empalme de ARNm, modificacion postraduccional de la proteina codificada, escision enzimadtica de la proteina
codificada u otros factores bioldgicos, un experto en la técnica seria facilmente capaz de identificar la extension de la
secuencia que codifica la proteina madura en la secuencia de SEC ID N° 45. En consecuencia, el alcance de cualquier
reivindicacion de la presente memoria respecto a dcidos nucleicos que contienen la proteina madura codificada por la
SEC ID N° 45 no ha de considerarse como excluyente de cualquier variacién o equivalente ficilmente identificable
de las secuencias enumeradas en la Tabla IV. Por tanto, las reivindicaciones respecto a dcidos nucleicos que contienen
la secuencia que codifica la proteina madura comprenden equivalentes de las secuencias enumeradas en la Tabla IV,
tales como secuencias que codifican proteinas biolégicamente activas resultantes de modificacién postraduccional,
escision enzimdtica u otras variaciones o equivalentes facilmente identificables de la proteina secretada ademds de la
escision del péptido sefial. De forma similar, en caso de que la extension del polipéptido maduro difiera de la indicada
en la Tabla V como resultado de cualquiera de los factores precedentes, el alcance de las reivindicaciones respecto
a polipéptidos que comprenden la secuencia de una proteina madura incluida en la secuencia de SEC ID N° 146 no
ha de considerarse como excluyente de cualquier variacién o equivalente ficilmente identificable de las secuencias
enumeradas en la Tabla V. Por tanto, las reivindicaciones respecto a polipéptidos que comprenden la secuencia de la
proteina madura comprenden equivalentes de las secuencias enumeradas en la Tabla IV, tales como proteinas biol6gi-

32



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2330903 T3

camente activas resultantes de modificacion postraduccional, escisiéon enzimatica o cualquier variacién o equivalente
facilmente identificable de las proteinas secretadas ademds de la escisién del péptido sefial. Se apreciard también que
en caso de que la forma biolégicamente activa del polipéptido incluida en la secuencia de SEC ID N° 146 o los dcidos
nucleicos que codifican la forma biolégicamente activa del polipéptido difiera de los identificados como polipéptido
maduro en la Tabla V o los nucleétidos que codifican el polipéptido maduro en la Tabla IV como resultado de un error
de secuenciacidn, error de transcripcion inversa o error de amplificacién, corte y empalme de ARNm, modificacién
postraduccional de la proteina codificada, escision enzimdtica de la proteina codificada u otros factores bioldgicos, el
experto en la técnica seria facilmente capaz de identificar los aminodcidos en la forma biolégicamente activa de los
polipéptidos y 4cidos nucleicos que codifican la forma biolégicamente activa de los polipéptidos. En dichos casos, las
reivindicaciones respecto a polipéptidos que comprenden la proteina madura incluida en la SEC ID N° 146 o acidos
nucleicos que comprenden los nucleétidos de SEC ID N° 45 que codifican la proteina madura, no debe considerarse
que excluyan cualquier variacién facilmente identificable de las secuencias enumeradas en la Tabla IV y la Tabla V.

En algunas realizaciones, el 4cido nucleico usado para expresar la proteina o porcién de la misma puede compren-
der aquellos nucledtidos que codifican el péptido sefial codificado por la SEC ID N° 45 como se define en la Tabla IV
anterior.

Se apreciard que en caso de que la extension de la secuencia que codifica el péptido sefial difiera de la enumerada
en la Tabla IV como resultado de un error de secuenciacion, error de transcripcién inversa o error de amplificacion,
corte y empalme de ARNm, modificacién postraduccional de la proteina codificada, escision enzimadtica de la proteina
codificada u otros factores bioldgicos, un experto en la técnica seria facilmente capaz de identificar la extension de la
secuencia que codifica el péptido sefial en la secuencia de SEC ID N° 45. En consecuencia, el alcance de cualquier
reivindicacion de la presente memoria respecto a acidos nucleicos que contienen el péptido sefial codificado por la
SEC ID N° 45 no ha de considerarse como excluyente de cualquier variacién facilmente identificable de las secuencias
enumeradas en la Tabla IV. De forma similar, en caso de que la extension del péptido sefial difiera de los indicados
en la Tabla V como resultado de cualquiera de los factores precedentes, el alcance de las reivindicaciones respecto
a polipéptidos que comprenden la secuencia de un péptido sefial incluida en la secuencia de SEC ID N° 146 no ha
de considerarse como excluyente de cualquier variacién facilmente identificable de las secuencias enumeradas en la
Tabla V.

Como alternativa, el 4cido nucleico puede codificar un polipéptido que comprende al menos 10 aminodcidos con-
secutivos de la secuencia de SEC ID N° 146. El dcido nucleico puede codificar un polipéptido que comprende al menos
15 aminodcidos consecutivos de la secuencia de SEC ID N° 146. El 4cido nucleico puede codificar un polipéptido que
comprende al menos 25 aminoécidos consecutivos de la secuencia de SEC ID N° 146. El 4cido nucleico puede codi-
ficar un polipéptido que comprende al menos 60, al menos 75, al menos 100 o mas de 100 aminoécidos consecutivos
de la secuencia de SEC ID N° 146.

Los 4cidos nucleicos insertados en los vectores de expresion pueden contener también secuencias cadena arriba de
las secuencias que codifican el péptido sefial, tales como secuencias que regulan los niveles de expresion o secuencias
que confieren una expresion especifica de tejido.

El 4cido nucleico que codifica la proteina o polipéptido a expresar estd operativamente ligado a un promotor en un
vector de expresion usando la tecnologia convencional de clonacién. El vector de expresion puede ser cualquiera de
los sistemas de expresion de mamifero, levadura, insecto o bacteria conocidos en la técnica. Los vectores y sistemas
de expresién comercialmente disponibles se pueden conseguir de una variedad de proveedores incluyendo Genetics
Institute (Cambridge, MA), Stratagene (La Jolla, California), Promega (Madison, Wisconsin), e Invitrogen (San Diego,
California). Si se desea, para potenciar la expresion y facilitar el plegamiento apropiado de las proteinas, el contexto
de los codones y el emparejamiento de los codones de la secuencia puede optimizarse para el organismo particular de
expresion en el cual se introduce el vector de expresién, como se explica por Hatfield, et al., patente de EE.UU. n°
5.082.767

A continuacién, se proporciona un método ejemplar para expresar las proteinas codificadas por los ADNc exten-
didos correspondientes a los 5° EST o los 4cidos nucleicos descritos anteriormente. En primer lugar, se identifican
el codon de iniciacion de metionina del gen y la sefial de poli A del gen. Si el 4cido nucleico que codifica el po-
lipéptido a expresar carece de una metionina que sirva como sitio de iniciacién, se puede introducir una metionina
de iniciacién préxima al primer codén del dcido nucleico usando técnicas convencionales. De forma similar, si los
ADNCc extendidos carecen de una sefial de poli A, puede afiadirse esta secuencia al constructo, por ejemplo, mediante
corte y empalme de la sefal de poli A de pSGS5 (Stratagene) usando enzimas endonucleasa de restriccién BglIl y Sail
e incorpordndola al vector de expresion de mamifero pXT1 (Stratagene). pXT1 contiene los LTR y una porcién del
gen gag de virus de leucemia de mirido Moloney. La posicién de los LTR en el constructo permite una transfeccion
estable eficaz. El vector incluye el promotor timidina-cinasa de herpes simplex y el gen de neomicina seleccionable.
Se obtiene el ADNc extendido o porcién del mismo que codifica el polipéptido a expresar mediante PCR del vector
bacteriano usando cebadores oligonucleotidicos complementarios del ADNc extendido o porcién del mismo, y que
contiene las secuencias de endonucleasa de restriccion de Pstl incorporadas en el cebador 5’ y BgIII en el extremo 5’
del correspondiente cebador 3’ de ADNCc, teniendo cuidado de asegurar que el ADNc extendido se dispone en fase
con la sefial de poli A. El fragmento purificado obtenido a partir de la reaccién de PCR resultante se digiere con Pstl,
se termina de forma roma con una exonucleasa, se digiere con BglII, se purifica y se liga a pXT1, que contiene ahora
una sefial de poli A y se digiere con BgIII.
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Se transfecta el producto ligado en células NIH 3T3 de ratén usando lipofectina (Life Technologies, Inc., Grand
Island, Nueva York) en las condiciones exhibidas en la especificacién de producto. Se seleccionan transfectantes
positivos después de cultivar las células transfectadas en G418 600 ug/ml (Sigma, St. Louis, Misuri). Preferiblemente,
se libera la protefna expresada en el medio de cultivo, facilitando asf la purificacion.

Como alternativa, pueden clonarse los ADNc extendidos en pED6dpc2 como se describe anteriormente. Los cons-
tructos de pED6dpc?2 resultantes pueden transfectarse en una célula hospedadora adecuada, tal como células COS1. Se
seleccionan células resistentes a metotrexato y se expanden. Preferiblemente, la proteina expresada a partir del ADNc
extendido se libera en el medio de cultivo, facilitando asf la purificacién.

Se separan las proteinas en el medio de cultivo mediante electroforesis en gel. Si se desea, las proteinas pueden
precipitarse con sulfato de amonio o separarse basdndose en el tamafio o la carga antes de la electroforesis.

Como control, se introduce el vector de expresién que carece de un inserto de ADNc en células u organismos
hospedadores y se recolectan las proteinas en el medio. Se detectan las proteinas secretadas en el medio usando
técnicas tales como tincién con Coomassie o plata o usando anticuerpos contra la proteina codificada por el ADNc
extendido. Las técnicas de tincién con Coomassie y plata son familiares para los expertos en la técnica.

Pueden generarse anticuerpos capaces de reconocimiento especifico de la proteina de interés usando péptidos de
15 unidades sintéticos que tienen una secuencia codificada por el 5° EST, ADNc extendido o porcién del mismo
apropiado. Se inyectan los péptidos sintéticos en ratones para generar anticuerpo frente al polipéptido codificado por
el 5° EST, ADNCc extendido o porcién del mismo.

Se comparan las proteinas secretadas de las células u organismos hospedadores que contienen un vector de expre-
sién que contiene el ADNc extendido derivado de un 5° EST o porcién del mismo con las de células u organismos de
control. La presencia de una banda en el medio de células que contienen el vector de expresion, que estd ausente en
el medio de células de control, indica que el ADNc extendido codifica una proteina secretada. Generalmente, la banda
correspondiente a la proteina codificada por el ADNc extendido tendrd una movilidad cercana a la esperada basdndose
en el nimero de aminodcidos en el marco abierto de lectura del ADNc extendido. Sin embargo, la banda puede tener
una movilidad diferente de la esperada como resultado de modificaciones tales como glucosilacién, ubiquinacién o
escisién enzimatica.

Como alternativa, si la proteina expresada a partir de los vectores de expresion anteriores no contiene secuencias
que dirijan su secrecidn, las proteinas expresadas a partir de células hospedadoras que contienen un vector de expresion
que contiene un inserto que codifica una proteina secretada o porcion de la misma pueden compararse con proteinas
expresadas en células hospedadoras que contienen el vector de expresion sin un inserto. La presencia de una banda en
muestras de células que contienen el vector de expresion con un inserto que estd ausente en muestras de células que
contienen el vector de expresion sin inserto indica que se estd expresando la proteina o porcién de la misma deseada.
Generalmente, la banda tendrd la movilidad esperada para la proteina secretada o porcién de la misma. Sin embargo, la
banda puede tener una movilidad diferente de la esperada como resultado de modificaciones tales como glucosilacion,
ubiquinacién o escisién enzimética.

La proteina codificada por el ADNc extendido puede purificarse usando técnicas inmunocromatogréficas estdndar.
En dichos procedimientos, se aplica una disolucién que contiene la proteina secretada, tal como el medio de cultivo o
un extracto celular, a una columna que tiene anticuerpos contra la proteina secretada unidos a la matriz de cromatogra-
fia. Se permite unir la proteina secretada a la columna de inmunocromatografia. Después de ello, se lava la columna
para retirar las proteinas no unidas especificamente. Se libera entonces la proteina secretada unida especificamente de
la columna y se recupera usando técnicas estdndar.

Si no es posible la produccién de anticuerpo, puede incorporarse la secuencia de ADNc extendido o porcion del
mismo a vectores de expresion disefiados para uso en esquemas de purificacién que emplean polipéptidos quiméricos.
En dichas estrategias, se inserta la secuencia de codificacién del ADNc extendido o porcién del mismo en fase con
el gen que codifica la otra mitad de la quimera. La otra mitad de la quimera puede ser 8-globina o una secuencia que
codifica un polipéptido de unién a niquel. Se usa entonces una matriz de cromatografia que tiene un anticuerpo contra
[B-globina o niquel unido a la misma para purificar la proteina quimérica. Los sitios de escisién de proteasa pueden
introducirse por ingenieria genética entre el gen de 5-globina o el polipéptido de unién a niquel y el ADNc extendido
o porcién del mismo. Por tanto, los dos polipéptidos de la quimera pueden separarse entre si mediante digestion por
proteasa.

Es un vector de expresion util para generar $-globina quimérica el pSGS5 (Stratagene), que codifica S-globina de
conejo. El intrén II del gen de B-globina de conejo facilita el corte y empalme del transcrito expresado, y la sefial de
poliadenilacién incorporada al constructo aumenta el nivel de expresion. Estas técnicas como se describen son bien
conocidas por los expertos en la técnica de la biologia molecular. Los métodos estdndar estdn publicados en textos
de métodos tales como Davis et al., (“Basic Methods in Molecular Biology”, L.G. Davis, M.D. Dibner, y J.F. Battey,
ed., Elsevier Press, NY, 1986) y muchos de los métodos estdn disponibles en Stratagene, Life Technologies, Inc. o
Promega. Los polipéptidos pueden producirse adicionalmente a partir del constructo usando sistemas de traduccién in
vitro tales como el kit de traduccién in vitro Express™ (Stratagene).
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Después de la expresion y purificacién de las proteinas secretadas codificadas por los 5 EST, ADNc extendidos
o fragmentos de los mismos, puede ensayarse en las proteinas purificadas la capacidad de unirse a la superficie de
diversos tipos celulares como se describe en el ejemplo 31 siguiente. Se apreciard que puede incluirse una pluralidad
de proteinas expresadas a partir de estos ADNc en un panel de proteinas para evaluar simultineamente las actividades
especificamente descritas a continuacién, asi como otros papeles bioldgicos para los que estdn disponibles ensayos
para determinar la actividad.

Ejemplo 31
Andlisis de proteinas secretadas para determinar si se unen a la superficie celular

Las proteinas codificadas por los 5° EST, ADNCc extendidos o fragmentos de los mismos se clonan en vectores de
expresion tales como los descritos en el ejemplo 30. Se purifican las proteinas por tamafio, carga, inmunocromatografia
u otras técnicas familiares para los expertos en la técnica. Después de la purificacién, se marcan las proteinas usando
técnicas conocidas por los expertos en la técnica. Se incuban las proteinas marcadas con células o estirpes celulares
derivadas de una variedad de 6rganos o tejidos para permitir que las proteinas se unan a cualquier receptor presente en
la superficie celular. Después de la incubacion, se lavan las células para retirar la proteina no unida especificamente. Se
detectan las protefnas marcadas mediante autorradiografia. Como alternativa, pueden incubarse proteinas no marcadas
con las células y detectarse con anticuerpos que tienen un marcaje detectable, tal como una molécula fluorescente,
unido a los mismos.

Puede analizarse la especificidad de la unién a superficie celular realizando un analisis de competicién en el que se
incuban diversas cantidades de proteina no marcada junto con la proteina marcada. La cantidad de proteina marcada
unida a la superficie celular se reduce a medida que aumenta la cantidad de proteina no marcada competitiva. Como
control, se incluyen en algunas reacciones de unién diversas cantidades de proteina no marcada no relacionada con la
proteina marcada. La cantidad de proteina marcada unida a la superficie celular no se reduce en reacciones de unién
que contienen cantidades crecientes de proteina no marcada no relacionada, indicando que la proteina codificada por
los ADNc se une especificamente a la superficie celular.

Como se discutié anteriormente, se ha mostrado que las proteinas secretadas tienen una serie de importantes efectos
fisiolégicos y, en consecuencia, representan un recurso terapéutico valioso. Las proteinas secretadas codificadas por
los ADNCc extendidos o porciones de los mismos segiin los ejemplos 27-29 pueden evaluarse para determinar sus
actividades fisioldgicas como se describe a continuacidn.

Ejemplo 32

Ensayo en proteinas expresadas a partir de ADNc extendidos o porciones de los mismos de la actividad citocina, de
proliferacion celular o diferenciacion celular

Como se discute anteriormente, las proteinas secretadas pueden actuar como citocinas o pueden afectar a la proli-
feracion o diferenciacion celular. Muchos factores proteicos descubiertos hasta la fecha, incluyendo todas las citocinas
conocidas, han exhibido actividad en uno o mas ensayos de proliferacién celular dependiente de factor, y por tanto
los ensayos sirven como una confirmacién conveniente de la actividad de citocina. Se evidencia la actividad de una
proteina descrita en la presente memoria mediante uno cualquiera de una serie de ensayos de proliferacioén celular
dependientes de factor para estirpes celulares incluyendo, sin limitacién, 32D, DA2, DA1G, T10, B9, B9/11, BaF3,
MC9/G, M+ (preB M+), 2E8, RB5, DA1, 123, T1165, HT2, CTLL2, TF-1, Mo7c y CMK. En las proteinas codificadas
por los ADNCc extendidos anteriores o porciones de los mismos, puede evaluarse su capacidad de regular la prolife-
racion de linfocitos T o timocitos en ensayos tales como los descritos anteriormente o en las siguientes referencias:
“Current Protocols in Immunology”, Ed. por J.E. Coligan et al., Greene Publishing Associates y Wiley-Interscience;
Takai et al. J. Immunol., 137: 3494-3500, 1986. Bertagnolli et al. J. Immunol., 145: 1706-1712, 1990. Bertagnolli et
al. Cellular Immunology 133: 327-341, 1991. Bertagnolli et al. J. Immunol., 149: 3778-3783, 1992. Bowman et al., J.
Immunol., 152: 1756-1761, 1994.

Ademds, son conocidos numerosos ensayos de produccion y/o proliferacién de citocina de células de bazo, células
de nédulo linfatico y timocitos. Estos incluyen las técnicas dadas a conocer en “Current Protocols in Immunology”,
J.E. Coligan et al. Ed., Vol 1 pag. 3.12.1-3.12.14, John Wiley and Sons, Toronto, 1994; y Schreiber, R.D. “Current
Protocols in Immunology”, supra Vol 1 pag. 6.8.1-6.8.8 John Wiley and Sons, Toronto, 1994.

En las proteinas codificadas por los ADNc, puede ensayarse también la capacidad de regular la proliferacién y
diferenciacién de células hematopoyéticas o linfopoyéticas. Son familiares para los expertos en la técnica muchos
ensayos para dicha actividad, incluyendo los ensayos de las siguientes referencias: Bottomly, K., Davis, L.S. y Lipsky,
PE., “Measurement of Human and Murine Interleukin 2 and Interleukin 4”, “Current Protocols in immunology”, J.E.
Coligan et al. Ed., Vol 1 pag. 6.3.1-6.3.12, John Wiley and Sons, Toronto, 1991; deVries et al., J. Exp. Med. 173:
1205-1211, 1991: Moreau et al., Nature 36: 690-692, 1988; Greenberger et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 80: 2931-
2938, 1983; Nordan, R., “Measurement of Mouse and Human Interleukin 6, “Current Protocols in Immunology”,
J.E. Coligan er al. Ed., Vol 1 pag. 6.6.1-6.6.5, John Wiley and Sons, Toronto, 1991; Smith et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
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U.S.A. 83: 1857-1861, 1986; Bennett. F., Giannotti, J., Clark, S.C. y Turner, K.J., “Measurement of Human Interleukin
117, “Current Protocols in Immunology”, J.E. Coligan et al. Ed., Vol 1 pag. 6.15.1, John Wiley and Sons, Toronto,
1991; Ciarletta, A., Giannotti. J., Clark. S.C. y Turner, K.J., “Measurement of Mouse and Human Interleukin 97,
“Current Protocols in Immunology”, J.E. Coligan et al., Ed. Vol 1 pag. 6.13.1. John Wiley and Sons, Toronto, 1991.

En las proteinas codificadas por los ADNc, puede ensayarse también su capacidad de regular las respuestas de
linfocitos T a antigenos. Son familiares para los expertos en la técnica muchos ensayos para dicha actividad, incluyen-
do los ensayos descritos en las siguientes referencias: capitulo 3 (In Vitro Assays for Mouse Lymphocyte Function),
capitulo 6 (Cytokines and Their Cellular Receptors) y capitulo 7, (Immunologic Studies in Humans) en “Current Pro-
tocols in Immunology”, J.E. Coligan et al, Ed. Greene Publishing Associates y Wiley-Interscience; Weinberger ef al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77: 6091-6095,1980; Weinberger et al., Eur. J. Immun., 11: 405-411, 1981. Takai et al., J.
Immunol., 137: 3494-3500, 1986. Takai et al., J. Immunol., 140: 508-512, 1988.

Aquellas proteinas que exhiben actividad de citocina, proliferacién celular o diferenciacién celular pueden formu-
larse entonces como productos farmacéuticos y usarse para tratar afecciones en las que es beneficiosa la induccién
de proliferacién o diferenciacién celular. Como alternativa, como se describe con mds detalle a continuacién, pueden
introducirse en células hospedadoras adecuadas genes que codifican estas proteinas o dcidos nucleicos que regulan la
expresion de estas proteinas para aumentar o reducir la expresion de las proteinas segin se desee.

Ejemplo 33

Ensayo en las proteinas expresadas a partir de ADNc extendidos o porciones de los mismos de actividad como regu-
ladores del sistema inmunitario

Pueden evaluarse también en las proteinas codificadas por los ADNc sus efectos como reguladores inmunitarios.
Por ejemplo, puede evaluarse en las proteinas su actividad para influir en la citotoxicidad de timocito o esplenocito. Son
familiares para los expertos en la técnica numerosos ensayos para dicha actividad, incluyendo los ensayos descritos
en las siguientes referencias: capitulo 3 (In Vitro Assays for Mouse Lymphocyte Function 3.1-3.19) y capitulo 7
(Immunologic studies in Humans) en “Current Protocols in Immunology”, J.E. Coligan et al, Ed. Greene Publishing
Associates y Wiley-Interscience; Herrmann et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 78: 2488-2492, 1981; Herrmann et al.,
J. Immunol., 128: 1968-1974, 1982; Handa et al., J. Immunol., 135: 1564-1572, 1985; Takai et al., J. Immunol., 137:
3494-3500, 1986; Takai et al., J. Immunol., 140: 508-512, 1988; Herrmann et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 78: 2488-
2492, 1981; Herrmann et al., J. Immunol., 128: 1968-1974, 1982; Handa et al., J. Immunol., 135: 1564-1572, 1985;
Takai et al., J. Immunol., 137: 3494-3500, 1986; Bowman et al., J. Virology 61: 1992-1998; Takai et al., J. Immunol.,
140: 508-512, 1988; Bertagnolli et al., Cellular Immunology 133: 327-341, 1991; Brown et al., J. Immunol., 153:
3079-3092, 1994.

Pueden evaluarse también en las proteinas codificadas por los ADNc sus efectos sobre respuestas de inmunoglo-
bulina dependientes de linfocitos T y el cambio de isotipo. Son familiares para los expertos en la técnica numerosos
ensayos para dicha actividad, incluyendo los ensayos dados a conocer en las siguientes referencias: Maliszewski, J.
Immunol., 144: 3028-3033, 1990; Mond, J.J. y Brunswick, M “Assays for B Cell Function: “In vitro Antibody Pro-
duction”, Vol 1 pag. 3.8.1-3.8.16 en “Current Protocols in Immunology”, J.E. Coligan et al. Ed., John Wiley and Sons,
Toronto, 1994.

Puede evaluarse también en las proteinas codificadas por los ADNc su efecto sobre células efectoras inmunitarias,
incluyendo su efecto sobre células Th1 y linfocitos citotéxicos. Son familiares para los expertos en la técnica numero-
sos ensayos para dicha actividad, incluyendo los ensayos dados a conocer en las siguientes referencias: capitulo 3 (In
Vitro Assays for Mouse Lymphocyte Function 3.1-3.19) y capitulo 7 (Immunologic studies in Humans) en “Current
Protocols in Immunology”, J.E. Coligan et al. Ed. Greene Publishing Associates y Wiley-Interscience; Takai et al., J.
Immunol., 137: 3494-3500, 1986; Takai et al. J. Immunol., 140: 508-512, 1988; Bertagnolli et al., J. Immunol., 149:
3778-3783, 1992.

Puede evaluarse también en las proteinas codificadas por los ADNc su efecto sobre la activaciéon mediada por
células dendriticas en linfocitos T indiferenciados. Son familiares para los expertos en la técnica numerosos ensayos
para dicha actividad, incluyendo los ensayos dados a conocer en las siguientes referencias: Guery et al., J. Immunol.,
134: 536-544, 1995; Inaba et al., Journal of Experimental Medicine 173: 549-559, 1991; Macatonia et al., Journal of
Immunology 154: 5071-5079, 1995; Porgador et al., Journal of Experimental Medicine 182: 255-260, 1995; Nair et
al., Journal of Virology 67: 4062-4069, 1993; Huang et al., Science 264: 961-965, 1994; Macatonia et al., Journal of
Experimental Medicine 169: 1255-1264, 1989; Bhardwaj et al., Journal of Clinical Investigation 94: 797-807, 1994;
e Inaba et al., Journal of Experimental Medicine 172: 631-640, 1990.

Puede evaluarse también en las proteinas codificadas por los ADNc su influencia sobre el tiempo de vida de
los linfocitos. Son familiares para los expertos en la técnica numerosos ensayos para dicha actividad, incluyendo los
ensayos dados a conocer en las siguientes referencias: Darzynkiewicz et al., Cytometry 13: 795-808, 1992; Gorczyca et
al., Leukemia 7: 659-670, 1993; Gorczyca et al., Cancer Research 53: 1945-1951, 1993; Itoh et al. Cell 66: 233, 1991;
Zacharchuk, Journal of Immunology 145: 4037-4045, 1990; Zamai et al., Cytometry 14: 891-897, 1993; Gorczyca et
al., International Journal of Oncology 1: 639-648, 1992.
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Los ensayos de proteinas que influyen en las etapas tempranas de caracterizacién y desarrollo de linfocitos T
incluyen, sin limitacion, los descritos en: Antica et al., Blood 84: 111-117, 1994; Fine et al. Cellular Immunology 155:
111-122, 1994; Galy et al., Blood 85: 2770-2778, 1995; Toki et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 88: 7548-7551, 1991.

Aquellas proteinas que exhiben actividad como reguladores del sistema inmunitario pueden formularse entonces
como productos farmacéuticos y usarse para tratar afecciones clinicas en las que la regulacion de la actividad inmu-
nitaria es beneficiosa. Por ejemplo, la proteina puede ser titil en el tratamiento de diversas deficiencias y trastornos
inmunitarios (incluyendo inmunodeficiencia combinada grave (IDCG)), por ejemplo, en la regulacién (positiva o ne-
gativa) del crecimiento y proliferacién de linfocitos T y/o B, asi como afectando la actividad citolitica de células NK
y otras poblaciones celulares. Estas deficiencias inmunitarias pueden ser genéticas o causadas por infecciones viricas
(por ejemplo VIH), asi como bacterianas o fiingicas, o pueden ser el resultado de trastornos autoinmunitarios. Mas
especificamente, las enfermedades infecciosas causadas por infeccién virica, bacteriana, fingica u otras pueden ser
tratables usando una proteina de la presente invencion, incluyendo infecciones por VIH, virus de hepatitis, herpesvirus,
micobacterias, Leishmania spp., Malaria spp. y diversas infecciones flingicas tales como candidiasis. Por supuesto,
a este respecto, una proteina puede ser util también cuando puede ser deseable en general un refuerzo del sistema
inmunitario, concretamente en el tratamiento de cancer.

Los trastornos autoinmunitarios que pueden tratarse usando una proteina incluyen, por ejemplo, enfermedad de
tejido conectivo, esclerosis miultiple, lupus sistémico eritematoso, artritis reumatoide, inflamacién pulmonar autoin-
munitaria, sindrome de Guillain-Barre, tiroiditis autoinmunitaria, diabetes mellitus insulinodependiente, miastenia
grave, enfermedad del injerto contra el hospedador y enfermedad ocular inflamatoria autoinmunitaria. Dicha proteina
de la presente invencién puede ser también util en el tratamiento de reacciones y afecciones alérgicas, tales como as-
ma (particularmente asma alérgica) u otros problemas respiratorios. Otras afecciones en las que se desea la supresién
inmunitaria (incluyendo por ejemplo transplante de 6rganos) pueden ser también tratables usando una proteina.

Usando las proteinas, puede ser posible también regular las respuestas inmunitarias de una serie de modos. La
regulacion negativa puede ser en forma de inhibicién o bloqueo de una respuesta inmunitaria ya en progreso o puede
implicar evitar la induccién de una respuesta inmunitaria. Las funciones de linfocitos T activados pueden inhibirse
suprimiendo las respuestas de linfocitos T o induciendo tolerancia especifica en linfocitos T, o ambas cosas. La inmu-
nosupresion de respuestas de linfocito T es generalmente un proceso activo, no especifico de antigeno, que requiere
una exposicioén continua de los linfocitos T al agente supresor. La tolerancia, que implica inducir insensibilidad o
anergia en linfocitos T, es distinguible de la inmunosupresion en que generalmente es especifica de antigeno y persiste
después de cesar la exposicién al agente tolerizante. Operativamente, la tolerancia puede demostrarse por la carencia
de una respuesta de linfocitos T a la reexposicién a antigeno especifico en ausencia del agente tolerizante.

La regulacién negativa o prevencion de una o mds funciones antigénicas (incluyendo sin limitacion las funciones
antigénicas de linfocitos B (tales como, por ejemplo, B7)), por ejemplo evitando la sintesis de linfocina a alto nivel
por linfocitos T activados, serd util en situaciones de transplante de tejido, piel y 6rganos y en la enfermedad del
injerto contra el hospedador (EICH). Por ejemplo, el bloqueo de la funcién de linfocitos T debe dar como resultado
una destruccién de tejido reducida en el transplante de tejido. Tipicamente, en transplantes de tejido, el rechazo del
transplante se inicia mediante su reconocimiento como extrafio por linfocitos T, seguido de una reaccién inmunitaria
que destruye el transplante. La administraciéon de una molécula que inhibe o bloquea la interaccién de un antigeno
de linfocito B7 con su(s) ligando(s) natural(es) en células inmunitarias (tales como una forma soluble monomérica de
un péptido que tiene actividad B7-2 solo o junto con una forma monomérica de un péptido que tiene una actividad
de otro antigeno de linfocito B (por ejemplo, B7-1, B7-3) o anticuerpo de bloqueo), antes del transplante puede
conducir a la unién de la molécula al(a los) ligando(s) natural(es) en las células inmunitarias sin transmitir la sefial
coestimulante correspondiente. El bloqueo de funcién de antigeno de linfocito B evita a este respecto la sintesis de
citocina por células inmunitarias, tales como linfocitos T, y actida por tanto como un inmunosupresor. Ademads, la
falta de coestimulacién puede ser suficiente también para anergizar los linfocitos T, induciendo asi tolerancia en un
sujeto. La induccién de tolerancia a largo plazo por reactivos de bloqueo de antigeno de linfocito B puede evitar
la necesidad de una administracién repetida de estos reactivos de bloqueo. Para conseguir una inmunosupresién o
tolerancia suficiente en un sujeto, puede ser también necesario bloquear la funcién de una combinacién de antigenos
de linfocito B.

Puede evaluarse la eficacia de reactivos de bloqueo particulares en la prevencién del rechazo de transplante de
organos o EICH usando modelos animales que son predictivos de eficacia en seres humanos. Los ejemplos de sistemas
apropiados que pueden usarse incluyen injertos cardiacos alogénicos en ratas e injertos de célula de islote pancredtico
xenogénicos en ratones, habiéndose usado ambos para examinar los efectos inmunosupresores de proteinas de fusién
CTLAA4lg in vivo como se describe en Lenschow et al., Science 257: 789-792 (1992) y Turka et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 89: 11102-11105, (1992). Ademas, los modelos de mirido de EICH (véase Paul ed., “Fundamental
Immunology”, Raven Press, Nueva York, 1989, pig. 846-847) pueden usarse para determinar el efecto de bloquear la
funcién antigénica de linfocitos B in vivo sobre el desarrollo de esa enfermedad.

El bloqueo de la funcién antigénica puede ser también terapéuticamente ttil para tratar enfermedades autoinmu-
nitarias. Muchas enfermedades autoinmunitarias son el resultado de una activacién inapropiada de linfocitos T que
son reactivos contra tejido propio y que promueven la produccién de citocinas y autoanticuerpos implicados en la
patologia de las enfermedades. La prevencion de la activacion de linfocitos T autorreactivos puede reducir o eliminar
los sintomas de enfermedad. La administracion de reactivos que bloquean la coestimulacién de linfocitos T desesta-
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bilizando las interacciones de ligando-receptor de antigenos de linfocitos B puede usarse para inhibir la activacién de
linfocitos T y evitar la produccién de autoanticuerpos o citocinas derivadas de linfocitos T que pueden estar implica-
dos en el proceso de la enfermedad. Adicionalmente, los reactivos de bloqueo pueden inducir tolerancia especifica de
antigeno de linfocitos T autorreactivos, que podria conducir al alivio a largo plazo de la enfermedad. La eficacia de los
reactivos de bloqueo en la prevencion o alivio de los trastornos autoinmunitarios puede determinarse usando una serie
de modelos animales bien caracterizados de enfermedades autoinmunitarias humanas. Los ejemplos incluyen ence-
falitis autoinmunitaria experimental de murido, lupus sistémico eritematoso en ratones MRL/pr/pr o ratones hibridos
NZB, artritis colagenosa autoinmunitaria de miurido, diabetes mellitus en ratones OD y ratas BB, y miastenia grave
experimental de murido (véase Paul ed., “Fundamental Immunology”, Raven Press, Nueva York, 1989, pag. 840-856).

La regulacion positiva de una funcion antigénica (preferiblemente una funcién antigénica de linfocito B), como
medio de regular positivamente respuestas inmunitarias, puede ser también ttil en terapia. La regulacién positiva de
respuestas inmunitarias puede ser en forma de potenciar una respuesta inmunitaria existente o desencadenando una
respuesta inmunitaria inicial. Por ejemplo, potenciar una respuesta inmunitaria mediante la estimulacién de la funcién
antigénica de linfocitos B puede ser titil en casos de infeccion virica. Ademads, podrian aliviarse enfermedades viricas
sistémicas tales como gripe, resfriado comiin y encefalitis mediante la administracién de la forma estimulante de
antigenos de linfocito B sistémicamente.

Como alternativa, las respuestas inmunitarias antiviricas pueden potenciarse en un paciente infectado retirando
linfocitos T del paciente, coestimulando los linfocitos T in vitro con APC con pulsos de antigeno virico que expresan
un péptido de la presente invencién o junto con una forma estimulante de un péptido soluble de la presente invencién
y reintroduciendo los linfocitos T activados in vitro en el paciente. Las células infectadas serian capaces entonces de
suministrar una sefial coestimulante a linfocitos T in vivo, activando asi los linfocitos T.

En otra aplicacidn, la regulacién positiva o potenciaciéon de la funcién antigénica (preferiblemente funcién anti-
génica de linfocito B) puede ser titil en la induccién de inmunidad tumoral. Pueden administrarse a un sujeto células
tumorales (por ejemplo, sarcoma, melanoma, linfoma, leucemia, neuroblastoma, carcinoma) transfectadas con un &ci-
do nucleico que codifica al menos un péptido de la presente invencion para superar la tolerancia especifica de tumor
en el sujeto. Si se desea, el tumor puede transfectarse para expresar una combinacién de péptidos. Por ejemplo, las
células tumorales obtenidas a partir de un paciente pueden transfectarse ex vivo con un vector de expresion que dirige
la expresion de un péptido que tiene actividad similar a B7-2 solo o junto con un péptido que tiene actividad similar a
B7-1 y/o actividad similar a B7-3. Se devuelven las células tumorales transfectadas al paciente para dar como resulta-
do la expresion de los péptidos en la superficie de la célula transfectada. Como alternativa, pueden usarse técnicas de
terapia génica para orientar una célula tumoral para transfeccion in vivo.

La presencia de un péptido que tiene la actividad de antigeno(s) de linfocito B en la superficie de la célula tumoral
proporciona la sefial de coestimulacién necesaria a linfocitos T para inducir una respuesta inmunitaria mediada por
linfocitos T contra las células tumorales transfectadas. Ademads, pueden transfectarse células tumorales que carecen
de moléculas MHC de clase I o MHC de clase II, o que no consiguen reexpresar cantidades suficientes de moléculas
MHC de clase I o MHC de clase II, con 4cidos nucleicos que codifican toda o una porcién (por ejemplo una porcién
truncada de dominio citoplasmadtico) de una proteina de cadena @ de MHC de clase I y proteina macroglobulina 3, o
una proteina de cadena @ de MHC de clase I y una proteina de cadena § de MHC de clase II para expresar asi proteinas
de MHC de clase I o proteinas de MHC de clase II en la superficie celular. La expresion de las MHC de clase I o clase
IT apropiadas junto con un péptido que tiene actividad de antigeno de linfocito B (por ejemplo, B7-1, B7-2, B7-3)
induce una respuesta inmunitaria mediada por linfocito T contra la célula tumoral transfectada. Opcionalmente, puede
cotransfectarse también un gen que codifica un constructo no codificante que bloquea la expresién de una proteina
asociada a MHC de clase II, tal como la cadena invariante, con un ADN que codifica un péptido que tiene actividad de
antigeno de linfocito B para promover la presentacion de antigenos asociados a tumor e inducir inmunidad especifica
de tumor. Por tanto, la induccién de una respuesta inmunitaria mediada por linfocito T en un sujeto humano puede
ser suficiente para superar la tolerancia especifica de tumor en el sujeto. Como alternativa, como se describe con mas
detalle a continuacién, pueden introducirse en células hospedadoras adecuadas genes que codifican estas proteinas
o acidos nucleicos que regulan la expresién de estas proteinas para aumentar o reducir la expresion de las proteinas
seglin se desee.

Ejemplo 34

Ensayo en las proteinas expresadas a partir de ADNc extendidos o porciones de los mismos de actividad como regu-
ladores de la hematopoyesis

En las proteinas codificadas por los ADNc extendidos o porciones de los mismos, puede evaluarse también su
actividad reguladora de la hematopoyesis. Por ejemplo, puede evaluarse el efecto de las proteinas sobre la diferen-
ciacion de células madre embrionarias. Son familiares para los expertos en la técnica numerosos ensayos para dicha
actividad, incluyendo los ensayos dados a conocer en las siguientes referencias: Johansson et al. Cellular Biology 15:
141-151.1995; Keller et al., Molecular and Cellular Biology 13: 473-486, 1993; McClanahan et al., Blood 81: 2903-
2915, 1993.
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En las proteinas codificadas por los ADNc extendidos o porciones de los mismos, puede evaluarse también su
influencia sobre el tiempo de vida de células madre y la diferenciacién de células madre. Son familiares para los ex-
pertos en la técnica numerosos ensayos para dicha actividad, incluyendo los ensayos dados a conocer en las siguientes
referencias: Freshney, M.G. “Methylcellulose Colony Forming Assays”, en “Culture of Hematopoietic Cells”, R.I.
Freshney, et al. Ed. pag. 265-268, Wiley-Liss, Inc., Nueva York, NY, 1994; Hirayama et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 89: 5907-5911, 1992; McNiece, L.K. y Briddell, R.A. “Primitive Hematopoietic Colony Forming Cells with High
Proliferative Potential”, en “Culture of Hematopoietic Cells”, R.I. Freshney, et al. ed. Vol pag. 23-39, Wiley-liss, Inc.,
Nueva York, NY, 1994; Neben et al., Experimental Hematology 22: 353-359, 1994; Ploemacher, R.E. Cobblestone
“Area Forming Cell Assay”, en “Culture of Hematopoietic Cells”, R.I. Freshney, et al. Ed. pag. 1-21, Wiley-liss, Inc.,
Nueva York, NY, 1994; Spooncer, E., Dexter. M. y Allen. T. “Long Term Bone Marrow Cultures in the Presence of
Stromal Cells”, en “Culture of Hematopoietic Cells”, R.I. Freshney, et al. Ed. pag. 163-179, Wiley-liss, Inc., Nueva
York, NY. 1994; y Sutherland, H.J. “Long Term Culture Initiating Cell Assay”, en “Culture of Hematopoietic Cell”,.
R.I. Freshney, et al. Ed. pag. 139-162, Wiley-Liss, Inc., Nueva York, NY, 1994.

Aquellas proteinas que exhiben actividad reguladora de la hematopoyesis pueden formularse entonces como pro-
ductos farmacéuticos y usarse para tratar afecciones clinicas en las que la regulacion de la hematopoyesis es beneficio-
sa, por ejemplo, una proteina puede ser til en la regulacién de la hematopoyesis y, en consecuencia, en el tratamiento
de deficiencias de células mieloides o linfoides. Incluso una actividad biol6gica marginal en apoyo de células forma-
doras de colonia o estirpes celulares dependientes de factor, indica implicacién en la regulacién de la hematopoyesis,
por ejemplo, en apoyo del crecimiento y proliferacién de células progenitoras eritroides solas o en combinacién con
otras citocinas, indicando asi la utilidad, por ejemplo, en el tratamiento de diversas anemias o para uso junto con
irradiacion/quimioterapia para estimular la produccidon de precursores eritroides y/o células eritroides; en el apoyo
del crecimiento y proliferacion de células mieloides tales como granulocitos y monocitos/macréfagos (concretamente,
actividad CSF tradicional) til, por ejemplo, junto con quimioterapia para evitar y tratar la mielosupresion consiguien-
te; en apoyo del crecimiento y proliferaciéon de megacariocitos y en consecuencia de plaquetas, permitiendo asi la
prevencion o el tratamiento de diversos trastornos de plaquetas tales como trombocitopenia, y generalmente para uso
en lugar de o complementario de transfusiones de plaquetas; y/o en apoyo del crecimiento y proliferacién de células
madre hematopoyéticas que son capaces de madurar a una cualquiera de las células hematopoyéticas anteriormente
mencionadas y por lo tanto encuentran utilidad terapéutica en diversos trastornos de células madre (tales como aque-
llos tratados habitualmente con transplantes, incluyendo sin limitacién, anemia apldsica y hemoglobinuria nocturna
paroxismica), asi como en la despoblacion del compartimento de células madre después de irradiacién/quimioterapia,
in vivo o ex vivo (concretamente, junto con transplante de médula ésea o con transplante de células progenitoras pe-
riféricas (homdlogas o heterdlogas)) como células normales o manipuladas genéticamente para terapia génica. Como
alternativa, como se describe con mds detalle a continuacién, pueden introducirse en células hospedadoras adecuadas
genes que codifican estas proteinas o dcidos nucleicos que regulan la expresion de estas proteinas para aumentar o
reducir la expresion de las proteinas segun se desee.

Ejemplo 35

Ensayo de proteinas expresadas a partir de ADNc extendidos o porciones de los mismos para la regulacion del
crecimiento de tejido

Puede evaluarse también en las proteinas codificadas por los ADNc extendidos o porciones de los mismos su efecto
sobre el crecimiento de tejido. Son familiares para los expertos en la técnica numerosos ensayos de dicha actividad,
incluyendo los ensayos dados a conocer en la publicacién de patente internacional n® W095/16035, publicacién de
patente internacional n® W0O95/05846 y publicacién de patente internacional n° WO91/07491.

Los ensayos de actividad de curacion de heridas incluyen, sin limitacion, aquellos descritos en: Winter, “Epider-
mal Wound Healing”, pag. 71-112 (Maibach, HI y Rovee, DT, ed.). Year Book Medical Publishers, Inc., Chicago,
modificado por Eaglstein y Mertz, J. Invest. Dermatol. 71: 382-84 (1978).

Aquellas proteinas que estdn implicadas en la regulacién del crecimiento de tejido pueden formularse entonces
como productos farmacéuticos y usarse para tratar afecciones clinicas en las que la regulacién del crecimiento de tejido
es beneficiosa. Por ejemplo, una proteina puede tener también utilidad en composiciones usadas para el crecimiento o
la regeneracion de tejido de hueso, cartilago, tendon, ligamento y/o nervio, asi como para la curacién de heridas y la
reparacion y sustitucién de tejido, y en el tratamiento de quemaduras, incisiones y tulceras.

Una proteina que induce el crecimiento de cartilago y/o hueso en circunstancias en que normalmente no se forma
hueso tiene aplicacion en la curacién de fracturas 6seas y lesion de cartilago o defectos en seres humanos y otros
animales. Dicha preparacién que emplea una proteina puede tener uso profilactico en la reduccién de fracturas cerradas
asf como abiertas, y también en la fijacién mejorada de articulaciones artificiales. La formacion sea de novo inducida
por un agente osteogénico contribuye a la reparacién de defectos craneofaciales congénitos, inducidos por traumatismo
o inducidos por reseccion oncoldgica, y también es util en cirugia pldstica cosmética.

Puede usarse también una proteina en el tratamiento de enfermedad periodontal, y en otros procesos de reparacion
dental. Dichos agentes pueden proporcionar un entorno para atraer células formadoras de hueso, estimular el creci-
miento de células formadoras de hueso o inducir la diferenciaciéon de progenitores de células formadoras de hueso.
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Una proteina puede ser util también en el tratamiento de osteoporosis u osteoartritis, tal como mediante la estimulacién
de la reparacion de hueso y/o cartilago o mediante el bloqueo de la inflamacién o procesos de destruccién de tejido
(actividad colagenasa, actividad de osteoclasto, etc.) mediados por procesos inflamatorios.

Otra categoria de actividad de regeneracién de tejido que puede ser atribuible a una proteina es la formacién de
tendén/ligamento. Una proteina que induce la formacién de tejido similar a tendén/ligamento u otro tejido en cir-
cunstancias en que dicho tejido no se forma normalmente, tiene aplicacién en la curacién de desgarros de tendén
o ligamento, deformidades y otros defectos de tend6n o ligamento en seres humanos y otros animales. Dicha pre-
paracién que emplea una proteina inductora de tejido similar a tendén/ligamento puede tener uso profilactico en la
prevencion de dafio en tejido de tendén o ligamento, asi como uso en la fijacién mejorada de tendén o ligamento a
hueso u otros tejidos, y en la reparacion de defectos de tejido de tendén o ligamento. La formacion de tejido similar
a tendén/ligamento de novo inducida por una composicién contribuye a la reparacién de defectos de tendén o liga-
mento congénitos, inducidos por traumatismo o de otro origen, y es también ttil en cirugia pldstica cosmética para la
unién o reparacion de tendones o ligamentos. Las composiciones pueden proporcionar un entorno para atraer células
formadoras de tend6n o ligamento, estimular el crecimiento de células formadoras de tendén o ligamento, inducir
la diferenciacién de progenitores de células formadoras de tend6n o ligamento, o inducir el crecimiento de células
de tendén/ligamento o progenitores ex vivo para volver a efectuar la reparacién de tejido in vivo. Las composiciones
pueden ser utiles también en el tratamiento de tendinitis, sindrome del tinel carpiano y otros defectos de tendén o
ligamento. Las composiciones pueden incluir también una matriz y/o agente secuestrante apropiado como portador
como es bien conocido en la técnica.

La proteina puede ser también util para la proliferacién de células neurales y para la regeneracién de tejido de
nervios y cerebro, concretamente, para el tratamiento de enfermedades y neuropatias del sistema nervioso central y
periférico, asi como de trastornos mecanicos y trauméticos que implican la degeneracion, muerte o traumatismo de cé-
lulas neurales o tejido nervioso. Mas especificamente, puede usarse la proteina en el tratamiento de enfermedades del
sistema nervioso periférico, tales como lesiones de nervios periféricos, neuropatia periférica y neuropatias localizadas,
y enfermedades del sistema nervioso central tales como enfermedad de Alzheimer, Parkinson, Huntington, esclero-
sis lateral amiotréfica y sindrome de Shy-Drager. Las afecciones adicionales que pueden tratarse incluyen trastornos
mecénicos y traumaticos, tales como trastornos de la médula espinal, traumatismo cerebral y enfermedades cerebro-
vasculares tales como apoplejia. Pueden ser también tratables usando la proteina neuropatias periféricas resultantes de
quimioterapia u otras terapias médicas.

Las proteinas pueden ser ttiles también para promover un cierre mejor o mds rapido de heridas que no curan, inclu-
yendo sin limitacién dlceras de presion, dlceras asociadas a insuficiencia vascular, heridas quirtrgicas y trauméticas y
similares.

Se espera que una proteina pueda exhibir también actividad para la generacién o regeneracién de otros tejidos,
tales como tejido de 6rganos (incluyendo, por ejemplo, pancreas, higado, intestino, rifién, piel, endotelio), musculo
(liso, esquelético o cardiaco) y vascular (incluyendo endotelio vascular), o para promover el crecimiento de células
que comprenden dichos tejidos. Parte de los efectos deseados puede ser mediante la inhibicién o modulacién de
cicatrizacion fibrética para permitir que se genere un tejido normal. Una proteina puede exhibir también actividad
angiogénica.

Una proteina puede ser también 1til para la proteccion o regeneracion intestinal y el tratamiento de fibrosis pulmo-
nar o hepdtica, lesién por reperfusion en diversos tejidos, y afecciones resultantes de lesion por citocina sistémica.

Una proteina puede ser también util para promover o inhibir la diferenciacion de tejidos descritos anteriormente a
partir de tejidos o células precursores; o para inhibir el crecimiento de tejidos descritos anteriormente.

Como alternativa, como se describe con mds detalle a continuacién, pueden introducirse en células hospedadoras
adecuadas genes que codifican estas proteinas o dcidos nucleicos que regulan la expresion de estas proteinas para
aumentar o reducir la expresion de las proteinas segun se desee.

Ejemplo 36

Ensayo de proteinas expresadas a partir de ADNc extendidos o porciones de los mismos para la regulacion de hor-
monas reproductivas o el movimiento celular

Puede evaluarse también en las proteinas codificadas por los ADNc extendidos su capacidad de regular hormonas
reproductivas, tales como hormona estimulante de foliculo. Son familiares para los expertos en la técnica numerosos
ensayos para dicha actividad, incluyendo los ensayos dados a conocer en las siguientes referencias: Vale et al., Endo-
crinology 91: 562-572, 1972; Ling et al. Nature 321: 779-782, 1986; Vale et al., Nature 321: 776-779, 1986; Mason et
al., Nature 318: 659-663, 1985; Forage et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 83: 3091-3095, 1986; capitulo 6.12 (Measu-
rement of Alpha and Beta Chemokines) “Current Protocols in Immunology”, J.E. Coligan et al. Ed. Greene Publishing
Associates y Wiley-Interscience; Taub ef al. J. Clin. Invest. 95: 1370-1376, 1995; Lind et al. APMIS 103: 140-146,
1995; Muller et al. Eur. J. Immunol., 25: 1744-1748; Gruber et al. J. of Immunol. 152: 5860-5867, 1994; Johnston et
al. J. of Immunol. 153: 1762-1768, 1994.
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Pueden formularse entonces aquellas proteinas que exhiben actividad como hormonas reproductivas o reguladores
del movimiento celular como productos farmacéuticos y usarse para tratar afecciones clinicas en las que es beneficiosa
la regulacién de hormonas reproductivas o el movimiento celular. Por ejemplo, una proteina puede exhibir también
actividades relacionadas con activina o inhibina. Las inhibinas se caracterizan por su capacidad de inhibir la liberacién
de hormona estimulante de foliculo (FSH), mientras que las activinas se caracterizan por su capacidad de estimular la
liberacién de hormona estimulante de foliculo (FSH). Por tanto, una proteina sola o en heterodimeros con un miembro
de la familia de inhibina « puede ser ttil como anticonceptivo basdndose en la capacidad de las inhibinas de reducir la
fertilidad en mamiferos hembra y reducir la espermatogénesis en mamiferos macho. La administracién de cantidades
suficientes de otras inhibinas puede inducir la infertilidad en estos mamiferos. Como alternativa, la proteina, en forma
de homodimero o heterodimero con otras subunidades proteicas del grupo de inhibina B, puede ser ttil como producto
terapéutico inductor de la fertilidad, basandose en la capacidad de las moléculas de activina de estimular la liberacién
de FSH de células de la pituitaria anterior. Véase, por ejemplo, la patente de Estados Unidos 4.798.885. Una proteina
puede ser también util para el adelantamiento del inicio de la fertilidad en mamiferos sexualmente inmaduros y para
aumentar la actuacion reproductiva a lo largo de la vida de animales domésticos tales como vacas, ovejas y cerdos.

Como alternativa, como se describe con mas detalle a continuacién, pueden introducirse en células hospedadoras
adecuadas genes que codifican estas proteinas o dcidos nucleicos que regulan la expresion de estas proteinas para
aumentar o reducir la expresion de las proteinas segtin se desee.

Ejemplo 36A

Ensayo en las proteinas expresadas a partir de ADNc extendidos o porciones de los mismos de actividad quimio-
tdctica/quimiocinética

En las proteinas codificadas por los ADNc extendidos o porciones de los mismos, puede evaluarse también la ac-
tividad quimiotactica/quimiocinética. Por ejemplo, una proteina puede tener actividad quimiotéctica o quimiocinética
(por ejemplo, actuar como una quimiocina) para células de mamifero incluyendo, por ejemplo, monocitos, fibroblas-
tos, neutréfilos, linfocitos T, mastocitos, eosindfilos, células epiteliales y/o endoteliales. Las proteinas quimiotacticas
y quimiocinéticas pueden usarse para movilizar o atraer una poblacién celular deseada a un sitio de accién deseado.
Las proteinas quimiotdcticas o quimiocinéticas proporcionan ventajas particulares en el tratamiento de heridas y otros
traumatismos a tejidos, asi como en el tratamiento de infecciones localizadas. Por ejemplo, la atraccién de linfocitos,
monocitos o neutréfilos a tumores o sitios de infeccién puede dar como resultado respuestas inmunitarias mejoradas
contra el tumor o agente infeccioso.

Una proteina o péptido tiene actividad quimiotactica para una poblacion celular particular si puede estimular, di-
recta o indirectamente, la orientacién o el movimiento dirigido de dicha poblacién celular. Preferiblemente, la proteina
o péptido tiene la capacidad de estimular directamente el movimiento dirigido de células. Que una proteina particular
tenga actividad quimiotactica para una poblacién de células puede determinarse ficilmente empleando dicha proteina
o péptido en cualquier ensayo conocido de quimiotactismo celular.

La actividad de una proteina de la invencién puede medirse, entre otros medios, mediante los siguientes métodos:

Los ensayos de actividad quimiotactica (que identificardn proteinas que inducen o previenen el quimiotactismo)
consisten en ensayos que miden la capacidad de una proteina de inducir la migracién de células a través de una
membrana asi como la capacidad de una proteina de inducir la adhesién de una poblacién celular a otra poblacién
celular. Los ensayos adecuados para movimiento y adhesion incluyen, sin limitacién, aquellos descritos en: “Current
Protocols in Immunology”, Ed por J.E. Coligan, A.M. Kruisbeek, O.H. Margulies. E.M. Shevach, W. Strober, Pub.
Greene Publishing Associates y Wiley-Interscience (capitulo 6.12, Measurement of alpha and beta Chemokines 6.12.1-
6.12.28; Taub et al. J. Clin. Invest. 95, 1370-1376, 1995; Lind et al. APMIS 103: 140-146, 1995; Mueller et al., Eur.
J. Immunol., 25: 1744-1748; Gruber et al. J. of Immunol. 152: 5860-5867, 1994; Johnston et al. J. of Immunol. 153:
1762-1768, 1994.

Ejemplo 37

Ensayo en proteinas expresadas a partir de ADNc extendidos o porciones de los mismos de la regulacion de la
coagulacion sanguinea

Puede evaluarse también en las proteinas codificadas por los ADNc extendidos o porciones de los mismos sus
efectos sobre la coagulacién sanguinea. Son familiares para los expertos en la técnica numerosos ensayos para dicha
actividad, incluyendo los ensayos dados a conocer en las siguientes referencias: Linet et al., J. Clin. Pharmacol. 26:
131-140, 1986; Burdick et al., Thrombosis Res. 45: 413-419, 1987; Humphrey et al, Fibrinolysis 5: 71-79 (1991);
Schaub, Prostaglandins 35: 467-474, 1988.

Aquellas proteinas que estdn implicadas en la regulacion de la coagulacién sanguinea pueden formularse entonces
como productos farmacéuticos y usarse para tratar afecciones clinicas en las que es beneficiosa la regulacion de la
coagulacién sanguinea. Por ejemplo, una proteina puede exhibir actividad hemostética o trombolitica. Como resultado,
se espera que dicha proteina sea util en el tratamiento de diversos trastornos de coagulacién (incluyendo trastornos
hereditarios tales como hemofilias) o para potenciar la coagulacién y otros eventos hemostaticos en el tratamiento de
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heridas resultantes de traumatismo, cirugia u otras causas. Una proteina puede ser también 1til para disolver o inhibir
la formacion de trombosis y para el tratamiento y la prevencion de afecciones resultantes de la misma (tales como, por
ejemplo, infarto de vasos cardiacos y del sistema nervioso central (por ejemplo, apoplejia)). Como alternativa, como se
describe con més detalle a continuacion, pueden introducirse en células hospedadoras adecuadas genes que codifican
estas proteinas o dcidos nucleicos que regulan la expresion de estas proteinas para aumentar o reducir la expresion de
las proteinas segin se desee.

Ejemplo 38

Ensayo en proteinas expresadas a partir de ADNc extendidos o porciones de los mismos de la implicacion en interac-
ciones de receptor/ligando

Puede evaluarse también en las proteinas codificadas por los ADNc extendidos o una porcién de los mismos su im-
plicacién en interacciones de receptor/ligando. Son familiares para los expertos en la técnica numerosos ensayos para
dicha implicacién, incluyendo los ensayos dados a conocer en las siguientes referencias: capitulo 7.28 (Measurement
of Cellular Adhesion under Static Conditions 7.28.1-7.28.22) en “Current Protocols in Immunology”. J.E. Coligan et
al. Ed. Greene Publishing Associates y Wiley-Interscience; Takai et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 84: 6864-6868,
1987; Bierer et al., J. Exp. Med. 168: 1145-1156, 1988; Rosenstein et al., J. Exp. Med. 169: 149-160, 1989; Stolten-
borg et al., J. Immunol., Methods 175: 59-68, 1994; Stitt et al., Cell 80: 661-670, 1995; Gyuris et al., Cell 75: 791-
803, 1993.

Por ejemplo, las proteinas pueden demostrar también actividad como receptores, ligandos de receptor o inhibidores
0 agonistas de interacciones de receptor/ligando. Los ejemplos de dichos receptores y ligandos incluyen, sin limitacion,
receptores de citocina y sus ligandos, cinasas receptoras y sus ligandos, fosfatasas receptoras y sus ligandos, receptores
implicados en interacciones célula-célula y sus ligandos (incluyendo, sin limitacién, moléculas de adhesion celular
(tales como selectinas, integrinas y sus ligandos) y pares de receptor/ligando implicados en la presentacién de antigeno,
el reconocimiento de antigeno y el desarrollo de respuestas inmunitarias celulares y humorales). Los receptores y
ligandos son también ttiles para examinar inhibidores potenciales peptidicos o de molécula pequefia de la interaccién
receptor/ligando relevante. Una proteina (incluyendo, sin limitacion, fragmentos de receptores y ligandos) puede ser
util por si misma como inhibidor de interacciones de receptor/ligando.

Ejemplo 38A

Ensayo en las proteinas expresadas a partir de ADNc extendidos o porciones de los mismos de actividad antiinfla-
matoria

En las proteinas codificadas por los ADNc extendidos o una porcién de los mismos puede evaluarse también la
actividad antiinflamatoria La actividad antiinflamatoria puede conseguirse proporcionando un estimulo a células im-
plicadas en la respuesta inflamatoria, inhibiendo o promoviendo interacciones célula-célula (tales como, por ejemplo,
adhesion celular), inhibiendo o promoviendo el quimiotactismo de células implicadas en el proceso inflamatorio, in-
hibiendo o promoviendo la extravasacién celular o estimulando o suprimiendo la produccién de otros factores que
inhiben o promueven mds directamente una respuesta inflamatoria. Las proteinas que exhiben dichas actividades pue-
den usarse para tratar afecciones inflamatorias (incluyendo afecciones crénicas o agudas) incluyendo, sin limitacion,
inflamacién asociada a infeccion (tal como choque séptico, sepsis o sindrome de respuesta inflamatoria sistémica
(SRIS)), lesion por isquemia-reperfusion, letalidad por endotoxina, artritis, rechazo hiperagudo mediado por comple-
mento, nefritis, lesiéon pulmonar inducida por citocina o quimiocina, enfermedad intestinal inflamatoria, enfermedad
de Crohn o resultante de la sobreproduccién de citocinas tales como TNF o IL-1. Las proteinas pueden ser también
utiles para tratar anafilaxis e hipersensibilidad a una sustancia o material antigénico.

Ejemplo 38B

Ensayo en las proteinas expresadas a partir de ADNc extendidos o porciones de los mismos de actividad inhibidora
de tumores

En las proteinas codificadas por los ADNc extendidos o una porcién de los mismos puede evaluarse también la
actividad inhibidora de tumores. Ademas de las actividades descritas anteriormente para el tratamiento o prevencién
inmunolégico de tumores, una proteina puede exhibir otras actividades antitumorales. Una proteina puede inhibir el
crecimiento tumoral directa o indirectamente (tal como, por ejemplo, mediante ADCC). Una proteina puede exhibir su
actividad inhibidora de tumores actuando sobre tejido tumoral o tejido precursor tumoral, inhibiendo la formacién de
tejidos necesarios para apoyar el crecimiento tumoral (tal como, por ejemplo, inhibiendo la angiogénesis), causando la
produccién de otros factores, agentes o tipos celulares que inhiben el crecimiento celular, o suprimiendo, eliminando
o inhibiendo factores, agentes o tipos celulares que promueven el crecimiento tumoral.

Una proteina puede exhibir también una o mas de las siguientes actividades o efectos adicionales: inhibir el cre-
cimiento, infeccién o funcién, o destruir agentes infecciosos incluyendo, sin limitacién, bacterias, virus, hongos y
otros pardsitos; afectar a (suprimir o potenciar) las caracteristicas corporales incluyendo, sin limitacién, altura, peso,
color de cabello, color de ojos, piel, relacién de grasa a magro u otra pigmentacién de tejido, o tamafio o forma de
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organo o parte del cuerpo (tal como, por ejemplo, aumento o reduccién de senos, cambio de la conformacién o forma
del hueso); afectar a los biorritmos o ciclos o ritmos circadianos; afectar a la fertilidad de sujetos macho o hembra;
afectar al metabolismo, catabolismo, anabolismo, procesamiento, utilizacién, almacenamiento o eliminacién de gra-
sa, lipido, proteina, carbohidrato, vitaminas, minerales, cofactores u otros factores o componentes nutricionales de la
dieta; afectar a caracteristicas de comportamiento incluyendo, sin limitacidn, apetito, libido, estrés, cognicién (inclu-
yendo trastornos cognitivos), depresion (incluyendo trastornos depresivos) y comportamientos violentos; proporcionar
efectos analgésicos u otros efectos reductores del dolor; promover la diferenciacion y el crecimiento de células madre
embrionarias en estirpes distintas de estirpes hematopoyéticas; actividad hormonal o endocrina; en el caso de enzimas,
corregir las deficiencias de enzima y tratar enfermedades relacionadas con la deficiencia; tratamiento de trastornos hi-
perproliferativos (tales como, por ejemplo, psoriasis); actividad similar a inmunoglobulina (tal como, por ejemplo,
la capacidad de unirse a antigenos o complemento); y la capacidad de actuar como antigeno en una composicién de
vacuna para crear una respuesta inmunitaria contra dicha proteina u otro material o entidad que es reactivo cruzado
con dicha proteina.

Ejemplo 39
Identificacion de proteinas que interaccionan con polipéptidos codificados por ADNc extendidos

Las proteinas que interaccionan con los polipéptidos codificados por ADNc extendidos o porciones de los mismos,
tales como proteinas receptoras, pueden identificarse usando sistemas de dos hibridos tales como Matchmaker Two
Hybrid System 2 (n° de catdlogo K1604-1, Clontech). Como se describe en el manual que acompafia al Matchmaker
Two Hybrid System 2 (n° de catdlogo K1604-1, Clontech), se insertan los ADNc extendidos o porciones de los mismos
en un vector de expresion de tal modo que estén en fase con ADN que codifica el dominio de unién a ADN del
activador transcripcional de levadura GAL4. Se insertan ADNc de una coleccién de ADNc que codifica proteinas
que podrian interaccionar con los polipéptidos codificados por los ADNc extendidos o porciones de los mismos en
un segundo vector de expresion de tal modo que estén en fase con ADN que codifica el dominio de activacién de
GALA4. Se transforman los dos plasmidos de expresion en levadura y se siembra la levadura en medio de seleccién que
selecciona la expresion de marcadores seleccionables en cada uno de los vectores de expresion, asi como la expresion
dependiente de GAL4 del gen HIS3. Se examina en transformantes capaces de crecer en medio que carece de histidina
la expresion de lacZ dependiente de GAL4. Aquellas células que son positivas tanto en seleccion de histidina como en
ensayo de lacZ contienen pldsmidos que codifican proteinas que interaccionan con el polipéptido codificado por los
ADNCc extendidos o porciones de los mismos.

Como alternativa, puede usarse el sistema descrito en Lustig et al., Methods in Enzymology 283: 83-99 (1997) para
identificar moléculas que interaccionan con los polipéptidos codificados por ADNc extendidos. En dichos sistemas,
se efectian reacciones de transcripcion in vitro en un conjunto de vectores que contienen insertos de ADNc extendido
clonados cadena abajo de un promotor que controla la transcripcién in vitro. Se introducen los conjuntos resultantes
de ARNm en ovocitos de Xenopus laevis. Se ensaya entonces en los ovocitos la actividad deseada.

Como alternativa, pueden traducirse in vitro los productos de transcripcién in vitro combinados producidos como
se describe anteriormente. Puede ensayarse en los productos de traduccidn in vitro combinados una actividad deseada
o la interaccién con un polipéptido conocido.

Pueden encontrarse proteinas u otras moléculas que interaccionan con polipéptidos codificados por ADNc exten-
didos mediante una variedad de técnicas adicionales. En un método, pueden construirse columnas de afinidad que
contienen el polipéptido codificado por el ADNc extendido o una porcién del mismo. En algunas versiones de este
método, la columna de afinidad contiene proteinas quiméricas en las que la proteina codificada por el ADNc extendido
0 una porcién de la misma se fusiona con glutation S-transferasa. Se aplica a la columna de afinidad una mezcla de
proteinas celulares o un conjunto de proteinas expresadas como se describe anteriormente Pueden aislarse entonces las
proteinas que interaccionan con el polipéptido unido a la columna y analizarse en electroforesis en gel bidimensional
como se describe en Ramunsen et al. Electrophoresis, 18, 588-598 (1997). Como alternativa, las proteinas retenidas
en la columna de afinidad pueden purificarse mediante métodos basados en electroforesis y secuenciarse. Puede usarse
el mismo método para aislar anticuerpos, para examinar productos de exhibicion en fago o para examinar anticuerpos
humanos de exhibicién en fago.

Pueden examinarse también proteinas que interaccionan con polipéptidos codificados por ADNc extendidos o
porciones de los mismos usando un Optical Biosensor como se describe en Edwards & Leatherbarrow, Analytical
Biochemistry, 246, 1-6 (1997). La ventaja principal del método es que permite la determinacién del indice de asocia-
cion entre la proteina y otras moléculas de interaccién. Por tanto, es posible seleccionar especificamente moléculas
de interaccion con un alto o bajo indice de asociacion. Tipicamente, se liga una molécula diana con la superficie del
sensor (mediante una matriz de carboximetildextrano) y se pone en contacto una muestra de moléculas de ensayo
con las moléculas diana. La unién de una molécula de ensayo con la molécula diana causa un cambio en el indice de
refraccion y/o el espesor. Este cambio se detecta por el Biosensor a condicién de que ocurra en el campo evanescente
(que se extiende unos pocos cientos de nanometros desde la superficie del sensor). En estos ensayos de examen, la
molécula diana puede ser uno de los polipéptidos codificados por ADNc extendidos o una porcién de los mismos y
la muestra de ensayo puede ser una coleccién de proteinas extraidas de tejidos o células, un conjunto de proteinas
expresadas, péptidos combinatorios y/o colecciones quimicas o péptidos exhibidos en fago. Los tejidos o células de
los que se extraen las proteinas de ensayo pueden proceder de cualquier especie.
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En otros métodos, se inmoviliza una proteina diana y la poblacién de ensayo es una coleccién de polipéptidos
unicos codificados por los ADNc extendidos o porciones de los mismos.

Para estudiar la interaccion de las proteinas codificadas por los ADNc extendidos o porciones de los mismos con
medicamentos, puede usarse el método de microdidlisis acoplado a HPLC descrito por Wang et al., Chromatographia,
44, 205-208 (1997) o el método de electroforesis capilar por afinidad descrito por Busch et al., J. Chromatogr. 777:
311-328 (1997).

Puede usarse también el sistema descrito en la patente de EE.UU. n°. 5.654.150 para identificar moléculas que
interaccionan con los polipéptidos codificados por los ADNc extendidos. En este sistema, se transcriben y traducen
in vitro conjuntos de ADNc extendidos y se ensaya en los productos de reaccion la interaccién con un polipéptido o
anticuerpo conocido.

Se apreciard por los expertos en la técnica que en las proteinas expresadas a partir de ADNc extendidos o porciones
de los mismos pueden ensayarse numerosas actividades ademds de las enumeradas especificamente anteriormente.
Por ejemplo, en las proteinas expresadas pueden evaluarse aplicaciones que implican el control y la regulacién de
inflamacidn, proliferacién o metdstasis tumoral, infeccidn u otras afecciones clinicas. Ademds, las proteinas expresadas
a partir de los ADNc extendidos o porciones de los mismos pueden ser ttiles como agentes nutricionales o agentes
cosméticos.

Las proteinas expresadas a partir de ADNc extendidos o porciones de los mismos pueden usarse para crear anti-
cuerpos capaces de unirse especificamente a la proteina expresada o fragmentos de la misma como se describe en el
ejemplo 40 siguiente. Los anticuerpos pueden ser capaces de unirse a una proteina completa codificada por la secuen-
cia de SEC ID N° 45, una proteina madura codificada por la secuencia de SEC ID N° 45, o un péptido sefial codificado
por la secuencia de SEC ID N° 45. Como alternativa, los anticuerpos pueden ser capaces de unirse a fragmentos de las
proteinas expresadas a partir de los ADNc extendidos que comprenden al menos 10 aminoécidos de las secuencias de
SEC ID N° 146. Los anticuerpos pueden ser capaces de unirse a fragmentos de las proteinas expresadas a partir de los
ADNCc extendidos que comprenden al menos 15 aminodcidos de la secuencia de SEC ID N° 146. Los anticuerpos pue-
den ser capaces de unirse a fragmentos de las proteinas expresadas a partir de los ADNc extendidos que comprenden
al menos 25 aminodcidos de la secuencia de SEC ID N° 146. En realizaciones adicionales, los anticuerpos pueden ser
capaces de unirse a fragmentos de las proteinas expresadas a partir de los ADNc extendidos que comprenden al menos
40 aminodcidos de la secuencia de SEC ID N° 146.

Ejemplo 40
Produccion de un anticuerpo de una proteina humana

Se aisla proteina o polipéptido sustancialmente puro a partir de células transfectadas o transformadas como se
describe en el ejemplo 30. Se ajusta la concentraciéon de proteina en la preparacién final, por ejemplo mediante con-
centracién en un dispositivo de filtro Amicon, al nivel de unos pocos microgramos/ml. El anticuerpo monoclonal o
policlonal de la proteina puede prepararse entonces del modo siguiente:

A. Produccion de anticuerpo monoclonal mediante fusion de hibridoma

Puede prepararse anticuerpo monoclonal de epitopos de cualquiera de los péptidos identificados y aislados como
se ha descrito a partir de hibridomas de mirido segiin el método clasico de Kohfer, G. y Milstein, C, Nature 256:
495 (1975) o métodos derivados del mismo. Brevemente, se inocula repetidamente un ratén con unos pocos micro-
gramos de la proteina seleccionada o péptidos derivados de la misma durante un periodo de unas pocas semanas.
Se sacrifica entonces el ratén y se aislan las células productoras de anticuerpo del bazo. Se fusionan las células de
bazo mediante polietilenglicol con células de mieloma de ratén, y se destruyen las células no fusionadas en exceso
mediante crecimiento del sistema en medios selectivos que comprenden aminopterina (medios HAT). Se diluyen las
células fusionadas exitosamente y se disponen alicuotas de la dilucién en pocillos de una placa de microvaloracion,
donde se continda el crecimiento del cultivo. Se identifican clones productores de anticuerpo mediante la deteccién
de anticuerpo en el fluido sobrenadante de los pocillos mediante procedimientos de inmunoensayo tales como ELISA,
como se describe originalmente por Engvall, E., Meth. Enzymol. 70: 419 (1980), y métodos derivados del mismo. Los
clones positivos seleccionados pueden expandirse y recolectarse para uso su producto de anticuerpo monoclonal. Se
describen procedimientos detallados para la produccién de anticuerpo monoclonal en Davis, L. et al. “Basic Methods
in Molecular Biology”, Elsevier, Nueva York, seccién 21-2.

B. Produccion de anticuerpo policlonal mediante inmunizacion

Puede prepararse antisuero policlonal que contiene anticuerpos de epitopos heterogéneos de una sola proteina in-
munizando animales adecuados con la proteina expresada o péptidos derivados de la misma descritos anteriormente,
que pueden estar no modificados o modificados para potenciar la inmunogenicidad. La produccién de anticuerpo po-
liclonal eficaz esta afectada por muchos factores relacionados tanto con el antigeno como con la especie hospedadora.
Por ejemplo, las moléculas pequeiias tienden a ser menos inmunogénicas que otras y pueden requerir el uso de por-
tadores y coadyuvante. También los animales hospedadores varian en respuesta al sitio de inoculacién y a la dosis,
resultando antisueros de bajo titulo con dosis de antigeno tanto inadecuadas como excesivas. Lo mads fiable parece
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ser dosis pequefias (nivel de ng) de antigeno administradas en multiples sitios intradérmicos. Puede encontrarse un
protocolo de inmunizacién eficaz para conejos en Vaitukaitis, J. et al. J. Clin. Endocrinol. Metab. 33: 988-991 (1971).

Pueden administrarse inyecciones de refuerzo a intervalos regulares, y recolectarse el antisuero cuando el titulo de
anticuerpo, determinado semicuantitativamente, por ejemplo mediante doble inmunodifusién en agar frente a concen-
traciones conocidas del antigeno, empieza a caer. Véase, por ejemplo, Ouchterlony, O. et al., cap. 19 en: “Handbook
of Experimental Immunology” D. Wier (ed) Blackwell (1973). La concentracién de meseta de anticuerpo estd ha-
bitualmente en el intervalo de 0,1 a 0,2 mg/ml de suero (aproximadamente 12 uM). Se determina la afinidad de los
antisueros por el antigeno preparando curvas de unién competitiva como se describen, por ejemplo, por Fisher, O., cap.
42 en: “Manual of Clinical Immunology”, 2* ed. (Rose and Friedman, Ed.) Amer. Soc. For Microbiol., Washington,
D.C. (1980).

Las preparaciones de anticuerpo preparadas de acuerdo con cualquier protocolo son utiles en inmunoensayos
cuantitativos que determinan concentraciones de sustancias que portan antigenos en muestras bioldgicas; también se
usan semicuantitativamente o cualitativamente para identificar la presencia de un antigeno en una muestra bioldgica.
Los anticuerpos también pueden usarse en composiciones terapéuticas para destruir células que expresan la proteina o
para reducir los niveles de la proteina en el cuerpo.

V. Uso de ADNCc extendidos o porciones de los mismos como reactivos

Los ADNc extendidos descritos en la presente memoria pueden usarse como reactivos en procedimientos de ais-
lamiento, ensayos de diagndstico y procedimientos forénsicos. Por ejemplo, pueden marcarse detectablemente se-
cuencias de los ADNc extendidos (0 ADN gendmicos obtenibles a partir de los mismos) y usarse como sondas para
aislar otras secuencias capaces de hibridar con ellas. Ademds, pueden usarse secuencias de los ADNc extendidos (o
ADN gendmicos obtenibles a partir de los mismos) para disefiar cebadores de PCR para usar en procedimientos de
aislamiento, diagndstico o forénsico.

Ejemplo 41
Preparacion de cebadores de PCR y amplificacion de ADN

Los ADNc extendidos (0 ADN gendémicos obtenibles a partir de los mismos) pueden usarse para preparar ceba-
dores de PCR para una variedad de aplicaciones, incluyendo procedimientos de aislamiento para clonacién de dcidos
nucleicos capaces de hibridar con dichas secuencias, técnicas de diagnéstico y técnicas forénsicas. Los cebadores de
PCR son de al menos 10 bases, y preferiblemente de al menos 12, 15 6 17 bases de longitud. Mas preferiblemente, los
cebadores de PCR son de al menos 20-30 bases de longitud. En algunas realizaciones, los cebadores de PCR pueden
ser de mas de 30 bases de longitud. Se prefiere que los pares cebadores tengan aproximadamente la misma relacién
de G/C, de modo que las temperaturas de fusién sean aproximadamente la misma. Son familiares para los expertos
en la técnica una variedad de técnicas de PCR. Para una revision de la tecnologia de PCR, véase “Molecular Cloning
to Genetic Engineering” White, B.A. Ed. en “Methods in Molecular Biology” 67: Humana Press, Totowa 1997. En
cada uno de estos procedimientos de PCR, se afiaden cebadores de PCR en cualquier lado de las secuencias de acido
nucleico a amplificar a una muestra de dcido nucleico adecuadamente preparada junto con dNTP y una polimerasa
termoestable tal como polimerasa Taq, polimerasa Pfu o polimerasa Vent. Se desnaturaliza el 4cido nucleico en la
muestra y se hibridan especificamente los cebadores de PCR con secuencias de 4cido nucleico complementario en la
muestra. Se extienden los cebadores hibridados. Después de ello, se inicia otro ciclo de desnaturalizacién, hibridacién
y extension. Se repiten los ciclos multiples veces para producir un fragmento amplificado que contiene la secuencia
de 4cido nucleico entre los sitios cebadores.

Ejemplo 42
Uso de ADNCc extendidos como sondas

Pueden marcarse sondas derivadas de ADNc extendidos o porciones de los mismos (0 ADN genémicos obtenibles
a partir de los mismos) con marcajes detectables familiares para los expertos en la técnica, incluyendo radioisétopos
y marcajes no radiactivos, proporcionando una sonda detectable. La sonda detectable puede ser monocatenaria o bi-
catenaria y puede prepararse usando técnicas conocidas en la técnica, incluyendo transcripcion in vitro, traslado de
mella o reacciones de cinasa. Se pone en contacto con la sonda marcada una muestra de dcido nucleico que contiene
una secuencia capaz de hibridar con la sonda marcada. Si el dcido nucleico en la muestra es bicatenario, puede des-
naturalizarse antes de poner en contacto con la sonda. En algunas aplicaciones, la muestra de dcido nucleico puede
inmovilizarse sobre una superficie tal como una membrana de nitrocelulosa o nailon. La muestra de acido nuclei-
co puede comprender dcidos nucleicos obtenidos a partir de una variedad de fuentes, incluyendo ADN gendmico,
colecciones de ADNc, ARN o muestras de tejido.

Los procedimientos usados para detectar la presencia de dcidos nucleicos capaces de hibridar con la sonda detecta-
ble incluyen técnicas bien conocidas tales como transferencia Southern, transferencia Northern, transferencia puntual,
hibridacién de colonia e hibridacién de placa. En algunas aplicaciones, puede clonarse el dcido nucleico capaz de
hibridar con la sonda marcada en vectores tales como vectores de expresion, vectores de secuenciaciéon o vectores de
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transcripcién in vitro para facilitar la caracterizacién y expresion de los dcidos nucleicos de hibridacién en la muestra.
Por ejemplo, dichas técnicas pueden usarse para aislar y clonar secuencias en una coleccién genémica o coleccién de
ADNCc que son capaces de hibridar con la sonda detectable como se describe en el ejemplo 30 anterior.

Pueden usarse cebadores de PCR como se describen en el ejemplo 41 anterior en andlisis forénsicos, tales como
las técnicas de huella genética de ADN descritas en los ejemplos 43-47 siguientes. Dichos andlisis pueden utilizar
sondas detectables o cebadores basados en secuencias de los ADNc extendidos usando los 5’ EST (o ADN genémicos
obtenibles a partir de los mismos).

Ejemplo 43
Coincidencia forénsica mediante secuenciacion de ADN

En un método ejemplar, se aislan muestras de ADN a partir de especimenes forénsicos, por ejemplo, de cabello,
semen, sangre o células cutdneas mediante métodos convencionales. Se utiliza entonces un panel de cebadores de PCR
basado en una serie de ADNc extendidos (0 ADN gendmicos obtenibles a partir de los mismos) segin el ejemplo 41
para amplificar ADN de aproximadamente 100-200 bases de longitud del espécimen forénsico. Se obtienen las secuen-
cias correspondientes a partir de un sujeto de ensayo. Se secuencia entonces cada uno de estos ADN de identificacién
usando técnicas estdndar, y una sencilla comparacion de base de datos determina las diferencias, si las hubiera, entre
las secuencias del sujeto y las de la muestra. Las diferencias estadisticamente significativas entre las secuencias de
ADN del sospechoso y las de 1a muestra prueban concluyentemente la falta de identidad. Esta falta de identidad puede
probarse, por ejemplo, con s6lo una secuencia. La identidad, por otro lado, debe demostrarse con un gran nimero de
secuencias, todas apareadas. Preferiblemente, se usan un minimo de 50 secuencias estadisticamente idénticas de 100
bases de longitud para probar la identidad entre el sospechoso y la muestra.

Ejemplo 44
Identificacion positiva mediante secuenciacion de ADN

La técnica expuesta en el ejemplo anterior puede usarse también a mayor escala para proporcionar una identifi-
cacién de huella genética dnica de cualquier individuo. En esta técnica, se preparan cebadores a partir de un gran
nimero de secuencias identificadas en la presente memoria. Preferiblemente, se usan 20 a 50 cebadores diferentes. Se
usan estos cebadores para obtener un nimero correspondiente de segmentos de ADN generados por PCR a partir del
individuo en cuestion segiin el ejemplo 41. Se secuencia cada uno de estos segmentos de ADN usando los métodos
exhibidos en el ejemplo 43. La base de datos generada mediante este procedimiento identifica tinicamente al indivi-
duo del que se obtuvieron las secuencias. Puede usarse entonces el mismo panel de cebadores en cualquier momento
posterior para correlacionar absolutamente tejido u otro espécimen bioldgico con ese individuo.

Ejemplo 45
Identificacion forénsica por transferencia Southern

Se repite el procedimiento del ejemplo 44 para obtener un panel de al menos 10 secuencias amplificadas a partir
de un individuo y un espécimen. Preferiblemente, el panel contiene al menos 50 secuencias amplificadas. Mds prefe-
riblemente, el panel contiene 100 secuencias amplificadas. En algunas realizaciones, el panel contiene 200 secuencias
amplificadas. Se digiere entonces este ADN generado por PCR con uno de una combinacién de, preferiblemente, en-
zimas de restriccion especificas de cuatro bases. Dichas enzimas estdn comercialmente disponibles y son conocidas
por los expertos en la técnica. Después de la digestion, se separan por tamafio los fragmentos génicos resultantes en
muiltiples pocillos por duplicado en un gel de agarosa y se transfieren a nitrocelulosa usando técnicas de transferencia
Southern bien conocidas por los expertos en la técnica. Para una revision de la transferencia Southern, véase Davis et
al. (“Basic Methods in Molecular Biology”, 1986, Elsevier Press, pag. 62-65).

Se marcan radiactiva o colorométricamente un panel de sondas basadas en las secuencias de los ADNc extendidos
(o ADN gendémicos obtenibles a partir de los mismos) o fragmentos de los mismos de al menos 10 bases usando mé-
todos conocidos en la técnica, tales como traslacion de mella o marcaje de extremo, y se hibridan con la transferencia
Southern usando técnicas conocidas en la técnica (Davis et al., supra). Preferiblemente, la sonda comprende al menos
12, 15 6 17 nucleétidos consecutivos del ADNc extendido (0 ADN gendmicos obtenibles a partir del mismo). Mas
preferiblemente, la sonda comprende al menos 20-30 nucleétidos consecutivos del ADNc extendido (0 ADN gendémi-
cos obtenibles a partir del mismo). En algunas realizaciones, la sonda comprende mas de 30 nucleé6tidos del ADNc
extendido (0 ADN gendémicos obtenibles a partir del mismo). En otras realizaciones, la sonda comprende al menos 40,
al menos 50, al menos 75, al menos 100, al menos 150 o al menos 200 nucleétidos consecutivos del ADNc extendido
(o ADN gendémicos obtenibles a partir del mismo).

Preferiblemente, se usan al menos 5 a 10 de estas sondas marcadas, y mds preferiblemente se usan al menos
aproximadamente 20 6 30 para proporcionar un patrén tnico. Las bandas resultantes que aparecen por la hibridacién de
una muestra grande de ADNc extendidos (0 ADN gendmicos obtenibles a partir de los mismos) serdn un identificador
tnico. Puesto que la escision por enzima de restriccion serd diferente para cada individuo, el patron de banda en la
transferencia Southern serd también tnico. Aumentar el nimero de sondas de ADNc extendido proporcionara un nivel
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de confianza estadisticamente mayor en la identificacién, puesto que habrd un niimero aumentado de conjuntos de
bandas usadas para identificacion.

Ejemplo 46
Procedimiento de identificacion por transferencia puntual

Otra técnica para identificar individuos usando las secuencias de ADNc extendido dadas a conocer en la presente
memoria utiliza la técnica de hibridacién por transferencia puntual.

Se aisla ADN gendmico a partir de nucleos del sujeto a identificar. Se sintetizan sondas oligonucleotidicas de
aproximadamente 30 pb de longitud que corresponden al menos a 10, preferiblemente a 50 secuencias de los ADNc
extendidos o ADN gendmicos obtenibles a partir de los mismos. Se usan las sondas para hibridar con el ADN ge-
némico en condiciones conocidas por los expertos en la técnica. Se marcan los extremos de los oligonucleétidos con
P32 usando polinucleétido cinasa (Pharmacia). Se crean transferencias puntuales sembrando el ADN genémico sobre
nitrocelulosa o similar usando un colector de transferencia puntual a vacio (BioRad, Richmond, California). Se hierve
el filtro de nitrocelulosa que contiene las secuencias gendémicas o se liga por UV al filtro, se prehibrida y se hibrida
con sonda marcada usando técnicas conocidas en la técnica (Davis et al. supra). Los fragmentos de ADN marcados
con *?P se hibridan secuencialmente en condiciones sucesivamente rigurosas para detectar diferencias minimas entre
la secuencia de 30 pb y el ADN. El cloruro de tetrametilamonio es 1til para identificar clones que contienen pequefios
nimeros de desapareamientos nucleotidicos (Wood et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82(6): 1585-1588 (1985)). Un
tnico patrén de puntos distingue un individuo de otro individuo.

Pueden usarse ADNc extendidos u oligonucleétidos que contienen al menos 10 bases consecutivas como sondas
en la siguiente técnica de huella genética alternativa. Preferiblemente, la sonda comprende al menos 12, 15 6 17 nu-
cledtidos consecutivos del ADNc extendido (0 ADN gendémicos obtenibles a partir del mismo). Mds preferiblemente,
la sonda comprende al menos 20-30 nucleétidos consecutivos del ADNc extendido (o0 ADN genémicos obtenibles
a partir del mismo). En algunas realizaciones, la sonda comprende mds de 30 nucleétidos del ADNc extendido (o
ADN gendmicos obtenibles a partir del mismo). En otras realizaciones, la sonda comprende al menos 40, al menos
50, al menos 75, al menos 100, al menos 150 o al menos 200 nucleétidos consecutivos del ADNc extendido (o ADN
genémicos obtenibles a partir del mismo).

Preferiblemente, se usan una pluralidad de sondas que tienen secuencias de genes diferentes en la técnica de huella
genética alternativa. El ejemplo 47 siguiente proporciona un procedimiento de huella genética alternativo en el que las
sondas derivan de ADNc extendidos.

Ejemplo 47
Técnica de identificacion de “huella genética” alternativa

Se preparan oligonucledtidos de 20 unidades a partir de un gran ndmero, por ejemplo 50, 100 6 200, de secuencias
de ADNc extendido (o0 ADN genémicos obtenibles a partir del mismo) usando servicios de oligonucleétidos comer-
cialmente disponibles tales como Genset, Paris, Francia. Se procesa el ADN en muestras de células del sujeto de
ensayo usando técnicas bien conocidas por los expertos en la técnica. Se digiere el acido nucleico con enzimas de
restriccion tales como EcoRI y Xbal. Después de la digestion, se aplican muestras a pocillos para electroforesis. El
procedimiento, como es conocido en la técnica, puede modificarse para acomodar electroforesis en poliacrilamida, sin
embargo en este ejemplo se cargan muestras que contienen 5 ug de ADN en pocillos y se separan en geles de agarosa
al 0,8%. Se transfieren los geles a nitrocelulosa usando técnicas de transferencia Southern estdndar.

Se combinan 10 ng de cada oligonucledtido y se marcan en los extremos con P*2. Se prehibrida la nitrocelulosa
con disolucion de bloqueo y se hibrida con las sondas marcadas. Después de hibridacién y lavado, se expone el filtro
de nitrocelulosa a pelicula de rayos X X-Omat AR. El patrén de hibridacién resultante serd inico para cada individuo.

Se contempla adicionalmente en este ejemplo que el nimero de secuencias de sonda usado puede variar para
exactitud o claridad adicionales.

Los anticuerpos generados en los ejemplos 30 y 40 anteriores pueden usarse para identificar el tipo de tejido o
especie celular de la que deriva una muestra como se describe anteriormente.

Ejemplo 48
Identificacion de tipos de tejido o especies celulares mediante anticuerpos especificos de tejido marcados

La identificacion de tejidos especificos se consigue mediante la visualizacion de antigenos especificos de tejido
mediante preparaciones de anticuerpo segtin los ejemplos 30 y 40 que estdn conjugados, directa o indirectamente, con
un marcador detectable. Las especies de anticuerpo marcado seleccionadas se unen a su pareja de unién antigénica
especifica en secciones de tejido, suspensiones celulares o en extractos de proteinas solubles de una muestra de tejido,
proporcionando un patrén para interpretacion cualitativa o semicualitativa.
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Los antisueros de estos procedimientos deben tener una potencia superior a la de la preparacion nativa, y por esa
razén, los anticuerpos se concentran a un nivel de mg/ml mediante el aislamiento de la fraccién de gammaglobulina,
por ejemplo, mediante cromatografia de intercambio i6nico o mediante fraccionamiento con sulfato de amonio. Para
proporcionar los antisueros mds especificos, deben retirarse también los anticuerpos indeseados de la fraccion de gam-
maglobulina, por ejemplo, mediante inmunoabsorbentes insolubles, antes de marcar los anticuerpos con el marcador.
Son adecuados antisueros monoclonales o heter6logos para cualquier procedimiento.

A. Técnicas inmunohistoquimicas

Se conjugan anticuerpos purificados de alto titulo, preparados como se describe anteriormente, con un marcador
detectable como se describe, por ejemplo, por Fudenberg, H., cap. 26 en: “Basic 503 Clinical Immunology”, 3* Ed.
Lange, Los Altos, California (1980) o Rose, N. et al., cap. 12 en: “Methods in Immunodiagnosis”, 2* Ed. John Wiley
503 Sons, Nueva York (1980).

Se prefiere un marcador fluorescente, fluoresceina o rodamina, pero los anticuerpos pueden marcarse también con
una enzima que apoya una reaccién productora de color con un sustrato, tal como peroxidasa de rdbano picante. Los
marcadores pueden afiadirse a anticuerpo unido a tejido en una segunda etapa, como se describe a continuacién. Como
alternativa, los anticuerpos antitejido especificos pueden marcarse con ferritina u otras particulas electrénicamente
densas, y conseguirse la localizacién de los complejos de antigeno-anticuerpo acoplados a ferritina mediante un mi-
croscopio electrénico. En atin otro enfoque, se marcan radiactivamente los anticuerpos, por ejemplo con '*1, y se
detectan cubriendo la preparacion tratada con anticuerpo con emulsion fotografica.

Las preparaciones para llevar a cabo los procedimientos pueden comprender anticuerpos monoclonales o policlo-
nales de una sola proteina o péptido identificado como especifico de un tipo de tejido, por ejemplo, tejido cerebral,
o pueden usarse preparaciones de anticuerpo de varios antigenos especificos de tejidos antigénicamente distintos en
paneles, independientemente o en mezclas, segun se requiera.

Se preparan secciones de tejido y suspensiones celulares para examen inmunohistoquimico segun técnicas histol6-
gicas comunes. Se montan secciones criostdticas miiltiples (de aproximadamente 4 um, no fijadas) de tejido descono-
cido y control conocido, y se cubre cada portaobjetos con diferentes diluciones de la preparacion de anticuerpo. Las
secciones de tejidos conocidos y desconocidos deben tratarse también con preparaciones para proporcionar un con-
trol positivo, un control negativo, por ejemplo sueros preinmunes, y un control de tincién no especifica, por ejemplo
tampon.

Se incuban las secciones tratadas en una cdmara himeda durante 30 min a temperatura ambiente, se aclaran y se
lavan entonces con tampén durante 30-45 min. Se escurre el fluido en exceso y se revela el marcador.

Si el anticuerpo especifico de tejido no estaba marcado en la primera incubacidn, puede marcarse esta vez en
una segunda reaccién de anticuerpo-anticuerpo, por ejemplo, afladiendo anticuerpo conjugado con fluoresceina o
enzima contra la clase de inmunoglobulina de la especie productora de antisuero, por ejemplo, anticuerpo marcado
con fluoresceina de IgG de ratén. Dichos sueros marcados estdn comercialmente disponibles.

El antigeno encontrado en los tejidos mediante el procedimiento anterior puede cuantificarse midiendo la intensi-
dad de color o fluorescencia en la seccidn de tejido, y calibrando esa sefal usando patrones apropiados.

B. Identificacion de proteinas solubles especificas de tejido

Se lleva a cabo la visualizacion de proteinas especificas de tejido y la identificacién de tejidos desconocidos de ese
procedimiento usando los reactivos de anticuerpo marcado y la estrategia de deteccion descritos para la inmunohis-
toquimica; sin embargo, la muestra se prepara seguin una técnica electroforética para distribuir las proteinas extraidas
del tejido en una disposicién ordenada basada en el peso molecular para deteccion.

Se homogeneiza una muestra de tejido usando un aparato Virtis; se desestabilizan suspensiones celulares mediante
homogeneizacion Dounce o lisis osmdtica, usando detergentes en cada caso segiin sea necesario para desestabilizar
las membranas celulares, como es la practica en la técnica. Se retiran los componentes celulares insolubles, tales como
nicleos, microsomas y fragmentos de membrana, mediante ultracentrifugacion, y se concentra la fraccién que contiene
proteina soluble si es necesario y se reservan para andlisis.

Se resuelve una muestra de la disolucién de proteina soluble en especies de proteina individuales mediante electro-
foresis en SDS-poliacrilamida como se describe, por ejemplo, por Davis, L. et al., seccién 19-2 en: “Basic Methods in
Molecular Biology” (P. Leder, ed), Elsevier, Nueva York (1986), usando un intervalo de cantidades de poliacrilamida
en un conjunto de geles para resolver el intervalo completo de pesos moleculares de proteina a detectar en la muestra.
Se procesa un marcador de tamafio en paralelo con el fin de estimar el peso molecular de las proteinas constituyentes.
El tamafio de muestra para andlisis es un volumen conveniente de 5 a 55 ul, y que contiene de aproximadamente 1
a 100 ug de proteina. Se transfiere una alicuota de cada una de las proteinas resueltas mediante transferencia a un
papel de filtro de nitrocelulosa, un proceso que mantiene el patrén de resolucién. Se preparan multiples copias. El
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procedimiento, conocido como andlisis de transferencia Western, estd bien descrito en Davis, L. et al., (anteriormente)
seccion 19-3. Se tifie un conjunto de transferencias de nitrocelulosa con tinte azul de Coomasie para visualizar el con-
junto completo de proteinas para comparacién con las proteinas unidas a anticuerpo. Se incuban entonces los filtros
de nitrocelulosa restantes con una disolucién de uno o mds antisueros especificos de proteinas especificas de tejido
preparadas como se describe en los ejemplos 30 y 40. En este procedimiento, como en el procedimiento A anterior, se
procesan controles de muestra y reactivo positivos y negativos apropiados.

En cualquier procedimiento A o B, puede unirse un marcador detectable al complejo de antigeno de tejido primario-
anticuerpo primario segtin diversas estrategias y permutaciones de las mismas. En un enfoque directo, puede marcarse
el anticuerpo especifico primario; como alternativa, puede unirse el complejo no marcado por un anticuerpo anti-IgG
secundario marcado. En otros enfoques, se conjuga el anticuerpo primario o secundario con una molécula de biotina
que, en una etapa posterior, puede unirse a un marcador conjugado con avidina. Segln atin otra estrategia, se une
proteina A marcada con enzima o radiactiva, que tiene la propiedad de unirse a cualquier IgG, en una etapa final al
anticuerpo primario o secundario.

La visualizacién de la unién de antigeno especifico de tejido a niveles superiores a los observados en tejidos de
control a uno o més anticuerpos especificos de tejido, preparados a partir de las secuencias génicas identificadas a partir
de secuencias de ADNCc extendidos, puede identificar tejidos de origen desconocido, por ejemplo, muestras forénsicas
o tejido tumoral diferenciado que ha metastatizado a sitios corporales extrafios.

Ademas de sus aplicaciones en ciencia forénsica e identificacion, los ADNc extendidos (0 ADN genémicos ob-
tenibles a partir de los mismos) pueden cartografiarse en sus localizaciones cromosémicas. El ejemplo 49 siguiente
describe la cartografia por hibrido de radiacién (RH) de regiones cromosémicas humanas usando ADNc extendidos.
El ejemplo 50 siguiente describe un procedimiento representativo para cartografiar un ADNc extendido (o un ADN
genémico obtenible a partir del mismo) en su localizacién en un cromosoma humano. El ejemplo 51 siguiente describe
la cartografia de ADNc extendidos (0 ADN gendmicos obtenibles a partir de los mismos) en cromosomas en metafase
mediante hibridacién fluorescente in situ (FISH).

Ejemplo 49
Cartografia por hibrido de radiacion de ADNc extendidos en el genoma humano

La cartografia por hibrido de radiacién (RH) es un enfoque genético de células somdticas que puede usarse para
la cartografia de alta resolucién del genoma humano. En este enfoque, se irradian letalmente estirpes celulares que
contienen uno o mas cromosomas humanos, rompiendo cada cromosoma en fragmentos cuyo tamafio depende de la
dosis de radiacién. Se recuperan estos fragmentos mediante fusidn con células de roedor cultivadas, proporcionando
subclones que contienen diferentes porciones del genoma humano. Esta técnica se describe por Benham et al. (Ge-
nomics 4: 509-517, 1989) y Cox et al., (Science 250: 245-250, 1990). La naturaleza aleatoria e independiente de los
subclones permite una cartografia eficaz de cualquier marcador del genoma humano. El ADN humano aislado a partir
de un panel de 80-100 estirpes celulares proporciona un reactivo de cartografia para ordenar ADNc extendidos (o
ADN genémicos obtenidos a partir de los mismos). En este enfoque, se usa la frecuencia de rotura entre marcado-
res para medir la distancia, permitiendo la construccién de mapas de resolucién fina como se ha hecho usando EST
convencionales (Schuler et al., Science 274: 540-546, 1996).

La cartografia por RH se ha usado para generar un mapa por hibrido de radiacién de alta resolucién de todo el
genoma del cromosoma humano 17q22-q25.3 mediante los genes de hormona de crecimiento (GH) y timidina cinasa
(TK) (Foster et al., Genomics 33: 185-192, 1996), la regién que rodea al gen del sindrome de Gorlin (Obermayr et
al., Eur. J. Hum. Genet. 4: 242-245, 1996), 60 loci que cubren todo el brazo corto del cromosoma 12 (Raeymaekers
et al., Genomics 29: 170-178, 1995), la region del cromosoma humano 22 que contiene el locus de neurofibromatosis
de tipo 2 (Frazer et al., Genomics 14: 574-584, 1992) y 13 loci en el brazo largo del cromosoma 5 (Warrington et al.,
Genomics 11: 701-708, 1991).

Ejemplo 50
Cartografia de ADNc extendidos en cromosomas humanos usando técnicas de PCR

Los ADNCc extendidos (0 ADN gendmicos obtenibles a partir de los mismos) pueden asignarse a cromosomas hu-
manos usando metodologias basadas en PCR. En dichos enfoques, se disefian pares de cebadores oligonucleotidicos
a partir de la secuencia de ADNc extendido (o la secuencia de un ADN genémico obtenible a partir del mismo) para
minimizar la posibilidad de amplificar por un intrén. Preferiblemente, los cebadores oligonucleotidicos son de 18-23
pb de longitud y se disefian para amplificacién por PCR. La creacién de cebadores de PCR a partir de secuencias co-
nocidas es bien conocida por los expertos en la técnica. Para una revision de la tecnologia de PCR, véase Erlich, H.A.,
“PCR Technology: Principles and Applications for DNA Amplification”, 1992, W.H. Freeman y Co., Nueva York.

Se usan los cebadores en reacciones en cadena de la polimerasa (PCR) para amplificar moldes de ADN gendmico
total. Las condiciones de PCR son las siguientes: Se usan 60 ng de ADN genémico como molde para PCR con 80
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ng de cada cebador oligonucleotidico, 0,6 unidades de polimerasa Taq y 1 uCi de un trifosfato de desoxicitidina
marcado con *P. Se efectda la PCR en un termociclador en microplaca (Techne) en las siguientes condiciones: 30
ciclos de 94°C, 1,4 min; 55°C, 2 min; y 72°C, 2 min; con una extension final a 72°C durante 10 min. Se analizan los
productos amplificados en un gel de secuenciacion de poliacrilamida al 6% y se visualizan mediante autorradiografia.
Si la longitud del producto de PCR resultante es idéntica a la distancia entre los extremos de las secuencias cebadoras
en el ADNc extendido del que derivan los cebadores, entonces se repite la reaccién de PCR con moldes de ADN de
dos paneles de hibridos de células somaticas de humano-roedor, BIOS PCRable DNA (BIOS Corporation) y NIGMS
Human-Rodent Somatic Cell Hybrid Mapping Panel n° 1 (NIGMS, Camden, NJ).

Se usa la PCR para examinar en una serie de estirpes celulares de hibridos de células somadticas que contienen
conjuntos definidos de cromosomas humanos la presencia de un ADNc extendido dado (o0 ADN genémico obtenible
a partir del mismo). Se aisla ADN de los hibridos somaticos y se usa como moldes de inicio para reacciones de PCR
usando los pares cebadores de los ADNc extendidos (0 ADN gendmicos obtenibles a partir de los mismos). S6lo
aquellos hibridos de células somadticas que contienen el gen humano correspondiente al ADNc extendido (o ADN
gendmico obtenible a partir del mismo) proporcionardn un fragmento amplificado. Se asignan los ADNc extendidos
(o ADN gendmicos obtenibles a partir de los mismos) a un cromosoma mediante andlisis del patrén de segregacién
de productos de PCR de moldes de ADN hibridos sométicos. El cromosoma humano individual presente en todos los
hibridos celulares que da lugar a un fragmento amplificado es el cromosoma que contiene el ADNc extendido (o0 ADN
gendmico obtenible a partir del mismo). Para una revision de las técnicas y andlisis de resultados de experimentos de
cartografia genética de células somadticas véase Ledbetter et al., Genomics 6: 475-181 (1990).

Como alternativa, los ADNc extendidos (0 ADN gendmicos obtenibles a partir de los mismos) pueden cartogra-
fiarse en cromosomas individuales usando FISH como se describe en el ejemplo 51 siguiente.

Ejemplo 51
Cartografia de 5’ EST extendidos en cromosomas usando hibridacion fluorescente in situ

La hibridacién fluorescente in situ permite cartografiar el ADNc extendido (0 ADN gendémico obtenible a partir
del mismo) en una localizacién particular de un cromosoma dado. Los cromosomas a usar para técnicas de hibridacién
fluorescente in situ pueden obtenerse a partir de una variedad de fuentes, incluyendo cultivos celulares, tejidos o sangre
completa.

En una realizacién preferida, se obtiene la localizacién cromosémica de un ADNc extendido (o0 ADN gendémico
obtenible a partir del mismo) mediante FISH como se describe por Cherif et al. (Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 87:
6639-6643, 1990). Se preparan cromosomas en metafase a partir de donantes de células sanguineas estimulados con
fitohemaglutinina (PHA). Se cultivan los linfocitos estimulados con PHA de hombres sanos durante 72 h en medio
RPMI-1640. Para sincronizacion, se anade metrotrexato (10 uM) durante 17 h, seguido de la adicién de S-bromodeso-
xiuridina (5-BudR, 0,1 mM) durante 6 h. Se afiade colcemida (1 pg/ml) durante los dltimos 15 min antes de recolectar
las células. Se recogen las células, se lavan con RPMI, se incuban con una disolucién isoténica de KCI (75 mM) a
37°C durante 15 min y se fijan con tres cambios de metanol:acido acético (3:1). Se deja caer gota a gota la suspension
celular en un portaobjetos de vidrio y se seca al aire. Se marca el ADNc extendido (0 ADN gendémico obtenible a
partir del mismo) con biotina-16 dUTP mediante traslado de mella segun las instrucciones del fabricante (Bethesda
Research Laboratories, Bethesda, MD), se purifica usando una columna Sephadex G-50 (Pharmacia, Upssala, Suecia)
y se precipita. Justo antes de la hibridacién, se disuelve el sedimento de ADN en tampdn de hibridacién (50% de
formamida, 2 X SSC, 10% de sulfato de dextrano, 1 mg/ml de ADN de esperma de salmén sonicado, pH 7) y se
desnaturaliza la sonda a 70°C durante 5-10 min.

Se tratan los portaobjetos mantenidos a -20°C durante 1 h a 37°C con ARNasa (100 ug/ml), se aclaran tres veces
con 2 X SSC y se deshidratan en una serie de etanol. Se desnaturalizan las preparaciones de cromosoma en 70% de
formamida, 2 X SSC durante 2 min a 70°C y se deshidratan entonces a 4°C. Se tratan los portaobjetos con proteinasa
K (10 pg/100 ml en Tris-HCI 20 mM, CaCl, 2 mM) a 37°C durante 8 min y se deshidratan. Se dispone la mezcla
de hibridacion que contiene la sonda sobre el portaobjetos, se cubre con un cubreobjetos, se sella con pegamento de
caucho y se incuba durante una noche en una cimara himeda a 37°C. Después de la hibridacién y los lavados posthi-
bridacion, se detecta la sonda biotinilada mediante avidina-FITC y se amplifica con capas adicionales de antiavidina
de cabra biotinilada y avidina-FITC. Para la localizacién cromosémica, se obtienen bandas R fluorescentes como se
describe anteriormente (Cherif et al., supra.). Se observan los portaobjetos bajo un microscopio de fluorescencia LEI-
CA (DMRXA). Se contratifien los cromosomas con yoduro de propidio y la sefial fluorescente de la sonda aparece
como dos puntos verdes amarillentos simétricos en ambas cromatidas del cromosoma de banda R fluorescente (rojo).
Por tanto, puede localizarse un ADNc extendido particular (0 ADN genémico obtenible a partir del mismo) en una
banda R citogenética particular de un cromosoma dado.

Una vez se han asignado los ADNc extendidos (0 ADN genémicos obtenibles a partir de los mismos) a cromosomas

particulares usando las técnicas descritas en los ejemplos 49-51 anteriores, pueden utilizarse para construir un mapa
de alta resolucién de los cromosomas en los que estan localizados o para identificar los cromosomas en una muestra.
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Ejemplo 52
Uso de ADNc extendidos para construir o expandir mapas cromosomicos

La cartografia cromosdmica implica asignar una secuencia unica dada a un cromosoma particular como se descri-
be anteriormente. Una vez se ha cartografiado la secuencia tnica en un cromosoma dado, se ordena respecto a otras
secuencias Unicas localizadas en el mismo cromosoma. Un enfoque de la cartografia cromosdmica utiliza una serie de
cromosomas artificiales de levadura (YAC) que portan varios miles de insertos largos derivados de los cromosomas del
organismo del que se obtienen los ADNc extendidos (0 ADN genémicos obtenibles a partir de los mismos. Se describe
este enfoque en Ramaiah Nagaraja et al. Genome Research 7: 210-222, marzo de 1997. Brevemente, en este enfoque se
rompe cada cromosoma en trozos superpuestos que se insertan en el vector YAC. Se examinan los insertos YAC usando
PCR u otros métodos para determinar si incluyen el ADNc extendido (0 ADN genémico obtenible a partir del mismo)
cuya posicion va a determinarse. Una vez se ha encontrado un inserto que incluye el ADNc extendido (0 ADN gendémi-
co obtenible a partir del mismo), puede analizarse el inserto mediante PCR u otros métodos para determinar si el inserto
contiene también otras secuencias conocidas por estar en el cromosoma o en la region de la que derivaba el ADNc ex-
tendido (0 ADN gendémico obtenible a partir del mismo). Este proceso puede repetirse para cada inserto en la coleccién
de YAC para determinar la localizacién de cada uno de los ADNc extendidos (0 ADN gendmico obtenible a partir de
los mismos) entre si y con otros marcadores cromosémicos conocidos. De este modo, puede obtenerse un mapa de alta
resolucidn de la distribucién de numerosos marcadores tinicos a lo largo de cada uno de los cromosomas del organismo.

Como se describe en el ejemplo 53 siguiente, pueden usarse también ADNc extendidos (0 ADN gendmicos ob-
tenibles a partir de los mismos) para identificar genes asociados a un fenotipo particular, tal como una enfermedad
hereditaria o respuesta a medicamento.

Ejemplo 53
Identificacion de genes asociados a enfermedades hereditarias o respuesta a medicamento

Este ejemplo ilustra un enfoque util para la asociacién de ADNc extendidos (o0 ADN genémicos obtenibles a partir
de los mismos) con caracteristicas fenotipicas particulares. En este ejemplo, se usa un ADNc extendido particular
(o ADN genémico obtenible a partir del mismo) como sonda de ensayo para asociar ese ADNc extendido (o ADN
gendmico obtenible a partir del mismo) con una caracteristica fenotipica particular.

Se cartografian los ADNc extendidos (0 ADN gendmicos obtenibles a partir de los mismos) en una localizacién
particular en un cromosoma humano usando técnicas tales como las descritas en los ejemplos 49 y 50 u otras técnicas
conocidas en la técnica. “A search of Mendelian Inheritance in Man” (V. McKusick, “Mendelian Inheritance in Man”)
(disponible en linea en la Johns Hopkins University Welch Medical Library) revela que la regién del cromosoma
humano que contiene el ADNc extendido (o0 ADN genémico obtenible a partir del mismo) es una regién muy rica
en genes que contiene varios genes conocidos y varias enfermedades o fenotipos para los que no se han identificado
genes. El gen correspondiente a este ADNc extendido (0 ADN genémico obtenible a partir del mismo) se convierte
por tanto en un candidato inmediato para cada una de estas enfermedades genéticas.

Se aislan células de pacientes con estas enfermedades o fenotipos y se expanden en cultivo. Se usan cebadores de
PCR del ADNc extendido (0 ADN gendmico obtenible a partir del mismo) para examinar ADN genémico, ARNm o
ADNCc obtenidos a partir de los pacientes. Los ADNc extendidos (0 ADN gendmicos obtenibles a partir de los mismos)
que no estan amplificados en los pacientes pueden asociarse positivamente con una enfermedad particular mediante
andlisis adicional. Como alternativa, el andlisis de PCR puede proporcionar fragmentos de diferentes longitudes cuan-
do las muestras derivan de un individuo que tiene el fenotipo asociado a la enfermedad que cuando la muestra deriva
de un individuo sano, indicando que el gen que contiene el ADNc extendido puede ser responsable de la enfermedad
genética.

VL. Uso de ADNc extendidos (0 ADN genomicos obtenibles a partir de los mismos) para construir vectores

Los presentes ADNc extendidos (0 ADN genémicos obtenibles a partir de los mismos) pueden usarse también para
construir vectores de secrecion capaces de dirigir la secrecion de las proteinas codificadas por genes insertados en los
vectores. Dichos vectores de secrecion pueden facilitar la purificacién o enriquecimiento de las proteinas codificadas
por genes insertados en las mismas reduciendo el nimero de proteinas de fondo a partir de las que la proteina deseada
debe purificarse o enriquecerse. Se describen vectores de secrecion ejemplares en el ejemplo 54 siguiente.

Ejemplo 54
Construccion de vectores de secrecion

Los vectores de secrecion descritos en la presente memoria incluyen un promotor capaz de dirigir la expresion
génica en la célula, tejido u organismo de interés hospedador. Dichos promotores incluyen el promotor del virus de
sarcoma de Rous, el promotor SV40, el promotor de citomegalovirus humano y otros promotores familiares para los

expertos en la técnica.
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Se liga operativamente una secuencia sefial de un ADNc extendido (o0 ADN genémico obtenible a partir del mismo),
tal como las secuencias sefial de SEC ID N° 45 como se define en la Tabla IV anterior, de tal modo que el ARNm
transcrito a partir del promotor dirigira la traduccién del péptido sefial. La célula, tejido u organismo hospedador puede
ser cualquier célula, tejido u organismo que reconozca el péptido sefial codificado por la secuencia sefial en el ADNc
extendido (o0 ADN genémico obtenible a partir del mismo). Los hospedadores adecuados incluyen células, tejidos u
organismos de mamiferos, células, tejidos u organismos de aves o células, tejidos u organismos de insectos, o levadura.

Ademas, el vector de secrecion contiene sitios de clonacidn para insertar genes que codifican las proteinas que se
van a secretar. Los sitios de clonacion facilitan la clonacién del gen de inserto en fase con la secuencia sefial de tal
modo que se expresa a partir del ARNm transcrito a partir del promotor una proteina de fusién en la que el péptido
sefial estd fusionado con la proteina codificada por el gen insertado. El péptido sefial dirige la secrecion extracelular
de la proteina de fusi6n.

El vector de secrecién puede ser ADN o ARN, y puede integrarse en el cromosoma del hospedador, mantenerse
establemente como replicon extracromosémico en el hospedador, ser un cromosoma artificial o estar presente tran-
sitoriamente en el hospedador. Son conocidas por los expertos en la técnica muchas cadenas principales de acido
nucleico adecuadas para uso como vectores de secrecidn, incluyendo vectores retroviricos, vectores SV40, vectores
de papilomavirus bovino, pldsmidos de integracién en levadura, plasmidos artificiales de levadura, cromosomas ar-
tificiales humanos, vectores de elemento P, vectores de baculovirus o pldsmidos bacterianos capaces de introducirse
transitoriamente en el hospedador.

El vector de secrecion puede contener también una sefial de poli A de tal modo que la sefial de poli A esté localizada
cadena abajo del gen insertado en el vector de secrecion.

Después de insertar en el vector de secrecién el gen que codifica la proteina para la que se desea la secrecion,
se introduce el vector de secrecion en una célula, tejido u organismo hospedador usando precipitacion con fosfato
de calcio, DEAE-dextrano, electroporacién, transfeccién mediada por liposoma, particulas viricas o como ADN des-
nudo. Se purifica o enriquece entonces la proteina codificada por el gen insertado a partir del sobrenadante usando
técnicas convencionales tales como precipitacién con sulfato de amonio, inmunoprecipitacién, inmunocromatografia,
cromatograffa de exclusién por tamafio, cromatograffa de intercambio i6nico y HPLC. Como alternativa, la proteina
secretada puede estar en un estado suficientemente enriquecido o puro en el sobrenadante o medios de crecimiento del
hospedador para permitir que se use con su fin pretendido sin enriquecimiento adicional.

Las secuencias sefial pueden insertarse también en vectores disefiados para terapia génica. En dichos vectores,
se liga operativamente la secuencia sefial a un promotor de tal modo que el ARNm transcrito a partir del promotor
codifique el péptido sefial. Se localiza un sitio de clonacién cadena abajo de la secuencia sefial de tal modo que pueda
insertarse facilmente en el vector un gen que codifica una proteina cuya secrecién es deseada y fusionarse con la
secuencia sefial. Se introduce el vector en una célula hospedador apropiada. Se secreta extracelularmente la proteina
expresada a partir del promotor, produciendo asi un efecto terapéutico.

Los ADNCc extendidos o 5° EST pueden usarse también para clonar secuencias localizadas cadena arriba de los
ADNCc extendidos 0 5° EST que son capaces de regular la expresién génica, incluyendo secuencias promotoras, se-
cuencias potenciadoras y otras secuencias cadena arriba que influyen en los niveles de transcripcion o traduccién. Una
vez identificadas y clonadas, pueden usarse estas secuencias reguladoras cadena arriba en vectores de expresion dise-
flados para dirigir la expresion de un gen insertado de la manera deseada desde el punto de vista espacial, temporal,
de desarrollo o cuantitativo. El ejemplo 55 describe un método para clonar secuencias cadena arriba de los ADNc
extendidos o 5° EST.

Ejemplo 55
Uso de ADNc extendidos o 5’ EST para clonar secuencias cadena arriba de ADN gendmico

Pueden usarse secuencias de ADNc extendidos o 5° EST para aislar los promotores de los correspondientes genes
usando técnicas de desplazamiento por cromosoma. En una técnica de desplazamiento por cromosoma que utiliza el kit
GenomeWalker™ disponible en Clontech, se digieren cinco muestras de ADN genémico completo cada una con una
enzima de restriccion diferente que tiene un sitio de reconocimiento de 6 bases y deja un extremo romo. Después de
la digestidn, se ligan adaptadores oligonucleotidicos a cada extremo de los fragmentos de ADN genémico resultantes.

Para cada una de las cinco colecciones de ADN genémico, se efectia una primera reaccién de PCR segtn las
instrucciones del fabricante usando un cebador adaptador externo proporcionado en el kit y un cebador especifico
de gen externo. El cebador especifico de gen debe seleccionarse para ser especifico del ADNc extendido o 5° EST
de interés y debe tener una temperatura de fusion, longitud y localizacién en el ADNc extendido o EST que sea
consistente con su uso en reacciones de PCR. Cada primera reaccién de PCR contiene 5 ng de ADN gendmico, 5 ul de
tampodn de reaccion 10X Tth, 0,2 mM de cada ANTP, 0,2 uM de cada cebador adaptador externo y cebador especifico
de gen externo, 1,1 mM de Mg(OAc),, y 1 ul de mezcla de polimerasa Tth 50X en un volumen total de 50 uI. El ciclo
de reaccién para la primera reaccidon de PCR es el siguiente: 1 min a 94°C/2 s a 94°C, 3 min a 72°C (7 ciclos)/2 s a
94°C, 3 min a 67°C (32 ciclos)/5 min a 67°C.
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Se diluye el producto de la primera reaccién de PCR y se usa como molde para una segunda reaccién de PCR segtn
las instrucciones del fabricante, usando un par de cebadores anidados que se localizan internamente en el amplicén
resultante de la primera reaccién de PCR. Por ejemplo, pueden diluirse 180 veces 5 ul del producto de reaccion de la
primera mezcla de reaccién de PCR. Se preparan las reacciones en un volumen de 50 ul que tiene una composicién
idéntica a la de la primera reaccién de PCR, excepto porque se usan los cebadores anidados. El primer cebador anidado
es especifico del adaptador, y se proporciona con el kit GenomeWalker™. El segundo cebador anidado es especifico
del ADNCc extendido o 5° EST particular para el que el promotor se va a clonar y debe tener una temperatura de fusion,
longitud y localizacién en el ADNc extendido o 5° EST que sea consistente con su uso en reacciones de PCR. Los
pardmetros de reaccion de la segunda reaccion de PCR son los siguientes: 1 min a 94°C/2 s a 94°C, 3 min a 72°C (6
ciclos)/2 s a 94°C, 3 min a 67°C (25 ciclos)/5 min a 67°C.

Se purifica el producto de la segunda reaccién de PCR, se clona y se secuencia usando técnicas estindar. Como
alternativa, pueden construirse dos o mas colecciones de ADN gendémico usando dos o mds enzimas de restriccion.
Se clona el ADN genémico digerido en vectores que pueden convertirse en ADN monocatenario, circular o lineal. Se
hibrida un oligonucleétido biotinilado que comprende al menos 15 nucleétidos de la secuencia de ADNc extendido o
5’ EST con el ADN monocatenario. Se aislan hibridos entre el oligonucleétido biotinilado y el ADN monocatenario
que contiene la secuencia de ADNc extendido o EST como se describe en el ejemplo 29 anterior. Después de ello, se
libera el ADN monocatenario que contiene la secuencia de ADNc extendido o EST de las perlas y se convierte en ADN
bicatenario usando un cebador especifico del ADNc extendido o secuencia de 5° EST o un cebador correspondiente
a una secuencia incluida en el vector de clonacién. Se transforma el ADN bicatenario resultante en bacterias. Se
identifican ADN que contienen las secuencias de 5° EST o ADNc extendido mediante PCR de colonia o hibridacién
de colonia.

Una vez se han clonado y secuenciado las secuencias genémicas cadena arriba como se describe anteriormente,
pueden identificarse los promotores y sitios de inicio de la transcripcién esperados en las secuencias cadena arriba
comparando las secuencias cadena arriba de los ADNc extendidos o 5’ EST con bases de datos que contienen sitios
de inicio de la transcripcién conocidos, sitios de unién a factor de transcripcién o secuencias promotoras.

Ademais, pueden identificarse los promotores en las secuencias cadena arriba usando vectores informadores de
promotor como se describen en el ejemplo 56.

Ejemplo 56
Identificacion de promotores en secuencias cadena arriba clonadas

Se clonan las secuencias gendémicas cadena arriba de los ADNc extendidos o 5° EST en un vector informador de
promotor adecuado tal como los vectores informadores de promotor pSEAP-Basic, pSEAP-Enhancer, pSgal-Basic,
pBgal-Enhancer, o pPEGFP-1, disponibles en Clontech. Brevemente, cada uno de estos vectores informadores de pro-
motor incluye mudltiples sitios de clonacién situados cadena arriba de un gen informador que codifica una proteina
facilmente ensayable tal como fosfatasa alcalina secretada, S-galactosidasa o proteina fluorescente verde. Se insertan
las secuencias cadena arriba de los ADNc extendidos o 5 EST en los sitios de clonacién cadena arriba del gen infor-
mador en ambas orientaciones y se introducen en una célula hospedadora apropiada. Se ensaya el nivel de proteina
informadora y se compara con el nivel obtenido con un vector que carece de un inserto en el sitio de clonacién. La
presencia de un nivel de expresion elevado en el vector que contiene el inserto con respecto al vector de control indica
la presencia de un promotor en el inserto. Si es necesario, pueden clonarse las secuencias cadena arriba en vectores
que contienen un potenciador para aumentar los niveles de transcripcion de secuencias promotoras débiles. Un nivel
de expresion significativo superior al observado con el vector que carece de un inserto indica que estd presente una
secuencia promotora en la secuencia cadena arriba insertada.

Pueden elegirse células hospedadoras apropiadas para los vectores informadores de promotor basandose en los
resultados de la determinacién anteriormente descrita de patrones de expresion de los ADNc extendidos y 5° EST. Por
ejemplo, si el andlisis del patrén de expresion indica que el ARNm correspondiente a un ADNc o 5° EST particular
se expresa en fibroblastos, puede introducirse el vector informador de promotor en una estirpe celular de fibroblastos
humanos.

Las secuencias promotoras en el ADN genémico cadena arriba pueden definirse adicionalmente construyendo de-
leciones anidadas en el ADN cadena arriba usando técnicas convencionales tales como digestién con exonucleasa II1.
Los fragmentos de delecion resultantes pueden insertarse en el vector informador de promotor para determinar si la
delecién ha reducido o anulado la actividad promotora. De este modo, pueden definirse los limites de los promoto-
res. Si se desea, pueden identificarse sitios reguladores individuales potenciales en el promotor usando mutagénesis
dirigida a sitio o de exploracion de ligador para anular los sitios de unién a factor de transcripcién potenciales en
el promotor individualmente o en combinacién. Los efectos de estas mutaciones sobre los niveles de transcripcion
pueden determinarse insertando las mutaciones en los sitios de clonacién en los vectores informadores de promotor.
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Ejemplo 57
Clonacion e identificacion de promotores

Usando el método descrito en el ejemplo 55 anterior con 5’ EST, se obtuvieron secuencias cadena arriba de varios
genes. Usando los pares cebadores GGG AAG ATG GAG ATA GTA TTG CCT G (SECID N° 29) y CTG CCA TGT
ACA TGA TAG AGA GAT TC (SEC ID N° 30), se obtuvo el promotor que tiene la referencia interna P13H2 (SEC
ID N° 31).

Usando los pares cebadores GTA CCA GGGG ACT GTG ACC ATT GC (SEC ID N° 32) y CTG TGA CCA TTG
CTC CCA AGA GAG (SEC ID N° 33), se obtuvo el promotor que tiene la referencia interna P15B4 (SEC ID N° 34).

Usando los pares cebadores CTG GGA TGG AAG GCA CGG TA (SEC ID N° 35) y GAG ACC ACA CAG CTA
GAC AA (SEC ID N° 36), se obtuvo el promotor que tiene la referencia interna P29B6 (SEC ID N° 37).

La Figura 8 proporciona una descripcion esquemadtica de los promotores aislados y el modo en que se ensamblan
con los correspondientes marcadores 5. Se examind en las secuencias cadena arriba la presencia de motivos similares a
sitios de unién a factor de transcripcién o sitios de inicio de la transcripcién conocidos usando el programa informatico
Matlnspector version 2.0, agosto de 1996.

La Figura 9 describe los sitios de unién a factor de transcripcion presentes en cada uno de estos promotores. La
columna marcada como matriz proporciona el nombre de la matriz MatInspector usada. La columna marcada como
posicion proporciona la posicién 5’ del sitio promotor. La numeracién de la secuencia empieza por el sitio de trans-
cripcién como se determina apareando la secuencia genémica con la secuencia de 5° EST. La columna marcada como
“orientacién” indica la cadena de ADN en la que se encuentra el sitio, siendo la cadena + la cadena de codificacién
como se determina apareando la secuencia genémica con la secuencia de 5’ EST. La columna marcada como “pun-
tuacién” proporciona la puntuacién Matlnspector encontrada para este sitio. La columna marcada como “longitud”
proporciona la longitud del sitio en nucledtidos. La columna marcada como “secuencia” proporciona la secuencia del
sitio encontrado.

Los promotores y otras secuencias reguladoras localizadas cadena arriba de los ADNc extendidos 0 5° EST pueden
usarse para disefiar vectores de expresion capaces de dirigir la expresion de un gen insertado de la manera deseada
desde el punto de vista espacial, temporal, de desarrollo o cuantitativo. Puede seleccionarse un promotor capaz de
dirigir los patrones espaciales, temporales, de desarrollo y cuantitativos deseados usando los resultados del andlisis
de expresion descrito en el ejemplo 26 anterior. Por ejemplo, si se desea un promotor que confiere un alto nivel
de expresion a misculo, puede usarse en el vector de expresion la secuencia promotora cadena arriba de un ADNc
extendido o 5° EST derivado de un ARNm que se expresa a alto nivel en misculo, como se determina mediante el
método del ejemplo 26.

Preferiblemente, se dispone el promotor deseado cerca de multiples sitios de restriccién para facilitar la clona-
cion del inserto deseado cadena abajo del promotor, de tal modo que el promotor sea capaz de controlar la expresién
del gen insertado. El promotor puede insertarse en cadenas principales de dcido nucleico convencionales disefiadas
para replicacion extracromosdmica, integracion en los cromosomas hospedadores o expresion transitoria. Las cade-
nas principales adecuadas para los presentes vectores de expresion incluyen cadenas principales retroviricas, cadenas
principales de episomas eucariéticos tales como SV40 o papilomavirus bovino, cadenas principales de episomas bac-
terianos o cromosomas artificiales.

Preferiblemente, los vectores de expresion incluyen también una sefial de poli A cadena abajo de los multiples
sitios de restriccion para dirigir la poliadenilacién de ARNm transcrito a partir del gen insertado en el vector de
expresion.

Después de la identificacion de las secuencias promotoras usando los procedimientos de los ejemplos 55-57, pue-
den identificarse proteinas que interaccionan con el promotor como se describe en el ejemplo 58 siguiente.

Ejemplo 58

Identificacion de proteinas que interaccionan con secuencias promotoras, secuencias reguladoras cadena arriba o
ARNm

Las secuencias en la regién promotora que es probable que se unan a factores de transcripcion pueden identificarse
mediante homologia con sitios de unién a factor de transcripcién conocidos o mediante mutagénesis convencional o
andlisis de delecion de plasmidos informadores que contienen la secuencia promotora. Por ejemplo, pueden prepararse
deleciones en un pldsmido informador que contiene la secuencia promotora de interés ligada operativamente a un gen
informador ensayable. Se transfectan los pldsmidos informadores que portan diversas deleciones en la regién promo-
tora en una célula hospedadora apropiada y se evalian los efectos de las deleciones sobre los niveles de expresion.
Los sitios de unién a factor de transcripcion en las regiones en que las deleciones reducen los niveles de expresion
pueden localizarse adicionalmente usando mutagénesis dirigida a sitio, andlisis de exploracién de ligador u otras téc-
nicas familiares para los expertos en la técnica. Los acidos nucleicos que codifican proteinas que interaccionan con
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secuencias en el promotor pueden identificarse usando sistemas de un hibrido tales como los descritos en el manual
que acompaiia al kit Matchmaker One-Hybrid System disponible en Clontech (n° de catdlogo K1603-1). Brevemen-
te, se usa el sistema Matchmaker One-hybrid del modo siguiente. Se clona la secuencia diana para la que se desea
identificar proteinas de unién cadena arriba de un gen marcador seleccionable y se integra en el genoma de levadura.
Preferiblemente, se insertan multiples copias en serie de las secuencias diana en el plasmido informador.

Se transforma una coleccién que comprende fusiones entre ADNc para evaluar la capacidad de unirse al promotor y
se transforma el dominio de activacién de un factor de transcripcion de levadura, tal como GALA4, en la cepa de levadura
que contiene la secuencia informadora integrada. Se siembra la levadura en medios selectivos para seleccionar células
que expresan el marcador seleccionable ligado a la secuencia promotora. Las colonias que crecen en los medios
selectivos contienen genes que codifican proteinas que se unen a la secuencia diana. Los insertos en los genes que
codifican las proteinas de fusidn se caracterizan adicionalmente mediante secuenciacion. Ademads, los insertos pueden
insertarse en vectores de expresion o vectores de transcripcion in vitro. Puede confirmarse la unién de los polipéptidos
codificados por los insertos al ADN promotor mediante técnicas familiares para los expertos en la técnica, tales como
andlisis de desplazamiento en gel o andlisis de proteccién de ADNasa.

VIL. Uso de ADNc extendidos (0 ADN genomicos obtenibles a partir de los mismos) en terapia génica

Los ADNCc extendidos (0 ADN gendmicos obtenibles a partir de los mismos) pueden ser también ttiles en estrate-
gias de terapia génica, incluyendo estrategias no codificantes y de triple hélice como se describen en los ejemplos 57 y
58 siguientes. En enfoques no codificantes, se hibridan intracelularmente secuencias de 4dcido nucleico complementa-
rias de un ARNm con el ARNm, bloqueando asi la expresién de la proteina codificada por el ARNm. Las secuencias
no codificantes pueden evitar la expresion génica mediante una variedad de mecanismos. Por ejemplo, las secuencias
no codificantes pueden inhibir la capacidad de los ribosomas de traducir el ARNm. Como alternativa, las secuencias
no codificantes pueden bloquear el transporte del ARNm del nicleo al citoplasma, limitando asi la cantidad de ARNm
disponible para traduccién. Otro mecanismo mediante el que las secuencias no codificantes pueden inhibir la expre-
sién génica es interfiriendo con el corte y empalme de ARNm. En atin otra estrategia, el dcido nucleico no codificante
puede incorporarse a una ribozima capaz de escindir especificamente el ARNm diana.

Ejemplo 59
Preparacion y uso de oligonucledtidos no codificantes

Las moléculas de 4cido nucleico no codificante para usar en terapia génica pueden ser secuencias de ADN o ARN.
Pueden comprender una secuencia complementaria de la secuencia del ADNc extendido (0 ADN gendémico obtenible
a partir del mismo). Los dcidos nucleicos no codificantes deben tener una longitud y temperatura de fusion suficientes
para permitir la formacién de un ddplex intracelular que tenga suficiente estabilidad para inhibir la expresién del
ARNm en el diplex. Se dan a conocer estrategias para disefiar 4cidos nucleicos no codificantes adecuados para uso en
terapia génica en Green et al., Ann. Rev. Biochem. 55: 569-597 (1986) e Izant y Weintraub, Cell 36: 1007-1015 (1984).

En algunas estrategias, se obtienen moléculas no codificantes a partir de una secuencia nucleotidica que codifica
una proteina invirtiendo la orientacién de la regién de codificacién con respecto a un promotor, para transcribir la
cadena opuesta a la que se transcribe normalmente en la célula. Las moléculas no codificantes pueden transcribirse
usando sistemas de transcripcién in vitro tales como aquellos que emplean polimerasa T7 o SP6 para generar el
transcrito. Otro enfoque implica la transcripcion de los dcidos nucleicos no codificantes in vivo mediante ligamiento
operativo de ADN que contiene la secuencia no codificante con un promotor en un vector de expresion.

Como alternativa, pueden sintetizarse in vitro oligonucleétidos que son complementarios de la cadena transcrita
normalmente en la célula. Por tanto, los dcidos nucleicos no codificantes son complementarios del correspondiente
ARNm y son capaces de hibridar con el ARNm para crear un diplex. En las mismas realizaciones, las secuencias
no codificantes pueden contener cadenas principales de fosfato de azicar modificadas para aumentar la estabilidad
y hacerlas menos sensibles a la actividad ARNasa. Se describen ejemplos de modificaciones adecuadas para uso en
estrategias no codificantes por Rossi et al., Pharmacol. Ther. 50(2): 245-254, (1991).

Pueden usarse diversos tipos de oligonucleétidos no codificantes complementarios de la secuencia del ADNc
extendido (o ADN gendmico obtenible a partir del mismo). En un ejemplo preferido, se usan los oligonucleétidos no
codificantes estables y semiestables descritos en la solicitud internacional n° PCT W(094/23026. En estas moléculas,
se acoplan el extremo 3’ o ambos extremos 3’ y 5 por enlace de hidrégeno intramolecular entre pares de bases
complementarias. Estas moléculas son capaces de resistir mejor ataques de exonucleasa y exhiben una estabilidad
aumentada comparadas con oligonucleétidos no codificantes convencionales.

Es otro ejemplo preferido, los oligodesoxinucledtidos no codificantes contra herpesvirus simplex de tipos 1 y 2
descritos en la solicitud internacional n° WO 95/04141.

En atn otro ejemplo preferido, se usan los oligonucle6tidos no codificantes reticulados covalentemente descritos
en la solicitud internacional n® WO 96/31523. Estos oligonucle6tidos bi- 0 monocatenarios comprenden uno o mads,
respectivamente, ligadores cruzados covalentes inter- o intraoligonucleotidicos, en los que el ligador consiste en un
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enlace amida entre un grupo amina primario de una cadena y un grupo carboxilo de la otra cadena o de la misma
cadena, respectivamente, estando directamente sustituido el grupo amina primario en la posicion 2’ de la cadena de
anillo monosacdrido, y estando portado el grupo carboxilo por un grupo espaciador alifatico sustituido en un nucleétido
o andlogo de nucledtido de la otra cadena o la misma cadena, respectivamente.

Pueden usarse también los oligodesoxinucleétidos y oligonucleétidos no codificantes dados a conocer en la solici-
tud internacional n°® WO 92/18522. Estas moléculas son estables a la degradacion y contienen al menos una secuencia
de reconocimiento de control de la transcripcién que se une a proteinas de control y son eficaces como cebos para
las mismas. Estas moléculas pueden contener estructuras de “horquilla”, estructuras de “mancuerna”, estructuras de
“mancuerna modificada”, estructuras de cebo “reticulado” y estructuras de “bucle”.

En otro ejemplo preferido, se usan los oligonucledtidos bicatenarios ciclicos descritos en la solicitud de patente
europea n° 0.572.jemplo 62287 A2. Estas “mancuernas’ oligonucleotidicas ligadas contienen el sitio de unién de un
factor de transcripcién e inhiben la expresion del gen bajo el control del factor de transcripcién secuestrando el factor.

Se contempla también el uso de oligonucleétidos no codificantes cerrados dados a conocer en la solicitud interna-
cional n° WO 92/19732. Debido a que estas moléculas no tienen extremos libres, son mds resistentes a la degradacién
por exonucleasas que los oligonucledtidos convencionales. Estos oligonucleétidos pueden ser multifuncionales, inter-
accionando con varias regiones que no estdn adyacentes al ARNm diana.

Puede determinarse el nivel apropiado de dcidos nucleicos no codificantes requerido para inhibir la expresion
génica usando andlisis de expresion in vitro. La molécula no codificante puede introducirse en las células mediante
difusioén, inyeccién o transfeccion usando procedimientos conocidos en la técnica, por ejemplo, los dcidos nucleicos
no codificantes pueden introducirse en el cuerpo como oligonucleétido suelto o desnudo, oligonucleétido encapsulado
en lipido, secuencia oligonucleotidica encapsulada en proteina virica o como oligonucleétido ligado operativamente
a un promotor contenido en un vector de expresion. El vector de expresion puede ser cualquiera de una variedad
de vectores de expresion conocidos en la técnica, incluyendo vectores retroviricos o viricos, vectores capaces de
replicacidn extracromosdmica o vectores de integracion. Los vectores pueden ser de ADN o ARN.

Se introducen moléculas no codificantes en muestras de células a una serie de concentraciones diferentes, preferi-
blemente entre 1x107'°M y 1 x10™*M. Una vez se identifica la concentracién minima que puede controlar adecuada-
mente la expresion génica, se traduce la dosis optimizada a una dosificacién adecuada para uso in vivo. Por ejemplo,
una concentracion inhibidora en cultivo de 1 x 1077 se traduce en una dosis de aproximadamente 0,6 mg/kg de peso
corporal. Pueden ser posibles niveles de oligonucledtido cercanos a 100 mg/kg de peso corporal o mayores después
de ensayar la toxicidad del oligonucleétido en animales de laboratorio. Se contempla adicionalmente que se retiren
células del vertebrado, se traten con el oligonucleétido no codificante y se reintroduzcan en el vertebrado.

Se contempla adicionalmente que la secuencia oligonucleotidica no codificante se incorpora a una secuencia de
ribozima para posibilitar que la no codificante se una especificamente y escinda su ARNm diana. Para aplicaciones
técnicas de ribozima y oligonucledtidos no codificantes, véase Rossi et al, supra.

En una aplicacién preferida, se identifica en primer lugar el polipéptido codificado por el gen, de modo que pue-
da monitorizarse la eficacia de la inhibicién no codificante de la traduccién usando técnicas que incluyen, pero sin
limitacidn, ensayos mediados por anticuerpo tales como RIA y ELISA, ensayos funcionales o radiomarcaje.

Los ADNCc extendidos descritos en la presente memoria (0 ADN gendmicos obtenibles a partir de los mismos)
pueden usarse también en enfoques de terapia génica basados en la formacién de triple hélice intracelular. Se usan
oligonucledtidos de triple hélice para inhibir la transcripcién de un genoma. Son particularmente utiles para estudiar
alteraciones de la actividad celular, ya que estdn asociados a un gen particular. Pueden usarse los ADNc extendidos (o
ADN gendmicos obtenibles a partir de los mismos), o mas preferiblemente una porcion de esas secuencias, para inhibir
la expresion génica en individuos que tienen enfermedades asociadas a la expresion de un gen particular. De forma
similar, puede usarse una porcién del ADNc extendido (0 ADN gendmico obtenible a partir del mismo) para estudiar el
efecto de inhibir la transcripcién de un gen particular en una célula. Tradicionalmente, las secuencias de homopurina
se han considerado las mads ttiles para estrategias de triple hélice. Sin embargo, las secuencias de homopirimidina
pueden inhibir también la expresién génica. Dichos oligonucleétidos de homopirimidina se unen al surco mayor en
secuencias de homopurina:homopirimidina. Por tanto, se contemplan ambos tipos de secuencias de ADNc extendido
o del gen correspondiente al ADNc extendido.

Ejemplo 60
Preparacion y uso de sondas de triple hélice

Se exploran las secuencias de ADNc extendidos (0 ADN gendmicos obtenibles a partir de los mismos) para iden-
tificar tramos de homopirimidina u homopurina de 10 a 20 unidades que podrian usarse en estrategias basadas en
triple hélice para inhibir la expresién génica. Después de la identificacién de los tramos candidatos de homopirimi-
dina u homopurina, se evalda su eficacia en la inhibicién de la expresion génica introduciendo cantidades variables
de oligonucledtidos que contienen las secuencias candidatas en células de cultivo de tejido que expresan normalmen-
te el gen diana. Los oligonucleétidos pueden prepararse en un sintetizador de oligonucledtidos o pueden adquirirse
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comercialmente en una compailia especializada en sintesis de oligonucle6tidos a medida, tal como GENSET, Parfs,
Francia.

Los oligonucledtidos pueden introducirse en las células usando una variedad de métodos conocidos por los expertos
en la técnica, incluyendo pero sin limitacién precipitacion con fosfato de calcio, DEAE-dextrano, electroporacion,
transfeccion mediada por liposoma o captacidn nativa.

Se monitorizan en las células tratadas la funcion celular alterada o expresion génica reducida usando técnicas tales
como transferencia Northern, ensayos de proteccién de ARNasa o estrategias basadas en PCR para monitorizar los
niveles de transcripcién del gen diana en células que se han tratado con el oligonucleétido. Se predicen las funcio-
nes celulares a monitorizar basdndose en las homologias del gen diana correspondiente al ADNc extendido del que
derivaba el oligonucledtido con secuencias génicas conocidas que se han asociado a una funcién particular. Las fun-
ciones celulares pueden predecirse también basdndose en la presencia de fisiologfas anormales en células derivadas de
individuos con una enfermedad hereditaria particular, particularmente cuando el ADNc extendido estd asociado a la
enfermedad, usando técnicas descritas en el ejemplo 53.

Pueden introducirse entonces in vivo los oligonucledtidos que son eficaces en la inhibicién de la expresién génica
en células de cultivo de tejido usando las técnicas descritas anteriormente y en el ejemplo 59 a una dosificacién
calculada basdndose en los resultados in vitro, como se describe en el ejemplo 59.

En algunos ejemplos, pueden reemplazarse los andmeros naturales (beta) de los oligonucleétidos por anémeros
alfa para volver al oligonucledtido mas resistente a nucleasas. Ademads, puede unirse un agente intercalante tal como
bromuro de etidio, o similar, al extremo 3’ del oligonucledtido alfa para estabilizar la triple hélice. Para informacién
sobre la generacion de oligonucledtidos adecuados para la formacidn de triple hélice, véase Griffin et al. (Science 245,
967-971 (1989)).

Ejemplo 61
Uso de ADNc extendidos para expresar una proteina codificada en un organismo hospedador

Los ADNc extendidos descritos en la presente memoria pueden usarse también para expresar una proteina codifica-
da en un organismo hospedador para producir un efecto beneficioso; en dichos procedimientos, la proteina codificada
puede expresarse transitoriamente en el organismo hospedador o expresarse establemente en el organismo hospedador.
La proteina modificada pude tener cualquiera de las actividades descritas anteriormente. La proteina codificada puede
ser una proteina de la que el organismo hospedador carece, o como alternativa, la proteina codificada puede aumentar
los niveles existentes de proteina en el organismo hospedador.

Se introduce en el organismo hospedador un ADNc extendido completo que codifica el péptido sefal y la proteina
madura, o un ADNc extendido que codifica s6lo la proteina madura. El ADNc extendido puede introducirse en el
organismo hospedador usando una variedad de técnicas conocidas por los expertos en la técnica. Por ejemplo, el
ADNCc extendido puede inyectarse en el organismo hospedador como ADN desnudo de tal modo que la proteina
codificada se exprese en el organismo hospedador, produciendo asi un efecto beneficioso.

Como alternativa, el ADNc extendido puede clonarse en un vector de expresién cadena abajo de un promotor
que es activo en el organismo hospedador. El vector de expresion puede ser cualquiera de los vectores de expresion
disefados para uso en terapia génica, incluyendo vectores viricos o retroviricos.

El vector de expresion puede introducirse directamente en el organismo hospedador de tal modo que la proteina
codificada se exprese en el organismo hospedador para producir un efecto beneficioso. En otro enfoque, el vector de
expresion puede introducirse en células in vitro. Se seleccionan después de ello las células que contienen el vector de
expresion y se introducen en el organismo hospedador, donde expresan la proteina codificada para producir un efecto
beneficioso.

Ejemplo 62

Uso de péptidos sefial codificados por 5’ EST o secuencias obtenidas a partir de los mismos para importar proteinas
en células

Puede usarse también la regién hidréfoba nuclear corta (h) de péptidos sefial codificados por 5° EST o ADNc
extendidos derivados de los 5* EST descritos en la presente memoria como portador para importar un péptido o una
proteina de interés, denominada carga, en células de cultivo de tejido (Lin et al., J. Biol. Chem., 270: 14225-14258
(1995); Du et al. J. Peptide Res. 51: 235-243 (1998); Rojas et al., Nature Biotech., 16: 370-375 (1998)).

Cuando se van a translocar péptidos de tamario limitado permeables en células (aproximadamente hasta 25 ami-
nodcidos) a través de la membrana celular, puede usarse la sintesis quimica para afiadir la regién h al extremo C o al
extremo N del péptido de interés de carga. Como alternativa, cuando van a importarse péptidos mas largos o protei-
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nas en células, los dcidos nucleicos pueden modificarse por ingenieria genética, usando técnicas familiares para los
expertos en la técnica, para ligar la secuencia de ADNc extendido que codifica la regién h con el extremo 5° o 3’
de una secuencia de ADN que codifica un polipéptido de carga. Dichos 4dcidos nucleicos modificados por ingenieria
genética se traducen entonces in vitro o in vivo después de transfeccién en células apropiadas, usando técnicas con-
vencionales para producir el polipéptido permeable en célula resultante. Se incuban entonces simplemente las células
hospedadoras adecuadas con el polipéptido permeable en célula, que se transloca a través de la membrana.

Este método puede aplicarse para estudiar diversas funciones intracelulares y procesos celulares. Por ejemplo, se
ha usado para sondear dominios funcionalmente relevantes de proteinas intracelulares y para examinar interacciones
proteina-proteina implicadas en rutas de transduccion de sefial (Lin et al, supra; Lin et al. J. Biol. Chem., 271: 5305-
5308 (1996); Rojas et al. J. Biol. Chem., 271: 27456-27461 (1996); Liu et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 93: 11819-
11824, (1996). Rojas et al. Bioch. Biophys. Res. Common., 234: 675-680 (1997)).

Pueden usarse dichas técnicas en terapia celular para importar proteinas que producen efectos terapéuticos. Por
ejemplo, pueden tratarse células aisladas a partir de un paciente con proteinas terapéuticas importadas y reintroducirse
entonces en el organismo hospedador.

Como alternativa, podria usarse la regién h de sefial descrita en la presente memoria en combinacién con una
sefal de localizacién nuclear para suministrar dcidos nucleicos al nicleo celular. Dichos oligonucleétidos pueden ser
oligonucle6tidos no codificantes u oligonucleétidos disefiados para formar triples hélices, como se describe en los
ejemplos 59 y 60 respectivamente, para inhibir el procesamiento y maduracién de un ARN celular diana.

Ejemplo 63
Reensamblado y resecuenciacion de clones

Se secuenciaron doblemente clones de ADNc completos obtenidos mediante el procedimiento descrito en el ejem-
plo 27. Se ensamblaron estas secuencias y se reanalizaron entonces las secuencias consenso resultantes. Se reasignaron
marcos abiertos de lectura esencialmente segtin el mismo proceso que se describe en el ejemplo 27.

Después de este proceso de reandlisis, se revelaron unas pocas anormalidades. Las secuencias presentadas en las
SEC ID N° 47, 73, 79, 89, 91, 96, 126, 128, 134 y 139 aparentemente es improbable que sean ADNc completos
genuinos. Estos clones carecen de un codén de terminacion y por tanto son mds probablemente secuencias de ADNc
truncadas en 3’. De forma similar, las secuencias presentadas en las SEC ID N° 45, 50, 54, 57, 73, 74, 89, 92, 95, 98,
126, 129, 130, 131 y 139 pueden no ser también ADNc completos genuinos basandose en estudios de homologia con
secuencias proteicas existentes. Aunque ambas de estas secuencias codifican una metionina de inicio potencial, cada
una podria representar un ADNc truncado en 5°.

Ademads, se encontr6 que la SEC ID N° 115 era un transcrito cortado y empalmado alternativamente y se corrigieron
las identidades de algunas de la bases en la SEC ID N° 131.

Finalmente, después de la reasignacién de marcos de lectura abiertos para los clones, se eligieron nuevos marcos
de lectura abiertos en algunos casos. Por ejemplo, en el caso de las SEC ID N° 41, 47, 50, 52, 54-56, 58, 59, 61, 74,
75,79, 84, 89, 91, 92, 96, 98, 103, 105, 106, 126, 129, 131 y 133, no se predecia ya que los nuevos marcos de lectura
abiertos contuvieran un péptido sefial.

Como se discute anteriormente, la Tabla IV proporciona la localizacién de la secuencia de codificacién completa
de SEC ID N° 45 (concretamente, los nucleétidos que codifican tanto el péptido sefial como la proteina madura,
enumerados bajo el encabezado localizacién de FCS en la Tabla IV), las localizaciones de los nucleétidos en la
SEC ID N° 45 que codifican los péptidos sefial (enumerados bajo el encabezado localizacion de SigPep en la Tabla
IV), las localizaciones de los nucledtidos en la SEC ID N° 45 que codifican las proteinas maduras generadas por
escision de los péptidos sefial (enumerados bajo el encabezado localizacién de polipéptido maduro en la Tabla IV),
las localizaciones en la SEC ID N° 45 de codones de terminacién (enumerados bajo el encabezado localizacion de
codén de terminacion en la Tabla IV), las localizaciones en la SEC ID N° 45 de sefiales de poli A (enumeradas bajo el
encabezado localizacién de sefial de poli A en la Tabla IV) y las localizaciones de sitios de poli A (enumerados bajo
el encabezado localizacién de sitios de poli A en la Tabla IV).

Como se discute anteriormente, la Tabla V enumera los niimeros de identificacién de secuencia del polipéptido
de SEC ID N° 146, las localizaciones de los residuos aminoacidicos de SEC ID N° 146 en el polipéptido completo
(segunda columna), las localizaciones de los residuos aminoacidicos de la SEC ID N° 146 en los péptidos sefial (tercera
columna) y las localizaciones de los residuos aminoacidicos de la SEC ID N° 146 en el polipéptido maduro creado
escindiendo el péptido sefial del polipéptido completo (cuarta columna). En la Tabla V, y en el listado de secuencias
adjunto, el primer aminodcido de la proteina madura resultante de la escisién del péptido sefial se designa como
aminodcido nimero 1 y el primer aminoacido del péptido sefial se designa con el nimero negativo apropiado, segin
las regulaciones que gobiernan los listados de secuencias.
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Ejemplo 64
Ensayos funcionales de secuencias proteicas predichas

Después de la doble secuenciacion, se ensamblaron nuevos contigos para cada uno de los ADNc extendidos, y
se compar$ cada uno con secuencias conocidas disponibles en el momento de la presentacion. Estas secuencias se
originan en las siguientes bases de datos: Genbank (versién 108 y versiones diarias hasta el 15 de octubre de 1998),
Genseq (version 32), PIR (versioén 53) y SwissProt (version 35). Las proteinas predichas que se aparean con proteinas
conocidas se clasificaron adicionalmente en 3 categorias dependiendo del nivel de homologia.

La primera categoria contiene proteinas que exhiben mas de un 70% de residuos aminoacidicos idénticos en toda
la longitud de la proteina apareada. Son claramente homdlogos cercanos que tienen lo mas probablemente la misma
funcién, o una funcién muy similar, que la proteina apareada.

La segunda categoria contiene proteinas que exhiben homologias mas remotas (40 a 70% en toda la proteina),
indicando que la proteina puede tener funciones similares a las de la proteina homdloga.

La tercera categoria contiene proteinas que exhiben homologia (90 a 100%) con un dominio de una proteina
conocida, indicando que la proteina apareada y la proteina de la invencién comparten rasgos similares.

Debe observarse que, en la numeracion de los aminodcidos en las secuencias proteicas discutidas en las Figuras 1
a 15, la primera metionina encontrada se designa como aminoacido nimero 1. En el listado de secuencias adjunto, el
primer aminodcido de la proteina madura resultante de la escision del péptido sefial se designa como aminoacido ni-
mero 1 y el primer aminodcido del péptido sefial se designa con el nimero negativo apropiado, segin las regulaciones
que gobiernan los listados de secuencias.

Ademds, se exploré en todas las secuencias aminoacidicas corregidas (SEC ID N° 141-241 y 378-513) la presencia
de distintivos y motivos de proteina conocidos. Se efectud esta busqueda en la base de datos Prosite 15.0 usando el
software ProScan del paquete GCG.

Proteina de SEC ID N° 146

La proteina de SEC ID N° 146 codificada por el ADNc extendido de SEC ID N° 45 muestra homologia con la
apolipoproteina L humana (nimero de acceso a Genbank AF019225). La proteina apareada es una lipoproteina de
alta densidad secretada asociada a lipoproteinas que contienen apoA-I que desempefian un papel clave en el transporte
inverso de colesterol.

Tomados en conjuntos, estos datos sugieren que la proteina de SEC ID N° 146 puede desempefiar un papel en el
metabolismo lipidico.

Por tanto, esta proteina puede ser 1til en el diagnéstico y/o el tratamiento de varios tipos de trastornos incluyendo,
pero sin limitacién, hiperlipidemia, hipercolesterolemia, aterosclerosis, trastornos cardiovasculares tales como enfer-
medad cardiaca coronaria y trastornos neurodegenerativos tales como enfermedad de Alzheimer o demencia.

Aunque esta invencién se ha descrito en términos de ciertas realizaciones preferidas, estdn también dentro del
alcance de esta invencidn otras realizaciones que serdn evidentes para los expertos en la técnica a la vista de la di-
vulgacién de la presente memoria. En consecuencia, se pretende que el alcance de la invencidn esté definido sélo por
referencia a las reivindicaciones adjuntas.

Como se discute anteriormente, los ADNc extendidos descritos en la presente memoria o porciones de los mis-
mos pueden usarse para diversos fines. Los polinucledtidos pueden usarse para expresar proteina recombinante para
analisis, caracterizacién o uso terapéutico; como marcadores para tejidos en los que se expresa preferiblemente la pro-
teina correspondiente (constitutivamente o en una etapa particular de diferenciacion o desarrollo de tejido o en estados
patolégicos); como marcadores de peso molecular en geles Southern; como marcadores cromosémicos o marcadores
(cuando estdn marcados) para identificar cromosomas o para cartografiar posiciones génicas relacionadas; para com-
parar con secuencias de ADN enddgeno en pacientes para identificar trastornos genéticos potenciales; como sondas
para hibridar y por tanto descubrir secuencias de ADN relacionadas novedosas; como fuente de informacién para de-
rivar cebadores de PCR para huella genética; para seleccionar y preparar oligémeros para unién a un “chip genético” u
otro soporte, incluyendo para el examen de patrones de expresion; para crear anticuerpos antiproteina usando técnicas
de inmunizacién de ADN; y como antigeno para crear anticuerpos anti-ADN o desencadenar otra respuesta inmunita-
ria. Cuando el polinucleétido codifica una proteina que se une o se une potencialmente a otra proteina (tal como, por
ejemplo, en una interaccién de receptor-ligando), el polinucleétido puede usarse también en ensayos de interaccion
por retencién (tales como, por ejemplo, el descrito en Gyuris et al., Cell 75: 791-803 (1993)) para identificar polinu-
cledtidos que codifican la otra proteina con la que ocurre la unién o para identificar inhibidores de la interaccion de
union.
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Las proteinas o polipéptidos proporcionados en la presente memoria pueden usarse de forma similar para deter-
minar la actividad bioldgica, incluyendo un panel de multiples proteinas para examen de alto rendimiento; para crear
anticuerpos o para desencadenar otra respuesta inmunitaria; como reactivo (incluyendo reactivo marcado) en ensayos
disenados para determinar cuantitativamente los niveles de proteina (o su receptor) en fluidos biol6gicos; como marca-
dores para tejidos en los que se expresa preferiblemente la proteina correspondiente (constitutivamente o en una etapa
particular de diferenciacién o desarrollo de tejido o en un estado patoldgico); y, por supuesto, para aislar receptores
o ligandos correlativos. Cuando la proteina se une o se une potencialmente a otra proteina (tal como, por ejemplo,
en una interaccidn de receptor-ligando), la proteina puede usarse para identificar la otra proteina con la que ocurre
la unién o para identificar inhibidores de la interaccién de unidn). Las proteinas implicadas en estas interacciones de
unién pueden usarse también para explorar inhibidores peptidicos o de molécula pequefia o agonistas de la interaccién
de unién.

Puede desarrollarse cualquiera o todas estas herramientas de investigacion hasta pureza de reactivo o formato de
kit para comercializacién como productos de investigacion.

Los métodos para efectuar los usos enumerados anteriormente son bien conocidos por los expertos en la técnica.
Las referencias que dan a conocer dichos métodos incluyen, sin limitacién, “Molecular Cloning; A Laboratory Ma-
nual”, 2* ed., Cole Spring Harbor Laboratory Press, Sambrook, J., E. F. Fritsch y T. Maniatis ed., 1989 y “Methods in
Enzymology; Guide to Molecular Cloning Techniques”, Academic Press, Berger, S. L. y A. R. Kimmel ed., 1987.

Pueden usarse también polinucledtidos y proteinas como fuentes o suplementos nutricionales. Dichos usos in-
cluyen, sin limitacidn, el uso de un suplemento de proteina o aminodcido, el uso como fuente de carbono, el uso
como fuente de nitrégeno y el uso como fuente de carbohidrato. En dichos casos, la proteina o polinucleétido de
la invencién puede afiadirse a la alimentacion de un organismo particular o puede administrarse como una pre-
paracién sélida o liquida separada, tal como en forma de polvo, pildoras, disoluciones, suspensiones o capsulas.
En el caso de microorganismos, la proteina o polipéptido puede afiadirse al medio en o sobre el que se cultiva el
microorganismo.

TABLA I
SECIDN°enla Secuencia de divulgacion de SEC ID N° en Ia solicitud
presente solicitud solicitud provisional provisional
45 Solicitud de patente de EE.UU. 41

provisional n® de serie 60/074.121,
presentada el 9 de febrero de 1998
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TABLA II

Pardmetros usados para cada etapa del andlisis de EST

Caracteristicas de busqueda

Caracteristicas de

seleccion

Etapa Programa | Cadena| Parametros identidad Longitud

(%) (pb)
Miscelanea Blastn ambas | S =61X=16 90 17
ARNt Fasta ambas - 80 60
ARNr Blastn ambas S =108, 80 40
ARNmt Blastn ambas S = 108; 80 40
Procaridtico Blastn ambas S = 144, 90 40
Fungico Blastn ambas S = 144, 90 40
Alu Fasta ambas - 70 40
L1 Blastn ambas S=72 70 40
Repeticiones Blastn ambas S=72 70 40
Promotores Blastn superior| S =54X=16 90 15 1
Vertebrado Fasta* ambas S =108; 90 30
EST Blastn ambas | S=108X=16 90 30
Proteinas Blastxn superior E=0,001 - -

* usar explorador de la base de datos "Quick Fast”

L alineamiento limitado adicionalmente a empezar mas cerca

EST/extremo 5'

1 usar la matriz de sustitucion BLOSUM®G2
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TABLA III

Pardmetros usados para cada etapa del andlisis de ADNc extendido

Caracteristicas de Caracteristicas de seleccién
blusqueda ’
Etapa Programa | Cadena | Parametros | I[dentidad | Longitud | Comentarios
(%) (pb)
Miscelanea® |Fasta ambas |- 90 IS
ARNt® Fasta ambas |- 80 90
ARNr® Blastn  [ambas |S=108; |80 40
ARNmt® Blastn  |ambas |S=108; |80 40
Procariético® | Blastn ambas [S=144;. |90 40
Fungico* Blastn ambas |S = 144; 90 40
Alu* Blastn ambas |S=72; 70 40 max 5
apareamientos,
enmascaramiento
L1 Blastn ambas |S=72; 70 40 max 5
apareamientos,
enmascaramiento
Repeticiones® | Blastn ambas [S=72; 70 40 Enmascaramiento
Poli A BLAST2N | superior | W=6, 90 8 En los ultimos 20
S=10, nucleétidos
E=1000
Senal de superior | AATAAA que permite 1/En los 50
poliadenilacion desapareamiento nucleétidos
precedentes  al
extremo 5' de poli
A
Vertebrado*® BLASTN |ambas |- 90 30 primero BLASTN
después después y después FASTA
FASTA 70 en secuencias
apareadas
EST* BLAST2N |ambas |- 90 30
Geneseq Blastn ambas [|W=8,B=1090 30
ORF BLASTP |superior|{ W=8, B=10 |- - En proteinas
ORF, max. 10
apareamientos
Proteinas* Blastx superior | E-0.0rji 70 30

¥ etapas comunes al analisis de EST y que usan los mismos algoritmos y parametros

* etapas usadas también en el andlisis de EST, pero con diferentes algoritmos y/o

parametros
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TABLA IV
ID | Localizaciéon | Localizacion | Localizacién | Localizacion | Localizacién | Localizacion
de FCS de SigPep de de codén | de sefial de | de sitio de
polipéptido de poli A poli A
maduro | terminacion
45 | 276 a 1040 | 276 a 485 | 486 a 1040 1041 - 2024 a
2036
TABLA V
ID Localizacion de Localizacion de Localizacion de
polipéptido completo péptido sefal polipéptido maduro
146 -70a 185 -70a-1 12185
TABLA VI
ID Ref. de coleccion Nombre de depésito
45 ATCC n° 98920 SignalTag 67-90

TABLA VII
Numero de referencia interna SEC ID NO: Tipo de secuencia
26-27-3D7CLCM 45 ADN
26-27-3D7 CLO 1 146 PRT
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REIVINDICACIONES

1. Un polipéptido purificado o aislado que comprende una secuencia que tiene al menos un 80% de identidad con
el polipéptido de SEC ID N° 146.

2. El polipéptido de la reivindicacién 1, en el que dicho polipéptido comprende la SEC ID N° 146.

3. El polipéptido de la reivindicacién 2, en el que dicho polipéptido consiste en la SEC ID N° 146.

4. Un 4cido nucleico purificado o aislado que codifica el polipéptido de la reivindicacion 2 6 3.

5. El 4cido nucleico de la reivindicacién 4, en el que dicho dcido nucleico comprende la SEC ID N° 45.
6. Un vector de expresion que comprende el dcido nucleico de la reivindicacion 4 6 5.

7. Una célula hospedadora que contiene un dcido nucleico recombinante de la reivindicacién 4 6 5.

8. Un método de preparacién del polipéptido de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, que comprende las etapas
de:

a. obtener un ADNCc que codifica dicho polipéptido;

b. insertar dicho ADNc en un vector de expresion de tal modo que dicho ADNCc esté ligado operativamente a un
promotor; y

c. introducir dicho vector de expresién en una célula hospedadora, con lo que dicha célula hospedadora produce
dicho polipéptido.
9. El método de la reivindicacién 8, que comprende adicionalmente la etapa de aislar dicho polipéptido.

10. El método de la reivindicacién 9, que comprende adicionalmente la etapa de purificar dicho polipéptido usando
técnicas de inmunocromatografia.

11. Un anticuerpo purificado o aislado capaz de unirse especificamente al polipéptido de una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 3.
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Puntuacién de indice de indice de

péptigiq senal falsos positivos falsgs Proba (0,1) Proba (0,2)
minima negativos

3,5 0,121 0,036 0,467 0,664

4 0,096 0,06 0,519 0,708

45 0,078 0,079 0,565 0,745

5 0,062 0,098 0,615 0,782

55 0,05 0,127 0,659 0,813

6 0,04 0,163 0,694 0,836

6,5 0,033 0,202 0,725 0,855

7 0,025 0,248 0,763 0,878

7,5 0,021 0,304 0,78 0,889

8 0,015 0,368 0,816 0,909

8,5 0,012 0,418 0,836 0,92

9 0,009 0,512 0,856 0,93

9,5 0,007 0,581 0,863 0,934

10 0,006 0,679 0,835 0,919

Figura 2
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Influencia de la puntuacién minima sobre el reconomiento del

péptido senal
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puntuacién minima

Figura 3
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EST que se EST que EST que
Puntuacién aparean con | extienden extienden
de péptido Todos los EST nuevos EST publicos ARNmM ARNm
sefial EST mas cerca de | conocidos publicos
minima 40 pb desde | mas de 40 | mas de 40
el inicio pb pb
3,5 2674 947 599 23 150
4 2278 784 499 23 126
45 1943 647 425 22 112
5 1657 523 353 21 96
55 1417 419 307 19 80
6 1190 340 238 18 68
6,5 1035 280 186 18 60
7 893 219 161 15 48
7.5 753 173 132 12 36
8 636 133 101 11 29
8,5 543 104 83 8 26
9 456 81 63 6 24
9,6 364 57 48 6 18
10 303 47 35 6 15

Figura 4
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EST que se EST que | EST que
Todos aparean con extienden | extienden

Tejido los EST E§T publicos ARNm ARNm

EST | Muevos | mas cerca de | conocidos | publicos

40 pb desde | masde 40| masde

el inicio pb 40 pb
Cerebro 329 131 75 3 24
Préstata cancerosa 124 40 37 1 6
Cerebelo 17 9 1 0 6
Colon 21 11 4 0 0
Musculo distrofico 41 18 8 0 1
Cerebro fetal 70 37 16 0 1
Rifo6nN fetal 227 116 46 1 19
Higado fetal 13 7 2 0 0
Corazon 30 15 7 0 1
Prostata hipertréfica 86 23 22 2 2
Rif6n 10 7 3 0 0
Intestino grueso 21 8 4 0 1
Higado 23 9 6 0 0
Pulmén 24 12 4 0 1
Pulmoén (células) 57 38 6 0 4
Ganglios linfaticos 163 60 23 2 12
Linfocitos 23 6 4 0 2
Musculo 33 16 6 0 4
Préstata normal 181 61 45 7 11
Ovario 90 57 12 1 2
Pancreas 48 11 6 0 1
Placenta 24 5 1 0 0
Prostata 34 16 4 0 2
Bazo 56 28 10 0 1
Sustancia negra 108 47 27 1 6
G. suprarrenales 15 3 3 1 0
Testiculos 131 68 25 1 8
Tiroides 17 8 2 0 2
Cordon umbilical 55 17 12 1 3
Utero 28 15 3 0 2
Tejido no especifico 568 48 177 2 28
Total 2677 947 601 23 150

Figura 5
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Descripcion de sitios de union a factor de transcripcion presentes en
promotores aislados a partir de secuencias de SignalTag
Secuencia promotora P13H2 (546 pb):

Matriz Posicién Orien- Puntuaciéon Lon- Secuencia

tacién gitud
CMYB_01 -502 + 0,983 9 TGTCAGTTG
MYOD_Q8 -501 - 0,961 10 CCCAACTGAC
S8_01 444 - 0960 11 AATAGAATTAG
S8_01 -425 + (, 366 11 AACTAAATTAG
DELTAEF1_01 -390 - 0,960 11 GCACACCTCAG
GATA_C -364 - 0,964 11 AGATAAATCCA
cMYB_01 -349 + 0,958 9 CTTCAGTTG
GATA1_02 -343 + 0,959 14 TTGTAGATAGGACA
GATA_C -338 + 0953 11 AGATAGGACAT
TAL1ALPHAE47_01 <235 + 0,973 16 CATAACAGATGGTAAG
TAL1BETAE47_01 <235 + 0,983 16 CATAACAGATGGTAAG
TAL1BETAITF2_01 -235 + 0,978 16 CATAACAGATGGTAAG
MYOD_Q8 -232 - 0,954 10 ACCATCTGTT
GATA1_04 217 - 0953 13 TCAAGATAAAGTA
IK1_01 -126 + 0,983 13 AGTTGGGAATTCC
K2 _01 -126 + 0,985 12 AGTTGGGAATTC
CREL_01 -123 + 0,962 10 TGGGAATTCC
GATA1_02 -96 + ¢,950 14 TCAGTGATATGGCA
SRY_02 41 - 0951 12 TAAAACAAAACA
E2F_02 33 + 0957 8 TTTAGCGC
MZF1_01 -5 - 0.975 8 TGAGGGGA
Secuencia promotora P15B4 (861 pb):
Matriz Posicion Orien-  Puntuacion Lon- Secuencia

tacion gitud
NFY_Q8 -748 - 0,956 11 GGACCAATCAT
MZF1_01 738 + 0,962 8 CCTGGGGA
CcMYB_01 684 + 0,994 9 TGACCGTTG
VMYB_02 -682 - 0,985 9 TCCAACGGT
STAT_01 -673 + 0,968 9 TTCCTGGAA
STAT_O1 -673 - 0,951 9 TTCCAGGAA
MZF1_01 -556 - 0,956 8 TTGGGGGA
IK2_01 451 + 0,985 12 GAATGGGATTIC
MZF1_01 -424 + 0,986 8 AGAGGGGA
SRY_02 -398 - 0955 12 GAAAACAAAACA
MZF1_01 -216 + 0,960 8 GAAGGGGA
MYOD_Q8 -190 + 0,881 10 AGCATCTGCC
DELTAEF1_01 -176 + 0,958 11 TCCCACCTTCC
S8_01 5 - 0,992 11 GAGGCAATTAT
MZF1_01 16 - 0,986 8 AGAGGGGA
Secuencia promotora P29B6 (555 pb):
Matriz Posicion Orien- Puntuacién Lon- Secuencia

tacion gitud

ARNT_01 -311 + 0,964 16 GGACTCACGTGCTGCT
NMYC_01 -309 + 0,965 12 ACTCACGTGCTG
USF_01 -309 + 0,985 12 ACTCACGTGCTG
USF_01 -308 - 0,985 12 CAGCACGTGAGT
NMYC_01 -3098 . 0,956 12 CAGCACGTGAGT
MYCMAX_02 -309 - 0,972 12 CAGCACGTGAGT
USF_C -307 + 0,897 8 TCACGTGC
USF_C -307 - 0,991 8 GCACGTGA
MZF1_01 -292 - 0,368 8 CATGGGGA
ELK1_02 -105 + 0,363 14 CTCTCCGGAAGCCT
CETS1P54_01 -102 + 0,974 10 TCCGGAAGCC
AP1_Q4 -42 - 0,963 11 AGTGACTGAAC
AP1FJ_Q2 42 - 0,361 11 AGTCGACTGAAC
PADS_C 45 + 1,000 9 TGTGGTCTC

Figura 9
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> Dumas Milne Edwards, Jean-Baptiste
Duclert, Aymeric
Bougueleret, Lydie

<120> ADNCc extendidos para proteinas secretadas
<130> GENSET.019A

<160> 41

<170> Patent.pm

<210>1

<211> 47

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> Producto de transcripcion in vitro
<221> base_modificada

<222> (1)...(1)

<223>m7g

<400> 1
ngcauccuac ucccauccaa uuccacccua acuccuccea ucuccac

<210>2

<211> 46

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Producto de transcripcion in vitro

<400> 2
gcauccuacu cccauccaau uccacccuaa cuccucccau cuccac

<210>3

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Producto de transcripcion in vitro

<400> 3
atcaagaatt cgcacgagac cacta

<210>4

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido

47
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<400> 4
taatggtctc gtgcgaattc ttgat

<210>5

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido

<400> 5
ccgacaagac caacgtcaag gecge

<210> 6

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido

<400> 6
tcaccagcag geagtggctt aggag

<210>7

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido

<400> 7
agtgattcct getactttgg atggc

<210> 8

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido

<400> 8
gcttggtett gttctggagt ttaga

<210>9

<211>25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

ES 2330903 T3
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<220>
<223> Oligonucleétido

<400> 9
tccagaatgg gagacaagcc aattt

<210> 10

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido

<400> 10

agggaggagg aaacagcgtg agtce

<210> 11

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido

<400> 11
atgggaaagg aaaagactca tatca

<210> 12

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido

<400> 12
agcagcaaca atcaggacag cacag

<210> 13

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido

<400> 13
atcaagaatt cgcacgagac catta

<210> 14
<211> 67

ES 2330903 T3

25

25

25

25

25
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<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido

<400> 14

atcgttgaga ctcgtaccag cagagtcacg agagagacta cacggtactg gttttttrtt

ttreevn

<210> 15

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido

<400> 15

ccagcagagt cacgagagag actacacgg

<210> 16

<211>25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido

<400> 16
cacgagagag actacacggt actgg

<210> 17

<211> 526

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> rasgo_misc

<222> complemento (261...376)
<223> blastn

<221> rasgo_misc

<222> complemento (380...486)
<223> blastn

<221> rasgo_misc

<222> complemento (110...145)
<223> blastn

<221> rasgo_misc

<222> complemento (196...229)
<223> blastn

<221> péptido_sefial
<222>90..140

<223> matriz de von Heijne

ES 2330903 T3
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<400> 17

ES 2330903 T3

aatatrarac agctacaata ttccagggcc artcacttge
gagagaaaga actgactgar acgtttgag atg

aca
Thr

gce
Ala

atc ttg
Ile Leu

gca
Ala
~5

aga
Arg

gaa
Glu

cga
Arg

gaa
Glu
10

gtg
val

aaa
Lys

ttce

Phe
25

tece
Phe

tte
Phe

wtt
Xaa

cct
Pro

cca

Pro
40

cct
Pro

cCca
Pro

aga
Arg

ttt
Phe

tct
Setr

cct

Pro
60

gaa
Glu

gcc
Ala

gtg
val

aqgt
Ser

tac

Tyx

cca

Pro
45

aca
Thr

gct
Ala

atc
Ile

cca
Prxo
30

tgg
Trp

act
Thr

Met

gtw
val

ggt
Gly

agt
Ser
15

tat

TYr

tte
Phe

gac
Asp

cca
Pro

aga
Rrg

ccc ctt
Pro Leu

aag
Lys

ttc
Phe
1

agc

Ser

tee
Phe

cgt
Arg

cct

Pro
65

aaa
Lys
-15
cca
Pro

gat
ASD

cgc
Arg

aan

Xaa
50

agc
Ser

ggaaaagtca crataaacct ggtcacctga aattgaaatc
Caaaattcct gttaataaaa raaaaacaaa tgtaattgaa
gtcaatatct ttagtgatct tctttaataa acatgaaagce

<210> 18

<211> 17

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<220>

<221> SENAL
<222>1..17

<223> matriz de von Heijne
puntuacién 8,2
sec LLLITAILAVAVAG/FP

<400> 18

catttctcat aacagcgtca
gtt ctc ctc ctg atc
Val Leu Leu Leu Ile
-10
cag
Gln

tet
Ser

caa
Gln
5

gtc
val

gac
Asp

tta

Leu
20

ctt
Leu

tca
Ser

gaa
Glu

gct
Ala

ggr
Glv

cca
Pro

att
Ile

cca
Pro
35

tece
Phe

cca
Pro

att
Ile

cct
Pro

ata
Ile
55
taaacaaraa

cca
Pro

gaa
Glu

aag
Lys

gagccacttc cttgaaraat
atagcacaca gcattctcta
4aaaaaaaaa aa

60
113

161

209

257

305

354

414
474
526

Met Lys Lys Val Leu Leu Leu Ile Thr Ala Ile Leu Ala Val Ala vat

1 S

Gly
<210> 19
<211> 822
<212> ADN
<213> Homo sapiens
<220>
<221> rasgo_misc
<222> 260..184
<223> blastn
<221> rasgo_misc
<222>118..184
<223> blastn
<221> rasgo_misc
<222> 56..113
<223> blastn
<221> rasgo_misc
<222> 454..485
<223> blastn
<221> rasgo_misc
<222> 118..545

15



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<223> blastn
<221> rasgo_misc
<222> 65..369
<223> blastn
<221> rasgo_misc
<222>61..399
<223> blastn
<221> rasgo_misc
<222> 408..458
<223> blastn
<221> rasgo_misc
<222>69..399
<223> blastn
<221> rasgo_misc
<222>393..432
<223> blastn

<221> péptido_sefial

<222> 346..408

<223> matriz de von Heijne

<400> 19

actcctttta
ctgatgeccga
ctcaaacggc
gtttgttgaa
cgttecotgte
aagactaaca

caa
Gln

cag
Gln

ggec
Gly

gcataggggce
gttcegtete
ctagtgcttce
gcagttacca
gagtacacgt
tttrgtgaag

ctc
Leu

agt
Ser

-15

goet
Ala

gcot
Ala
1

cecg
Pro

gac
Asp

aaa
Lys

tge
Cys

aaa
Lys
ctcttcaraa
gtctggcaat
gtaaggtggg
tttgaaataa

tte
Phe

gct
Ala

tta
Leu

Tttt
Phe

ata
Ile

5
tta
Leu

cect
Pro
20

959
Gly

tee

Phe
35S

ttc
Phe Leu

tca
Ser

tat
Tyr

gca
Ala

ES 2330903 T3

tteggogoca
tcgegtecett
gcgettcoegy
agaatcttca
tcctgttgat
ttgtaaaaca

ctt cct
Pro
-10
ate

Ile

tac
Tyr

ate
Ile

agt
Ser

cta
Leu

atg
Met

gcggccagceg
tecectggtece
agaaaatcag
accctttcecee
ttacaaaagg
gaaaacctgt

tca
Ser

act
Thr

gac
Asp

aat

Asn
40

gce
Ala

gca
Ala

act
Thr
25

att
Ile

ctt
Leu

gta
Val
10

ggt
Gly

gcg
Ala

tagaaatcag gaarataatt caacttaaag aakttcattt

ctagteggte
aggcaaagcg
cggtctaatt
acaaaagcta
tgcaggtatg
tagaa atg t
Mer T
gta att tgy
Val Ile Trp
-5
cte
Leu

aca
Thr

cac
His

aca
Thr

gta
val

gct
Ala

gttt
val

tta

Leu
45

catgacc

gca
Ala

tggtaagtgce
gasgnagatc
aattccrctg
attgagtaca
agcaggtctyg
gg tgg ttt
rp Trp Phe
20

aca tct
Thr Ser

ata
Ile
1s

raa
Xaa

cat
His

cca
Pro
30

tgt
Cys

caa
Gln

aaa

acatgtcttt acaagcatat ctcottgtatt getttotaca ctgttgaact
atttctgcag tggaaaattt gatttarmta

ctttteccee tgtgtaattg gotactatgt
aatgatatga gagtgacaca aaaaaaaaaa

<210> 20
<211>21
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> SENAL
<222>1..21

<223> matriz de von Heijne
puntuacién 5,5
sec SFLPSALVIWTSA/AF

gttcttgact gataaatatg
cttactgagc caagttgtaw

60
120
180
240
300
57

405

453

501

5489

602

662
722
782
822
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<400> 20

Met Trp Trp Phe gln Gln Gly Leu Ser
1

Ile Trp Thr Sgr Ala
2

<210> 21

<211> 405

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> rasgo_misc

<222> complemento (103..398)
<223> blastn

<221> péptido_sefial

<222> 185..295

<223> matriz de von Heijne

<400> 21

ES 2330903 T3

10

atcaccttct tctccatcct tstetgggec agtecccarc ccagteectc ktcctgacctg
cccagceccaa gtcagecttc agcacgeget tttetgcaca cagatattce aggcctacct
ggecattccag gacetcegma atgatgetce agtcccettac aagedqettec tggatgaggg
tggc atg gtg ctg acc acc cte ccc ttg cecc tct gec aac age cect gtg
Met Val Leu Thr Thr Leu Pro Leu Pro Sexr Ala Asn Ser Pro Val

-35

-30 ~-25

aac atg

AsSn

ctg
Lau

Met

tce
Sex
-5

ccc acc act gge cce

Pro Thr Thr Gly Pro

~20

cce tgt ctg acc gct

Pro Cys Leu Thr Ala
1

aac agec ctg agt tat get age tct gee

Asn Ser Leu Sexr Tyr Ala Ser Ser Ala

-~19 -10

cca aak tee cee cgg ctt gek atg acg

Pro Xaa Ser Pro Arg Leu Ala Met Met
S 20

cct gac aac taaatatcct tatccaaatc aataaarwra raatcctcecc

Pro Asp Asn

tccaraaggqg ttitctaaaaa caazaaaaza a

<210> 22

<211> 37

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<220>

<221> SENAL
<222>1..37

<223> matriz de von Heijne
puntuacién 5,9
sec LSYASSALSPCLT/AP

<400> 22

1

Met Val Leu Thr Thr Leu Pro Leu Pro Ser Ala Asn Ser Pro Val Asn
S

10 15

Met Pro Thr ggr Gly Pxo Asn Ser ggu Ser Tvyr Ala 8er Ser Ala Len
30

Ser Pro Cys Leu Thr
as

<210> 23
<211> 496

Phe Leu Pro Ser Ala Leu Val

60
120
160
229

272

325

374

405
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ES 2330903 T3

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<220>

<221> rasgo_misc
<222>149..331

<223> blastn

<221> rasgo_misc

<222> 328..485

<223> blastn

<221> rasgo_misc

<222> complemento (182..496)
<223> blastn

<221> péptido_senal
<222>196..240

<223> matriz de von Heijne

<400> 23

aaaaaattgg tcccagtttt caccectgeccg cagggctgge tggggaggge agcggtttag
attagecgtg geoctaggeeg tttaacyggyg tgacacgage ntgcagggec gagtocaagg
cccggagata ggaccaacceg tcaggaatgc gaggaatgtt tttcttcgga ctctatcgag
gcacacagac agace atg ggg att ctg tet aca gtg aca gee tta aca ttt
Met Gly Ile Leu Ser Thr Val Thr Ala Leu Thr Phe
-15 -10 -5
gcc ara gcc ctg gac ggc tgc aga aat gge att gocc ¢ac cct gca agt
Ala Xaa Ala Leu Asp Gly Cys Arg Asn Gly I1le hla His Pro Ala Ser
1 S 10
9ag aag cac aga ctc gag aaa tgt agg gaa ctc gag asc asc cac teg
Glu Lys His Arg Leu Glu Lys Cys Arg Glu Leu Glu Xaa Xaa His Ser
15 20 25
gcc cca gga tca acc cas cac Cga aga ama aca ace aga aga aat tat
Ala Pro Gly Ser Thr Xaa His Arg Arg Lys Thr Thr Arg Arg Asn Tyr

30 3s 40 45
tct tca goce tgaaatgaak cegggatcsa atggttgctg atcaragece
8er Ser Ala

atattraaat tggaaaagtc aaattgasca ttattaaata sagettgttt aatatgtctc
4dacaasaaa aa

<210> 24

<211> 15

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<220>

<221> SENAL
<222>1..15

<223> matriz de von Heijne
puntuacién 5,5

sec ILSTVTALTFAXA/LD
<400> 24
Met Gly Ile leu Ser Thr Val Thr Ala Leu Thr Phe Ala Xaa Ala
3l S 10 15
<210> 25
<211> 623

6C
120
180
231

279

327

31s

424

184
496
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<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> péptido_senal

<222>49..96

<223> matriz de von Heijne

<400> 25

ES 2330903 T3

amagatccct gcageecgge aggagagaag getgageott

ctc
Leu

tgc
Cys

gte
Val
20

caa
Gln

cge
Arg

atg
Met

agg
Arg

gag
Glu
100

agg
Arg

[+44 4
Leu

<210> 26
<211>15
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> SENAL
<222>1..16

gtc
Val

qgce
Ala
S

agc
Ser

gte
Val

gtc
Val

aak
Xaa

cgc

Arg
8s

999
Gly

ggc
Gly

cce
Pro

cta
Leu

acyg
Thr

agc
sex

tgc
Cys

ctg
Leu

ttc

Phe-

70
tgc
Cys

cgc
Arg

ara
Xaa

awt

Xaa Ser Asn Pro Leu
13S

taacactgtg ggtgccecca cctgtgeatt gggaccacra cttcaccctc ttggaracas
tasactctca tgceecccaaa aaaaasaaa

acc
Thr
-10
acg
Thr

tgg
Txp

atce
Ile

[ 4
Len
L1

gaa
Glu

tgt
Cys

tgg
Trp

aaa
Lys

tece

<223> matriz de von Heijne
puntuacién 10,1
sec LVLTLCTLPLAVA/SA

<400> 26

h{et Glu Arg Leu \slal Leu Thr Leu Cys '{l&: Leu Pro Leu Ala \{gl Ala

<210> 27
<211> 848

ctg
Leu

cca
Pro

acg
Thr

tce
Ser
40

age
Ber

tgg
Trp

tcc
Ser

gco
Ala

ace
Thr
120
aac

tgc
Cys

gct
Ala

gag
Glu
2s

aac
Asn

aaa
Lys

tcg
8er

tgg9
Trp

ctg
Leu
108
€99
Trp

cce

acc
Thr

cgc
Axg
10

tgce
cys

gag
Glu

cge
Arg

ccg
Pro

gce
Ala
90

cxa
Xaa

gtg
val

ctc

cte
Leu

aac
Asn

ceg
Pro

qtg
val

tgt
cys

gce
Ala
75

ctc
Leu

939
aly

<99
Arg

tgc

ccg
Pro
-5

ctg
Leu

cce
Pro

gtc
vVal

gct
Ala
60

cccC

Pro

tgc
Cys

999
Gly

cca
Pro

cca

ctg
Leu

agc
Ser

acc
Thr

gtc
val
45

cec
Pro

atg
Met

aac
Asn

cte
Leu

cag
Gln
125

rgs

gce
Ala

tge
Cys

tgg
Trp
30

tect
Sex

aga
Axg

gtg
val

a9g
Arg

ctg
Leun
110

ctg
Leu

gaa

ctggcegtc atg gag agg
Met Glu Arg

gtg
Val

tac

Tyr
1$

tgc
Cys

ttt
Phe

tgt
Cys

caa
Gln

gca
Ala
95

ctg¢
LLeu

999
Gly

ace

gcg
Ala

cag
Gln

age
Ser

aaa
Lys

cecc
Pxo

ggc
Gly
80

ctg
Leu

cag
Gln

ctce
Leu

cag

tct
Ser
1

tgc
Cys

ccy
Pro

tgg
TIp

aac
Asn
143

gtg
val

acc
Thr

gac
ASp

cca
Pro

gaa

-18

gct
Ala

tte
Phe

ctg
Leu

agt
Sar
S0

gac
Asp

atc
Ile

cca
Pro

cct
Pro

ctc
Leu
130
gga

ggc
Gly

aag
Lys

gac
Asp
as

gta
Val

aac
Asn

acc
Thr

cag
Gln

tcy
Ser
115

tge
Cys

Cys Pro Xaa Glu Thr Gln Glu Gly
140 145

57

105

153

201

249

297

345

393

441

489

534

$94
623
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<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> péptido_senal

<222>32..73

<223> matriz de von Heijne

<400> 27

ES 2330903 T3

aactttgcct tgtgttttce accctgaaag a atg ttg tgg ctg ctc ttt trt
Met Leu Trp Leu Leu Phe Phe

ctg
Leu

gct
Ala
10

tat

Tyr

tte
Phe

gtc
Val

aca
Thye

gee
Ala
%20

gac
Asp

atg
Met

tgc
cys

caa
Gln

rat
Xaa
170
ccc
Pro

gat
AsSp

attaaacatt tgtttctgtg tgactgcectga gcatcoctgaa ataccaagag cagatcatatc
wttttgtttc accattcttec tittgtaata aattttgaat gtgettgaaa aaaaaaasaa

[~4

<210> 28
<211> 14
<212> PRT

gty
val

(44
Phe

gce
Ala

tece
Ser

cta
Leu

gac
Asp
75

aca
Ile

caa
Gln

gac
Asp

atc
Ile

cgt
Arg
185
aak
Xaa

‘ctg

Leu

gag
Glu

act
Thr
-5

aaa
Lys

tgg
Txp

atg
Met

ctt
Ley
60

cct
Pro

aga
Arg

act
Thr

cca
Pro

ate
Ile
140
ada
Xaa

tgt
Cys

gac
Asp

ags
Arg

<213> Homo sapiens

<220>

<221> SENAL

gce
Ala

gtg
Val

gat
Asp

aga
Arg
45

tgc
Cys

teca
Ser

atg
Met

ctg
Leu

tce
Ser
128
aca
Ile

ara
Xaa

gaa
Glu

atg
Met

cte
Leu
205

att
Ile

aga
Arg

acc
Thr
30

-daad

Lys

aat
Asn

aaa
Lys

aac
Asn

gaa
Glu
110
gtg
val

gtt
val

aag
Lys

aac
Asn

aag
Lys
190
ace
Thr

cat
His

ctt
Leu

13
aat

Asn

gtt
val

gta
val

aat
Asn

aag
Lys
95

(2 o
Phe

cce
Pro

gca
Ala

a4a&C
Asn

atg
Met
178

g3a
Gly

cct
Pro

gct
Ala

agt
Ser

gaa
Glu

cce
Pro

ace
Thr

cac

His

80
aac

Asn

tta
Leu

ate
Ile

att
Ile

aaa
Lys
160
ate
Ile

999
Gly

ctc
Leu

gaa
Glu
1

atc
Ile

gaa
Glu

aac
Asn

cag
Gln
(31

ace
Thr

cgg
Ary

aaa
Lys

tag
Trp

gca
Ala
145
gaa
Glu

aca
Thr

cat
His

ctc
Lau

aga
Arg

tac
Tyr

aga

atc
Ile

acc
Ile

att
Ile
130
cta
Leu

cca
Pro

att
Ile

attc
Ile

tgt
Cys

aca
Thx

cte
Leu
35

gaa
Glu

gta
Val

cet
Pro

aac
Aan

cct

Pro
115

att
Ile

ctg
Leu

tct
Ser

gaa
Glu

aat
Asn
193

caa
Gln

act
Ala
20

tLe
Phe

gca
Ala

tCca
Ser

gct
Ala

aat
Asn
100
tcec
Ser

ata
Ile

att
1le

gaa
Glu

aat
Asn
180
gat
Asp

cca
Pro
S

ctg
Leu

aaa
Lys

aca
Thr

tte
Phe

gtt
Val

8s
gec
Ala

aca
Thr

tte
fhe

tta
Leu

gtg
Val
165
ggc
Gly

gcc
Ala

ggt
Gly

gga
Gly

geg
Ala

gaa
Glu

tgg
Trp
70

gag
Glu

tee
Phe

ctt
Leu

qqt
Gly

tca
Ser
150
gat
Asp

ate
Ile

ttc
Phe

-10
gca
Ala

gat
Asp

atg
Met

att
Ile
58

ttt
Phe

gtg
val

[ 44 4
Phe

gca
Ala

gtg
Val
135

999
Gly

gac
Asp

cce
Pro

atg
Met

gaa
Glu

aaa
Lys

gta
val
40

tce
Ser

gtg
Val

caa
Gln

cta
Leu

cca

Pxro
120

ata

Ile.

atc
Ile

gct
Ala

tct
Ser

aca
Thx
200

aat
Asn

gca
Ala
25

gct
Ala

cat
His

gtt
val

tca
Sex

aat
Asn
105
cce
Pro

(£34
Phe

tag
Trp

gaa
Glu

gat
Asp
188
gag
Glu

tgaaqggctg ttgttctget tectcaaraa

10

52

100

148

196

344

192

340

es

436

484

$32

580

628

676

727

787
847
648
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<222>1..14

<223> matriz de von Heijne
puntuacién 10,7
sec LWLLFFLVTAIHA/EL

<400> 28

Met Leu Trp Leu Leu Phe Phe Leu Val
1 5

<210> 29

<211>25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido

<400> 29

gggaagatgg agatagtatt gectg

<210> 30

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Olignucleétido

<400> 30
ctgccatgta catgatagag agattc

<210> 31

<211> 546

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<220>

<221> promotor
<222>1..517

<221> sitio de inicio de la transcripcién

<222> 518

<221> unién_proteina
<222>17..25

<223> prediccién por matinspector
nombre CMYB_01
puntuacién 0,983
secuencia tgtcagttg

<221> unién_proteina
<222> complemento (18..27)

<223> prediccién por matinspector
nombre MYOD_Q6
puntuacién 0,961
secuencia cccaactgac

ES 2330903 T3

10

11

Thx Ala Ile His Ala

25

26
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<221> unién_proteina
<222> complemento (75..85)

<223> prediccién por matinspector
nombre S8_01
puntuacién 0,960
secuencia aatagaattag

<221> unién_proteina
<222>94..104

<223> prediccién por matinspector
nombre S§_01
puntuacién 0,966
secuencia aactaaattag

<221> unién_proteina
<222> complemento (129..139)

<223> prediccién por matinspector
nombre DELTAEF1_01
puntuacién 0,960
secuencia gcacacctcag

<221> unién_proteina
<222> complemento (155..165)

<223> prediccién por matinspector
nombre GATA_C
puntuacién 0,964
secuencia agataaatcca

<221> unién_proteina
<222>170..178

<223> prediccién por matinspector
nombre CMYB_01
puntuacién 0,958
secuencia cttcagttg

<221> unién_proteina
<222>176..189

<223> prediccién por matinspector
nombre GATA1_02
puntuacién 0,959
secuencia ttgtagataggaca

<221> unién_proteina
<222> 180..190

<223> prediccién por matinspector
nombre GATA_C
puntuacién 0,953
secuencia agataggacat

<221> unién_proteina
<222>284..299

<223> prediccién por matinspector

nombre TAL1ALPHAE47_01

puntuacién 0,973
secuencia cataacagatggtaag
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<221> unién_proteina
<222> 284..299

<223> prediccién por matinspector
nombre TAL1BETAE47_01
puntuacién 0,983
secuencia cataacagatggtaag

<221> unién_proteina
<222> 284..299

<223> prediccién por matinspector

nombre TAL1BETAITF2_01

puntuacién 0,978
secuencia cataacagatggtaag

<221> unién_proteina
<222> complemento (287..296)

<223> prediccién por matinspector
nombre MYOD_Q6
puntuacién 0,954
secuencia accatctgtt

<221> unién_proteina
<222> complemento (302..314)

<223> prediccién por matinspector
nombre GATA1_04
puntuacién 0,953
secuencia tcaagataaagta

<221> unién_proteina
<222> 393..405

<223> prediccién por matinspector
nombre IK1_01
puntuacién 0,963
secuencia agttgggaattcc

<221> unién_proteina
<222> 393..404

<223> prediccién por matinspector
nombre IK2_01
puntuacién 0,985
secuencia agttgggaattc

<221> unién_proteina
<222> 396..405

<223> prediccién por matinspector
nombre CREL_01
puntuacién 0,962
secuencia tgggaattcc

<221> unién_proteina
<222>423..436

<223> prediccién por matinspector
nombre GATA1_02
puntuacién 0,950
secuencia tcagtgatatggca

ES 2330903 T3
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<221> unién_proteina
<222> complemento (478..489)

<223> prediccién por matinspector
nombre SRY_ 02
puntuacién 0,951
secuencia taaaacaaaaca

<221> unién_proteina
<222> 486..493

<223> prediccién por matinspector
nombre E2F_02
puntuacién 0,957
secuencia tttagcge

<221> unién_proteina
<222> complemento (514..521)

<223> prediccién por matinspector
nombre MZF1_01
puntuacién 0,975
secuencia tgagggga

<400> 31

tgagtgcagt gttacatgtc agttgggtta agtttgttaa tgtcattcaa
tcttgatttg cctgctaatt ctattatttc tggaactaaa ttagtttgat
gttattgact gaggtgtgct aatctcccat tatgtggatt tatctatttc
gataggacat tgatagatac¢ ataagtacca ggacaaaagc agggagatct
atcaggagaa aaaaatgaca tctggaaaac ctatagggaa aggcataaca
atactttatc ttgagtagga gagcctrcocet gtggcaacgt ggagaaggga
gaattgagga gtcagctcad ttagaagcag ggagttggga attccgttca
catcagtgat atggcaaatg tgggactaag ggtagtgatc agagggttaa
tttgttttag cgctqectggg gcatcgeckt gggtccccte aaacagattce

cttcat
<210> 32
<211>23
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Oligonucleétido

<400> 32
gtaccaggga ctgtgaccat tgc

<210> 33

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido

<400> 33
ctgtgaccat tgctcccaag agag

<210> 34
<211> 861

14

atcttctatg
ggttctatta
ttcagttgta
tttttccaaa
gatggtaagyg
agaggtcgta
tgtgatttag
aattgtgtgt
ccatgaatct

60
120
180
240
300
160
420
480
540
546

23
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<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> promotor

<222>1..806

<221> sitio de inicio de la transcripcién
<222> 807

<221> unién_proteina
<222> complemento (60...-70)

<223> prediccién por matinspector
nombre NFY_Q6
puntuacién 0,956
secuencia ggaccaatcat

<221> unién_proteina
<222>170..77

<223> prediccién por matinspector
nombre MZP1_01
puntuacién 0,962
secuencia cctgggga

<221> unién_proteina
<222>124..132

<223> prediccién por matinspector
nombre CMYB_01
puntuacién 0,994
secuencia tgaccgttg

<221> unién_proteina
<222> complemento (126..134)

<223> prediccién por matinspector
nombre VMYB_02
puntuacién 0,985
secuencia tccaacggt

<221> unién_proteina
<222>135..143

<223> prediccién por matinspector
nombre STAT 01
puntuacién 0,968
secuencia ttcctggaa

<221> unién_proteina
<222> complemento (135..143)

<223> prediccién por matinspector
nombre STAT 01
puntuacién 0,951
secuencia ttccaggaa

<221> unién_proteina
<222> complemento (252..259)

<223> prediccién por matinspector
nombre MZF1 01
puntuacién 0,956
secuencia ttggggga
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<221> unién_proteina
<222> 357..368

<223> prediccién por matinspector
nombre IK2_01
puntuacién 0,965
secuencia gaatgggatttc

<221> unién_proteina
<222> 384..391

<223> prediccién por matinspector
nombre MZF1_01
puntuacién 0,986
secuencia agagggga

<221> unién_proteina
<222> complemento (410..421)

<223> prediccién por matinspector
nombre SRY_02
puntuacién 0,955
secuencia gaaaacaaaaca

<221> unién_proteina
<222> 592..599

<223> prediccién por matinspector
nombre MZF1_01
puntuacién 0,960
secuencia gaagggga

<221> unién_proteina
<222> 618..627

<223> prediccién por matinspector
nombre MYOD_Q6
puntuacién 0,981
secuencia agcatctgcc

<221> unién_proteina
<222> 632..642

<223> prediccién por matinspector
nombre DELTAEF1_01
puntuacién 0,958
secuencia tcccaccttce

<221> unién_proteina
<222> complemento (813..823)

<223> prediccién por matinspector
nombre S8_01
puntuacién 0,992
secuencia gaggcaatcat

<221> unién_proteina
<222> complemento (824..831)

<223> prediccién por matinspector
nombre MZF1_01
puntuacién 0,986
secuencia agagggga

ES 2330903 T3
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<400> 34

tactataggg
tgattggtce
cggktgaccgt
ctcagagggc
ggagcatyce
aaytcaggge
gggatttcag
ccaaatcaag
agtcggaact
caagcagtgt
tgggttcteg
tgcetgager
ttggaaccca
tcctgatggt
tctettagga

<210> 35
<211>20
<212> ADN

cacgcgtggt
ctggggaagg
tggattcctg
eaggcacgag
ttceecccaac
ccaascagaa
gttagncagg
gtaacttget
ccctaccact
gagaacatgg
cccaaagage
gtttggacaa
atacctagge
cctttaggtt
gcaatggtca

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido

<400> 35

ctgggatgga aggcacggta

<210> 36
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido

<400> 36

gagaccacac agctagacaa

<210> 37

<211> 555

<212> ADN
<213> Homo sapiens
<220>

<221> promotor
<222>1..500

<221> sitio de inicio de la transcripcion

<222> 501

<221> unién_proteina
<222>191..206

<223> prediccién por matinspector
nombre ARNT_01

puntuacién 0,964

secuencia ggactcacgtgctgct

ES 2330903 T3

cgacggccgg
tctggcectgge
gaagcagtag
ggaaggtcag
cctggettsc
scacaggcce
gtgagaggqg
ccettetget
ttcaggagag
ctggtagagg
atctgceccat
aaatccaaac
ttacaggcca
tgggcacaaa
1~

getgttctgg
tccagcacag
ctgtectgte
aggagaaggs
ycttggymam
aktcntgget
aggctctetg
acgggccttg
tggttttagg
ctctagctgt
ttcectacett
cccacttggc
tcctgageca
atataattge

17

agcagagage
tgaggcattt
tggatctggt
aggsarxggcc
agggcegktty
smaagcacaa
gettagteet
getcttggett
cccglgggyc
gtgcgaggce
ccetteteee
tactctggcece

ggggcctetg
ctctecectce

atgtcagtaa
aggtatetct
agggacaggg
cagtgagarg
tgggmacttr
tagcctgaat
gerregeeet
gtectcacee
tgttcegtte
tgaaggggag
accagaagct
tggctrcage
gaaattctct
tcccattrte

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
861

20

20
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<221> unién_proteina
<222>193..204

<223> prediccién por matinspector
nombre NMYC_01
puntuacién 0,965
secuencia actcacgtgctg

<221> unién_proteina
<222> 193..204

<223> prediccién por matinspector
nombre USP_01
puntuacién 0,985
secuencia actcacgtgctg

<221> unién_proteina
<222> complemento (193..204)

<223> prediccién por matinspector
nombre USP_01
puntuacién 0,985
secuencia cagcacgtgagt

<221> unién_proteina
<222> complemento (193..204)

<223> prediccién por matinspector
nombre NMYC_01
puntuacién 0,956
secuencia cagcacgtgagt

<221> unidén_proteina
<222> complemento (193..204)

<223> prediccién por matinspector
nombre MYCMAX_02
puntuacién 0,972
secuencia cagcacgtgagt

<221> unién_proteina
<222>195..202

<223> prediccién por matinspector
nombre USF_C
puntuacién 0,997
secuencia tcacgtgc

<221> unién_proteina
<222> complemento (195..202)

<223> prediccién por matinspector
nombre USF_C
puntuacién 0,991
secuencia gcacgtga

<221> unién_proteina
<222> complemento (210..217)

<223> prediccién por matinspector
nombre MZF1_01
puntuacién 0,968
secuencia catgggga

ES 2330903 T3
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<221> unién_proteina
<222>397..410

<223> prediccién por matinspector
nombre ELK1_02
puntuacién 0,963

secuencia ccctccggaagect

<221> unién_proteina
<222> 400..409

<223> prediccién por matinspector
nombre CETS1P54_01
puntuacién 0,974

secuencia tccggaagec

<221> unién_proteina
<222> complemento (460..470)

<223> prediccién por matinspector
nombre AP1_Q4
puntuacién 0,963

secuencia agtgactgaac

<221> unién_proteina
<222> complemento (460..470)

<223> prediccién por matinspector
nombre AP1FJ_Q2
puntuacién 0,961

secuencia agtgactgaac

<221> unién_proteina
<222> 547..555

<223> prediccién por matinspector
nombre PADS_C
puntuacién 1,000
secuencia tgtggtctc

<400> 37

ctakagggca
aggacagcat
kawaagetca
aggaactgac
gagcagtcag
cattcetgte
gttgctctge
cgtgtecttct
ttttgeectee
tagctgtgtg

<210> 38
<211> 19
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucleétido

cgcktggteg
ttgtkacatc
gcaceggtge
ggactcacgt
acagtgectg
tgcactagta
ccatggtccecc
gectgeoteee
tcaatcttcte
gtcte

ES 2330903 T3

acggcceggag
tggtctactg

ccatcacagg
gectgetecgt
ggatagagtg
acktccecaacce
actgcagace
gctcacatce
ttgtcttagt

ctggtetggt
caccttceet
gcecggeagea
cccecatgage
agagttcagce
tagatgtgaa
caggcaccct
cacacttgtg
cccatectet

19

ctgtkgtgga
ctgecgtgea
cacacatcee
tcagtggacc
cagtaaatcc
aacttagttc
ccggaagect
ttcagtcact
gttcccetgg

gtcgggtrga
cttggecttt
attactcaga
tgtcratgta
aagtgattgt
tttctcatag
ggaaatcacc
gagttacaga
ccagtttgte

60
120
180
240
300
360
420
480
540
555
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<400> 38
ggccatacac ttgagtgac

<210> 39

<211> 19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido

<400> 39
atatagacaa acgcacacc

<210> 45

<211> 2036

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<220>

<221> CDS
<222>276..1040
<221> péptido_sefial
<222>276..485

<223> matriz de von Heijne
puntuacién 3,9

sec SVIGVMLAPFTAG/LS

<221> sitio de poli A
<222>2024..2036

<400> 45

gatcctgggt gcagctcatce
tggctggaca gttccaagaa
agaaagttag cccagtgcat
tegbgegtgt ggctggacteg
atcrtacacc atatgtgget

ES 2330903 T3

acaagcgtcy gggrgcagca aaaccatcca ggctggacag
aagaaacgct tcaccgaaga agtcattgaa tacttccaga
ctgaaaatcc tgctgactag cgatgaagcoc tggaagagat
cccagggaag aagcagatgc tctctatgaa gctctgaaga
attgaggaca aagac atg cag caa aaa gaa cag

Met Gln Gln Lys Glu Gln
-70 ~65

cag ttt agg gag tgg ttt ttg aaa gag ttt cct caa atclaga tgg aag
Gln Phe Arg Glu Trp Phe Leu Lys Glu Phe Pro Gln Ile Arg Trp Lys

~55 -50

att cag gag tcc ata gaa agg ctt cgt gtc att gca aat gag att gaa

20

60
120
180
240
293

341

389

19

19
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Ile

aag
Lys

ggc
Gly

ctg

gce
Ala

tca
Sex

ttg
Leu

tce
Ser
65

gte
val

gct
Ala

999
Gly

gee
Ala

gac
Asp
145
ctg
Leu

cat
His

Gln

gtc
val

atce
Ile
-15
age
Serx

acg
Thx

gea
Ala

gayg
Glu
50

tte
Phe

cat
Hia

tag
Txp

gce
Ala

act
Thr
130
tca
Serx

agg
Arg

atc
Ile

Glu

cac
His
-30
ctg
Leu

ctg
Leu

get
Ala

gaa
Glu
kY]

gca
Ala

gca
Ala

aca
Thr

cga
Arg

cce
Pxo
1158
tca
Ser

ctg
Leu

cag
Gln

cat
His

Ser
~4S
aga
Arg

tct
Ser

agc
Ser

999
aly
20

ctc
Leu

tta
Leu

ctt
Leu

cte
Leu

tat
YT
100
acc
Thx

agt
Gly

gac
Asp

.tg9

TIp

cag
Gln
1680

Ile

ggc¢
Cly

gtc
val

ate
Ile

ate
Ile

aca
Thr

agg
Arg

gat
Asp

agg
Arg
85

gta
val

cgd
Arg

gte
val

ttg
Leu

gct
Ala
165
agt
Ser

Glu

tge
Cys

att
1le

act

gece
Ala

gece
Ala

gac
Asp

ttt
Phe
70

aga
Arg

cct
Pro

ata
Ile

cte
Leu

cac
His
150
cag
Gln

cta
Leu

ES 2330903 T3

Ary

gtc
Val

ggc
Gly
~-10
gca
Ala

tee
Ser

age
Ser

att
Ile
55

gac
Asp

tct
Ser

ata
1le

gtg
val

gtt
val
138
aag
Lys

gag
Glu

aaa
Lys

Leu

ate
Ile
~-25
gtt
val

gct
Ala

agce
Ser

agg
Axrg
40

ctg
Leu

gaa
Glu

aax
Lys

aat
Asn

aga
Axg
120
gtg
val

999
Gly

ctg
Leu

gca
Ala

Axrg Val Ile Ala

-40
gce
Ala

atg
Met

999
Gly

atce
Ile
25

ctg
Leu

cat
His

gce
Ala

gce
Ala

gtt
val
208
aza
Lys

cty
Leu

gaa
Glu

gag
Glu

ggc
Gly
188

aat
Asn

ttg
Leu

gta
val
10

gtg
val

act
Thr

gac
Asp

aca
Thr

act
Thr
90

gttc
Val

gta
val

gat
Asp

aaa
Lys

gag
Glu
170

gtg
Val

gca
Ala

999
Gly

gagq
Gly

gca
Ala

atec
Ile

aaa
Lys
75

gtt
Val

gag
Glu

gce
Ala

gta
val

tce
Ser
158
aat
Asn

gtg
Val

cca
Pro
-5

ctg
Leu

aac
Asn

ace
Thr

aca
Thr
60

atg
Met

gga
Gly

aca
Thr

<gg8
Arg

gtc
Val
140
gag
Glu

ctc
Leu

Asn

tect
Ser
-20
tee
Phe

gga
Gly

aca
Thr

agc
Ser
45

cce
Pro

ate
Ile

cgce
Arg

ctg
Leu

3ac
Asn
125
aac
Asn

tct
Serx

aatc
Asn

alu
-35

ggce
Gly

aca
Thr

ata
Ile

tac
Tyr
310

act
Thr

aat
Aan

gcg
Ala

cet
Pro

aga
Axg
110
ctg
Leu

cte
Leu

gct
Ala

gag
Glu

1le

tce-

Ser

gca
Ala

gca
Ala
15

aca
Thr

gac
Asp

gtg
val

aat
ASn

ttg
Leu
95

ACa
Thr

ggc
Gly

gtg
val

gag
Glu

ctc
Leu
175

taggcccaat tgttgcecggga

Glu

act
™hr

999
Gly

tct
Sax

agg

caa
Gln

ctt
Leu

gat
Asp
B8O

att
Ile

egt
Axrg

aag
Lys

caa
Gln

ttg
Leu
160
acc

agtcagggac
agattrcatg
ctttacecgca
atcaatacec
gaggagggtg
agcatgtgtg
aatcgttcag
cagagtcata
tcagcaagga
tcecttgagtg
ccatagtgct
ccggtegete
acctcattag

-cacttgectt

attcaracac
gtgaggcate
ttcaaaaaaa

cccaaacqgga
gacatttatt
atctctaaxc
ttgtgattte
tatgtcacct
tttgaacaat
gggataagag
tttettttee
acatccctga
tggccatett
cccaggeteta
tcaaaaccct
caattttaat
gtgatattct
teeecteecct
acggaaccta
aaaaaa

gggactgget
agttccccaa

acaaattgtyg
ttatgectgt
caggaccatg
atgaaatctg
agataacctt
ttcaaaagca
gaaagagaat
ctatggtcga
ttaggaagag
gtcteoetgat
ttcteeccgg
attaccttgt
tttggaagte
ctgatgtgty

gaagcecatgg
attaatactt
aagatttcat
ctttacttta
tgataattge
ggcaccttga
aaactctgac
aatgggagaa
gcacccctga
gactgtaggg
gaaattcceyg
aagatgttat
tcctgtggtc
gaagtaggtg
cctaataaaa
atgtctccce

cagaagaacy
ttataattte
ggacacttat
atctcctaat
gttaactgca
2azaagaaca
caacagtgag
atatcgctga
gggtgggtcet
atgasataaa
cctaataaat
caatgacaat
ctgtgatctc
atctttgtga
acttgctggt
tggacaccta

tggattgtga
ctatgectgt
cacttcceca
cctgtcaget
caaattgtag
ggataacage
ccgyggtggag
attcttrctte
ataaatggec
cceccagtcete
tttggtcaga
ggtgectgaa
accetgecte
cccacacect
tttgcagett
gctttaaaat

<210> 146
<211> 255
<212> PRT

21

437

485

533

S81

629

677

728

773

821

863

917

968

1013

1060

il20
1180
1240
1300
1360
1420
1480
1540
1800
1660
1720
1780
1340
1900
1960
2020
2036
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<213> Homo sapiens

<220>
<221> SENAL
<222> -70..-1

<400> 146

Met Gln

-70

Pro 4ln
Ile Ala
val val

Ala Pro

Gln Lys
Ile Arg

Asn Glu

-3s5

Ser Gly

-20

-5

Gly Leu
Glu Asn
Ala Thr

Ile Thr

Lys
75

val
Glu
Ala
val
Ser

155
Asn

Phe Thr
Gly Ile

Thx Tyr

30

Ser Thr

45

60

NMet Ile Ala Asn

Gly
Thr
Arg
val
140
Glu

Leu

Pro Asn

Arg Pxo

Leu Arg

Glu

Trp
-50
Ile
Ser
Ala
Ala
1S

Thr
Asp

Val

95

110

Aen Leu

125

Asn Leu

Ser Ala

Asn Glu

Leu

Gly
val
Glu

Leu

Gln
~-65
Lys
Glu
Thr
Gly
Sex
Arg
Gln

Leu

ES 2330903 T3

Gln Phe
Ile Glo
Lys val

Gly Ile

Axrg Glu

-60

-45

-3¢0

~15

Leu Ser
Ala Thr
Ser Ala

Leu Glu

S

20

3§

50

Ser Phe

113

Asp Val
Ile Ala
Thx Arg Gly
Lys Ala

Gln Asp

145

Leu Leu

160

175

Thr His

His
Txp
Ala
Thr
130
Ser

Arg

Ile

Thr Levu

Arg Tyr
100

Pro Thr

115

Ser Gly

Leu Asp

Gln Trp

His Gln
180

22

Arg
Val
Arg
val
Leu
Ala

165
Ser

Trp Phe Leu Lys
Glu Ser Ile Glu Arg Leu

His Arg Gly Cys val Ile

Glu

Arg

Phe

-55

-40

-25

Leu Ser Val 1le Gly Val

~10

Leu Ser Ile Thr Ala Ala
Ala Gly Ile Ala Ser Ser

Glu Leu Thr Ala Ser Arg

Ala
Met
Gly

Ile

val

Aan

Leu

val

10

as

40

Ala Leu Arg Asp Ile Leu

55

Ala Leu Asp Phe Asp Glu

70
Arg Ser

Pro Ile

Ile Val

Len Val
135

His Lys

150

Gln Glu

Leu Lys

Lys
Asn
Arg
120
val
Gly
Leu

Ala

Leu

His

Ala

Ala
val
108
Lys
Leu
Glu
Glu

Gly
185

val
Thr
ASp

Thr

Thr
90

Val
vVal
Asp
Lys

Glu
170
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