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DESCRIPCION

Un nuevo componente en la via de sefializacién de hedgehog.
Campo técnico

La presente invencién se refiere a nuevas moléculas, tales como proteinas, polipéptidos y nucleétidos, implicados
en la via de sefializacién de hedgehog con una supuesta implicacion en el desarrollo embrionario y carcinogénesis. La
invencion también se refiere a diversos usos nuevos y ventajosos de las moléculas de acuerdo con la invencién, por
ejemplo, en el diagnéstico y terapia.

Antecedentes

En el estudio del desarrollo de las células, la mosca de la fruta se ha usado ampliamente como modelo, ya que es
menos compleja que las células de mamifero.

La formacién de patrones tiene lugar a través de una serie de etapas ldgicas, reiteradas muchas veces durante el
desarrollo de un organismo. Visto desde una perspectiva evolutiva mas amplia, entre las especies, se observa el mismo
tipo de formaciones de patrones reiterativos. Se ha descrito el dogma central de la formacion de patrones (Lawrence
y Struhl, 1996). Se definen tres etapas interbloqueantes y solapantes. En primer lugar, la informacién posicional en
forma de gradientes morfogénicos sitda las células en etapas no solapantes, encontrando cada conjunto un comparti-
miento. En segundo lugar, cada uno de estos compartimientos adquiere una direccion genética, como resultado de la
funcién de genes “selectores” activos, que especifican el destino celular en un compartimiento y también muestran a
las células y sus descendientes como comunicarse con células en los compartimientos adyacentes. La tercera etapa
implica interacciones entre células en compartimientos adyacentes, iniciando nuevos gradientes morfogénicos, que
organizan directamente el patrén.

Tomando estas etapas con mayor detalle, se descubre que la primera etapa en la formacién de patrones es la defini-
cion de conjuntos de células en cada primordio. Las células se sitian de acuerdo con sus posiciones con respecto a los
ejes dorsoventral y anterior/posterior por gradientes morfogénicos. La asignacion de las células en el eje dorsoventral
constituye las capas germinales, tales como el mesodermo y el neuroectodermo.

En la segmentacidn, la segunda etapa (la especificacion del destino celular en cada compartimiento) se realiza pero
por el gen engrailed y los elementos del complejo bitérax. Engrailed define los compartimientos anterior y posterior
tanto en la segmentacién como en la especificacién de extremidades.

La tercera etapa en la formacién de patrones, la secrecion de morfogenes, funciona diferenciando los patrones
en los compartimientos (y estableciendo de este modo la polaridad de los segmentos). Inicialmente, todas las células
en un compartimiento son equipolentes, pero llegan a diversificarse para formar el patrén. La formacién de patrones
depende de los gradientes de morfogenes, gradientes iniciados a lo largo de los limites del compartimiento. Dichos
gradientes se establecen por una sefial de corto alcance en todas las células del compartimiento en el que es activo
el gen selector engrailed mencionado anteriormente. Para la polaridad de los segmentos, esta sefial es Hedgehog.
En el compartimiento adyacente, el gen selector estd inactivo, asegurando que las células sean sensibles a la sefial.
El intervalo de sefial de Hedgehog es probablemente sélo de unas pocas filas de células; las células respondedoras
llegan a formar una fuente lineal de un morfogén de largo alcance, que se difunde hacia el exterior en todas las direc-
ciones. Existen tres Hedgehog conocidas, Sonic (SHH), Indian (IHH) y Desert (DHH). Las proteinas que codifican
pueden sustituirse entre si, pero en animales de tipo silvestre, sus distintas distribuciones provocan actividades tnicas.
SHH controla la polaridad del crecimiento de las extremidades, dirige el desarrollo de las neuronas en el tubo neural
ventral y forma patrones de somitos. IHH controla el desarrollo del hueso endocondral y DHH es necesaria para la
espermiogénesis. Los genes de hedgehog de vertebrados se expresan en muchos tejidos diferentes, incluyendo el sis-
tema nervioso periférico, el cerebro, los pulmones, el higado, los rifiones, los primordios dentales, los genitales y el
endodermo del intestino posterior y el intestino anterior.

Por tanto, se han identificado los genes de polaridad de los segmentos en las moscas como mutaciones, que cam-
bian el patrén de las estructuras de los segmentos corporales. Mutaciones en estos genes provocan que los animales
desarrollen los patrones cambiados en las superficies de los segmentos corporales, afectando los cambios al patrén a
lo largo del eje de la cabeza a la cola. Por ejemplo, mutaciones en el gen patched provoca que cada segmento corporal
se desarrolle sin las estructuras normales en el centro de cada segmento. En su lugar, hay una imagen especular del
patrén normalmente encontrado en el segmento anterior. Por tanto, las células en el centro del segmento componen las
estructuras erréneas, y las dirigen en la direccion incorrecta con referencia a la polaridad de la cabeza a la cola global
del animal.

Se conocen aproximadamente dieciséis genes de esta clase. Las proteinas codificadas incluyen quinasas, facto-
res de trascripcién, una proteina de unién celular, dos proteinas secretadas llamadas wingless (WG) y la Hedgehog
mencionada anteriormente (HH), una proteina transmembrana tnica llamada patched (PTC) y algunas proteinas nue-
vas no relacionadas con ninguna proteina conocida. Se cree que todas estas proteinas trabajan juntas en las vias de
sefializacién que informan a las células acerca de sus alrededores para establecer los destinos celulares y polaridades.
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Se ha propuesto PTC como un receptor para la proteina HH en base a experimentos genéticos en moscas. Un
modelo para la relacién es que PTC funciona a través de una via muy desconocida para inactivar su propia trascripcion
y la trascripcion del gen de polaridad de segmentos wingless. Este modelo propone que la proteina HH, secretada por
células adyacentes, se une al receptor PTC, lo inactiva y de este modo evita que PTC anule su propia trascripcién y la
de wingless. Varios experimentos han demostrado acontecimientos coordinados entre PTC y HH.

El gen patched humano (PTCH) se identificé recientemente como el gen responsable del sindrome de carcinoma
de células basales nevoides (NBCCS), también conocido como el sindrome de Gorlin, que es un trastorno dominante
autosémico que predispone a cdncer y a defectos en el desarrollo (Gorlin (1995) Dermatologic Clinics 13:113-125)
caracterizado por multiples carcinomas de células basales (BCC), meduloblastomas y fibromas de ovario asi como
numerosas anormalidades en el desarrollo (Hahn, H., Wicking, C., Zaphiropoulos, P.G., Gailani, M.R, Shanley, S.,
Chidambaram, A., Vorechovsky, I., Holmberg, E., Undén, A.B., Gillies, S., Negus, K., Smyth, L., Pressman, C., Leffell,
DJ., Gerrard, B., Goldstein, A.M., Dean, M., Toftgard, R., Chenevix-Trench, G., Wainright, B. y Bale, A.E. (1996):
“Mutations of the human homolog of Drosophila patched in the nevoid basal cell carcinoma syndrome”, Cell 85, 841-
851; y Jonson, R.L., Rothman, A.L., Xie, J., Goodrich, L.V., Bare, J.W., Bonifas, .M., Quinn, A.G., Myers, R.M.,
Cox, D.R, Epstein, E.H. Jr y Scout, M.P. (1996): “Human homolog of patched a candidate gene for the basal cell
nevus syndrome”, Science 272, 1668-1671). PTCH codifica un receptor de membrana del dominio amino terminal
escindido autoliticamente (proteina con corte y empalme) de sonic hedgehog (SHH) (Mariano, V., Davey, R.A., Zuo,
Y., Cunningham, J.M. y Tabin, C.J. (1996): “Biochemical evidence that patched is the Hedgehog receptor”, Nature
384, 176-179; y Stone, D.M., Hynes, M., Armanini, M., Swanson, T.A., Gu, Q., Johnson, R.L., Scott, M.P., Pennica,
D., Goddard, A., Phillips, H., Noll, M., Hooper, J.E. de Sauvage, F. y Rosenthal, A (1996): “The tumor-suppressor gene
patched encodes a candidate receptor for Sonic hedgehog”, Nature 384, 129-134). En el estado de no-sefializacion, se
cree que PTCH inhibe la sefializacién consecutiva de otras proteinas de membrana, smoothened (SMO), sin embargo,
la unién de SHH a PTCH alivia esta inhibicién (Goodrich, L.V., Milenkovic, L., Higgins, K.M. y Scott, M.P. (1997):
“Altered neural cell fates and medullablastom in mouse patched mutants”, Science 277, 1109-1113). Esta cascada de
acontecimientos de sefializacién, mejor caracteriza in Drosophila, también implica varios componentes intracelulares
incluyendo fused (una serina treonina quinasa), el supresor de fused, costal 2, y cubitus interruptus (Ruiz i Altaba,
A.: “Catching a Glimpse of Hedgehog” (1997) Cell 90, 193-196). El dltimo es un factor de trascripcién que regula de
forma positiva la expresién de genes diana que también incluyen PTCH.

Se han identificado mutaciones en el gen de PTCH en BCC esporddicos y familiares (Gailani, M.R., Stahle-
Bickdahl, M., Leffell, D.J., Glynn, M., Zaphiropoulos, P.G., Pressman, C., Undén, A.B., Dean, M., Brash, D.E., Bale,
A.E. y Toftgard, R (1996): “The role of human homologue of Drosophila patched in sporadic basal cell carcinomas”
Nature Genet. 14, 78-81). La ausencia de la proteina PTCH normal en estas células permite que suceda la sefializacion
constitutiva de SMO, provocando la acumulacién de ARNm de PTCH mutantes (Undén, B.A., Zaphiropoulos, P.G.,
Bruce, K., Toftgard, R., y Stahle-Backdahl, M. (1997): “Human patched (PTCH) mRNA is overexpressed consistently
in tumor cells of both familial and sporadic basal cell carcinoma”, Cancer Res. 57, 2336-2340).

El documento WO 96/11260 describe el aislamiento de genes patched y el uso de la proteina PTC para identificar
ligandos, diferentes al ligando Hedgehog establecido, que se unan al mismo.

Sin embargo, atn existe la necesidad de comprender adicionalmente la sefializacién celular de SHH/PTCH, que
puede proporcionarse por la descripcion de genes adicionales, péptidos y proteinas implicados en la misma.

Sumario de la invencion

La presente invencion proporciona una etapa significativa dirigida al entendimiento de la via descrita anteriormen-
te. Se ha clonado y secuenciado un nuevo gen tipo patched humano (PTCH2) por una combinacién de andlisis de
bibliotecas de ADNc y RACE. Se han identificado varias formas de ARNm con un corte y empalme alternativo de PT-
CH2, incluyendo transcritos que carecen de segmentos que se cree que estdn implicados en la unién de sonic hedgehog
(SHH) y ARNm con exones en el extremo 3’ terminal definidos de forma diferente. Por consiguiente, la invencién
se refiere a dos variantes de corte y empalme que producen diferentes extremos C-terminales como se describe en la
Figura 2B.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 muestra la secuencia genémica de la SEC ID N° 5, en la que los exones y los intrones estan indicados
en la secuencia gendmica del nuevo gen de patched 2 humano.

La Figura 2A describe una comparacion de secuencia de aminoacidos de las secuencias de PTCH2 (lineas supe-
riores) y PTCHI (lineas inferiores) humanas.

La Figura 2B es una representacion de los acontecimientos de corte y empalme alternativos que producen diferentes
extremos C-terminales.

La Figura 2C es una representacién de las diferentes variaciones de transcritos que han sufrido corte y empalme
que abarcan las secuencias del exén 1y el exén 2.
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La Figura 3A es una fotomicrografia de campo oscuro de un tumor BCC hibridado con una sonda antisentido
marcada con **S que muestra una sefial abundante de ARNm de PTCHI1 (granos brillantes) en todas las células de
tumor BCC.

La Figura 3B describe la sobreexpresion de ARNm de PTCH2 en BCC y se expresa principalmente en contraste
en las células basaloides en la periferia de las redes tumorales.

La Figura 3C es otro BCC que muestra una fuerte sefial d¢ ARNm de PTCH2 en la periferia de la red tumoral (Tu),
mientras que no se detecta sefal en la epidermis (Ep).

La Figura 3D son secciones del mismo tumor (C) hibridado con la sonda con sentido de PTCH2 que no mostré
sefial.

La Figura 3E muestra la inmunorreactividad para Ki-67.

La Figura 3F describe cémo las redes tumorales bajo un aumento de alta potencia muestran una sefial de ARNm
de PTCH2 abundante (granos negros) en las células tumorales basaloides oscuras y una sefial inferior en el centro
(flecha).

Definiciones

Los términos “polipéptidos”, “péptido” y “proteina” se usan indistintamente en este documento para referirse a un
polimero de restos de aminodcidos. Los términos se aplican a polimeros de aminoédcidos en los que uno o mas restos
de aminodcidos son un andlogo quimico artificial de un aminodcido de origen natural correspondiente, asi como a
polimeros de aminoécidos de origen natural.

Las expresiones “aislado”, “purificado” o “biolégicamente puro” se refieren a un material que estd sustancial o
esencialmente libre de componentes que lo acompafian normalmente como se encuentra en su estado nativo.

La expresién “dcido nucleico” se refiere a un polimero de desoxirribonucleétidos o ribonucleétidos en forma
monocatenaria o bicatenaria, y salvo que se limite de otro modo, incluye andlogos conocidos de nucledtidos naturales
que pueden funcionar de un modo similar a los nucledtidos de origen natural.

Un “marcador” es una composicién detectable por medios espectroscopicos, fotoquimicos, bioquimicos, inmu-
noquimicos, o quimicos. Por ejemplo, los marcadores dtiles incluyen **P, colorantes fluorescentes, reactivos electro-
densos, enzimas (por ejemplo, como se usa habitualmente en un ELISA), biotina, dioxigenina, o haptenos y proteinas
para los que estdn disponibles antisueros o anticuerpos monoclonales (por ejemplo, el péptido de la SEC ID N° 1
puede hacerse detectable, por ejemplo, incorporando un radio-marcador en el péptido, y puede usarse para detectar
anticuerpos especificamente reactivos con el péptido).

Como se usa en este documento una “sonda de dcido nucleico” se define como un 4cido nucleico capaz de unirse a
un 4cido nucleico diana de secuencia complementaria a través de uno o més tipos de enlaces quimicos, habitualmente
a través de apareamiento de bases complementarias, habitualmente a través de la formacién de enlaces de hidrégeno.
Como se usa en este documento, una sonda puede incluir bases naturales (es decir, A, G, C, o T) o modificadas (7-
desazaguanosina, inosina, etc.). Ademds, las bases de una sonda pueden unirse por un enlace diferente al enlace fos-
fodiéster, siempre que no impida la hibridacién. Por tanto, por ejemplo, las sondas pueden ser dcidos peptidonucleicos
en los que las bases constituyentes estdn unidas por enlaces peptidicos en lugar de enlaces fosfodiéster. Un especia-
lista en la técnica entenderd que las sondas pueden unirse a secuencias diana que carecen de la complementariedad
completa con la secuencia de la sonda dependiendo de la rigurosidad de las condiciones de hibridacién. Las sondas
preferiblemente se marcan directamente como con is6topos, croméforos, luminéforos, cromdgenos, o pueden marcar-
se indirectamente tal como con biotina a la que puede unirse después un complejo de estreptavidina. Ensayando la
presencia o ausencia de la sonda se puede detectar la presencia o ausencia de la secuencia o subsecuencia seleccionada.

Una “sonda de 4cido nucleico marcada” es una sonda de 4cido nucleico que estd unida, covalentemente, a través de
un enlace, o a través de enlaces i6nicos, de van der Waals o de hidrégeno a un marcador de modo que puede detectarse
la presencia de la sonda detectando la presencia del marcador unido a la sonda.

La expresion “dcido nucleico diana” se refiere a un 4cido nucleico (a menudo obtenido de una muestra bioldgica),
para el que se disefia una sonda de 4cido nucleico que hibrida especificamente. Lo que debe detectarse es la presencia
o ausencia del dcido nucleico diana, o la cantidad del 4cido nucleico diana que debe cuantificarse. El 4cido nucleico
diana tiene una secuencia que es complementaria a la secuencia del dcido nucleico de la sonda correspondiente dirigida
a la diana. La expresion dcido nucleico diana puede referirse a la subsecuencia especifica de un 4cido nucleico méas
grande al que se dirige la sonda o a la secuencia global (por ejemplo, gen o ARNm) cuyo nivel de expresion se desea
detectar. La diferencia en el uso serd evidente a partir del contexto.

El termino “recombinante” cuando se usa con referencia a una célula, o acido nucleico, o vector, indica que la
célula, o 4cido nucleico, o vector, se ha modificado por la introduccién de un dcido nucleico heterélogo o la alteracién
de un 4cido nucleico nativo, o que la célula se obtiene de una célula modificada de este modo.
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El término “idéntico” en el contexto de dos secuencias de dcidos nucleicos o polipéptidos se refiere a los restos
en las dos secuencias que son iguales cuando se alinean para una correspondencia maxima. El alineamiento éptimo
de las secuencias para la comparacién puede realizarse, por ejemplo, por el algoritmo de homologia local de Smith y
Waterman (1981) Adv. Appl. Math. 2: 482, por el algoritmo de alineamiento de homologia de Needleman y Wunsch
(1970) J. Mol. Biol. 48: 443, por la busqueda del método de similitud de Pearson y Lipman (1988) Proc. Natl. Acad
Sci. USA 85: 2444, por herramientas informaticas de estos algoritmos (GAP, GESTFTT, FASTA, y TFASTA en el
Wisconsin Genetics Software Package, Genetics Computer Group, 575 Science Dr., Madison WI) o por inspeccion.
El algoritmo BLAST realiza un analisis estadistico de la similitud entre dos secuencias; véase, por ejemplo, Karlin y
Altschul (1993) Proc. Nat’l Acad Sci USA 90: 5873-5787.

La expresion “identidad sustancial” o “similitud sustancial” en el contexto de un polipéptido indica que el polipép-
tido comprende una secuencia con una identidad de secuencia de al menos el 70% con una secuencia de referencia,
o preferiblemente una identidad de secuencia del 80%, o mds preferiblemente del 85% con la secuencia de referen-
cia, o mds preferible una identidad del 90% en una ventana de comparacién de aproximadamente 10-20 restos de
aminodcidos. Un indicio de que dos secuencias polipeptidicas sean sustancialmente idénticas es que un péptido sea
inmunoldgicamente reactivo con anticuerpos producidos contra el segundo péptido. Por tanto, un polipéptido es sus-
tancialmente idéntico a un segundo polipéptido, por ejemplo, cuando los dos péptidos difieren s6lo en una sustitucién
conservativa.

Un indicio de que dos secuencias de acido nucleico sean sustancialmente idénticas es que el polipéptido que
codifica el primer 4cido nucleico sea inmunoldgicamente reactivo de forma cruzada con el polipéptido codificado por
el segundo 4cido nucleico. Otro indicio de que dos secuencias de dcido nucleico sean sustancialmente idénticas es que
las dos moléculas hibriden entre si en condiciones rigurosas.

La expresion “que hibride especificamente con”, se refiere a la unién, formacién de duplex, o hibridacién de una
molécula sélo con una secuencia de nucledtidos particular en condiciones de rigurosidad cuando la secuencia esta pre-
sente en una mezcla de ADN o ARN compleja (por ejemplo, celular total). La expresion “condiciones de rigurosidad”
se refiere a condiciones en las que hibridard una sonda con su subsecuencia diana, pero no con otras secuencias. Las
condiciones de rigurosidad dependen de la secuencia y serdn diferentes en diferentes circunstancias. Secuencias mas
largas hibridan especificamente a temperaturas mds altas. Generalmente, las condiciones de rigurosidad se seleccio-
nan para que sean aproximadamente 5°C inferiores al punto de fusion térmica Tm para la secuencia especifica a una
fuerza i6nica y pH definidos. La Tm es la temperatura (con una fuerza iénica, pH, y concentracién de 4cido nucleico
definidos) a la que hibrida el 50% de las sondas complementarias a la secuencia diana con la secuencia diana en equi-
librio. (Como la secuencia diana estd generalmente presente en exceso, a Tm, el 50% de las sondas estardn ocupadas
en equilibrio). Tipicamente, las condiciones de rigurosidad serdn aquellas en las que la concentracién salina sea de
iones Na de menos de aproximadamente 1,0 M, tipicamente una concentracién de iones Na de aproximadamente 0,01
a 1,0 M (u otras sales) a un pH de 7,0 a 8,3 y la temperatura sea al menos aproximadamente 30°C para sondas cortas
(por ejemplo, 10 a 50 nucleétidos) y al menos aproximadamente 60°C para sondas largas (por ejemplo, mayores de 50
nucledtidos). Las condiciones de rigurosidad pueden también conseguirse con la adicion de agentes desestabilizantes
tales como formamida.

El término “anticuerpo” se refiere a un polipéptido codificado sustancialmente por un gen de inmunoglobuli-
na o genes de inmunoglobulina, o fragmentos de los mismos que se unen especificamente y reconocen un analito
(antigeno).

Un “anticuerpo quimérico” es una molécula de anticuerpo en la que (a) la regién constante, o una parte de la misma,
estd alterada, remplazada o intercambiada, de modo que el sitio de unién al antigeno (regién variable) esté unido a
una regién constante de una clase, funcién efectora y/o especie diferente o alterada, o una molécula completamente
diferente que otorga nuevas propiedades al anticuerpo quimérico, por ejemplo, una enzima, toxina, hormona, factor de
crecimiento, farmaco, etc.; o (b) la region variable, o una parte de la misma, estd alterada, remplaza o intercambiada
con una region variable que tiene una especificidad antigénica diferente o alterada.

El término “inmunoensayo” es un ensayo que utiliza un anticuerpo para unirse especificamente a un analito. El
inmunoensayo estd caracterizado por el uso de propiedades de unién especificas de un anticuerpo particular para aislar,
dirigir, y/o cuantificar el analito.

Las expresiones “se une especificamente a una proteina” o “especificamente inmunorreactivo con”, cuando se re-
fiere a un anticuerpo, se refiere a una reaccion de unién que es determinante de la presencia de la proteina en presencia
de una poblacién heterogénea de proteinas y otros compuestos bioldgicos. Por tanto, en condiciones de inmunoensayo
indicadas, los anticuerpos especificados se unen preferentemente a una proteina particular y no se unen en una canti-
dad significativa a otras proteinas presentes en la muestra. La unién especifica a una proteina en dichas condiciones
requiere que un anticuerpo se seleccione por su especificidad por una proteina particular. Puede usarse una diversi-
dad de formatos de inmunoensayo para seleccionar anticuerpos especificamente inmunorreactivos con una proteina
particular. Por ejemplo, se usan de forma rutinaria inmunoensayos ELISA en fase sélida para seleccionar anticuerpos
monoclonales especificamente inmunorreactivos con una proteina. Véase, Harlow y Lane (1988) Antibodies, A Labo-
ratory Manual, Cold Spring Harbour Publications, Nueva York, para una descripcién de formatos de inmunoensayo y
condiciones que pueden usarse para determinar inmunorreactividad especifica.
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Un “producto génico”, como se usa en este documento, se refiere a un 4cido nucleico cuya presencia, ausencia,
cantidad o secuencia de 4dcido nucleico es indicativo de la presencia, ausencia, cantidad, o composicién de acido
nucleico del gen. Los productos génicos, por tanto, incluyen, pero sin limitacién, un trascrito de ARNm, un ADNc
trascrito de forma inversa a partir de un ARNm, y ARN trascrito a partir de ese ADNc, un ADN amplificado a partir
del ADNc, un ARN trascrito a partir del ADN amplificado y subsecuencias de cualquiera de estos dcidos nucleicos.
Los polipéptidos expresados por el gen o subsecuencias del mismo también son productos génicos. El tipo particular
de producto génico serd evidente a partir del contexto del uso de los mismos.

Un “farmaco modificado” significa un compuesto que retiene las propiedades farmacéuticas del farmaco original
0 sustancia activa aunque la estructura del mismo se haya modificado. Ademads, también se incluye en el término
“farmaco” compuestos ttiles en métodos de diagndstico por sus propiedades de unién especifica.

Descripcion detallada de la invencion

En un primer aspecto, la presente invencion se refiere a dos proteinas humanas descritas en la Figura 2B, capaces de
participar en la via de PTCH/SHH humana durante el desarrollo embrionario y/o la carcinogénesis, tal como carcinoma
de células basales. Las proteinas de acuerdo con la invencidn estdn codificadas por variantes de un gen, cuyo acido
nucleico aislado se describe con detalle a continuacién y que se denomina patched 2 (PTCH2) debido a sus similitudes
con patched 1 (PTCHLI). Por consiguiente, las proteinas de acuerdo con la invencién muestran diferencias sustanciales
en la secuencia y funciones cuando se comparan con la proteina PTCH1 humana. Las proteinas pueden caracterizarse
por sus funciones que cuando se comparan con PTCH1 humana son similares pero distintas de las mismas de ciertas
maneras, mas especificamente descritas a continuacién en la seccién “Resultados y andlisis”. Las nuevas proteinas
humanas PTCH2 de acuerdo con la invencién también son distintas de la PTCH2 de ratén aislada previamente. Por
tanto, en una realizacion preferida, comprende las secuencias de aminodcidos descrita en la SEC ID N° 1 y presentada
en el Gen-Bank con el nimero de identificacién de proteina AAD17260.1. Una de las presentes proteinas comprende
todos los aminodcidos de la secuencia llamada SEC ID N° 1.

Las proteinas de acuerdo con la invencién se preparan facilmente por los especialistas en este campo por técnicas
de ADN recombinante usando las moléculas descritas a continuacién o cualquier método sintético (véase, por ejemplo,
Barany y Merrifield, Solid-Phase Peptide synthesis, pag. 3-284 en The Peptides: Analysis, Synthesis, Biology, Vol. 2:
Special Methods in Peptide synthesis, Part A, Merrifield et al., J. Am. Chem. Soc., 2149-2156).

La presente invencién también se refiere al uso de los péptidos, polipéptidos y proteinas descritos en este documen-
to como compuestos principales en métodos dirigidos a descubrir nuevas sustancias, es decir, firmacos modificados,
tales como sustancias que muestren propiedades equivalentes o incluso més ventajosas que los compuestos principa-
les en si. Dichos farmacos modificados también pueden disefiarse por métodos de quimica combinatoria, en la que
se disefia especificamente un compuesto estructuralmente similar, por ejemplo, por la ayuda de ordenadores. Como
alternativa, el presente formaco modificado se identifica por exploracién de una biblioteca de compuestos candidatos,
por ejemplo, usando un anticuerpo de acuerdo con la invencién. En el presente contexto, debe entenderse que, cuando
se ha identificado dicho farmaco modificado, es posible producirlo por cualquier otra técnica adecuada. Los métodos
de protedmica en los que se usan las presentes moléculas, asi como también pueden ser ttiles para un uso per se.

Un segundo aspecto de la invencion es un dcido nucleico que codifica una proteina, definida en las reivindicaciones
ly?2.

La presente solicitud describe el dcido nucleico de PTCH2 genémico humano aislado que comprende partes o toda
la secuencia genémica llamada SEC ID N° 5. En la descripcién de la secuencia gendmica mostrada en la Figura 1, se
muestra la estructura de exones/intrones del presente gen. Ademas de los exones mostrados, también se ha identificado
el ex6n 12a y 12b, definidos especificamente por la SEC ID N° 3 y la SEC ID N° 4, respectivamente. Es interesante
observar que hay una variante de corte y empalme que une el exén 12a al segmento 3° del ex6én 12b conservando
los dinucledtidos GT-AG intrénicos. Los exones 12a y 12b no son variantes, pero los exones reales del gen estin
identificados por secuenciacion de la regién gendmica correspondiente. (Materiales y métodos como se describe a
continuacién). Por consiguiente, estos descubrimientos muestran que PTCH?2 tiene la misma organizacién estructural
de intrones/exones que PTCH1. La presente solicitud describe un trascrito que ha saltado s6lo uno de los exones 9 y
10 definidos en la Figura 1. En una realizacion alternativa, el trascrito de acuerdo con la invencién ha saltado tanto el
exén 9 como el exén 10. Las variantes de corte y empalme del presente gen se analizan con mds detalle a continuacién
en la seccién “Resultados”, todas las cuales se incluyen en el alcance de la presente invencién. Este aspecto de la
invencion posibilita de forma ventajosa disefiar cebadores de PCR adecuados, que a su vez posibilita la exploracién
de mutaciones de todas las secciones codificantes de los mismos, por ejemplo, por andlisis de SSCP, secuenciacion,
o cualquier otro método adecuado conocido por los especialistas en este campo. Por tanto, el nuevo gen de PTCH2
humano se ha localizado por mapeo de hibridos de radiacién en el cromosoma 1p32-35 con D1S211 y WI1404 como
los marcadores flanqueantes mds cercanos y con una localizacién estimada 5,5cR de D1S443. Esta regién a menudo
se pierde por LOH en diversos tipos tumorales diferentes, tales como neuroblastoma, melanoma, cincer de mama,
céncer de colon, etc. Por consiguiente, PTCH2 es un candidato para un gen supresor de tumores en esta region y la
presente invencion también abarca métodos de diagnéstico basados en esta nueva descripcion.

En esta region cromosdmica también se han mapeado tres sindromes de predisposicién a cdncer, concretamente,
melanoma familiar CMM 1, el locus modificador para la poliposis adenamatosa familiar hMom1 y el sindrome de Bebé
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Michelin. PTCH2 es también un candidato para el gen que estd detrds de estos sindromes hereditarios. Las presentes
moléculas, por lo tanto, se usan de forma ventajosa en el contexto de estas afecciones, por ejemplo, en terapia y/o
diagndstico, tal como en ensayos.

Ademds, la invencidn también se refiere a diversos cebadores de PCR basados en secuencias sincrénicas, que
permiten la amplificacién de toda la secuencia codificante. Dichos cebadores se usan de forma ventajosa para la
exploracién de mutaciones.

La invencién también se refiere al uso de los nuevos 4cidos nucleicos aislados, por ejemplo, para identificar muta-
ciones para propoésitos de diagnéstico y/o terapéuticos.

Realizaciones adicionales de este aspecto de la invencion incluyen sondas de 4cido nucleico, por ejemplo, sondas
de ADN, 4cidos nucleicos marcados, ADNc, ARN, etc., es decir, todos los productos génicos que se pueden obtener
por un especialista en este campo en base a las nuevas variantes de PTCH2 humanas aisladas.

Otro aspecto de la invencién es un 4cido nucleico que corresponde a una cualquiera de las variantes de corte y
empalme descritas en la Figura 2B, una proteina o polipéptido codificado por la misma, asi como diversos usos de la
misma.

Con respecto a la preparacioén de dcidos nucleicos de acuerdo con la invencion, puede usarse cualquier técnica de
ADN recombinante o método sintético adecuado. (Para procedimientos de laboratorio generales utiles en este contexto
véase, por ejemplo, Sambrook et al., Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 2* ed., Vol. 1-3, Cold Spring Harbor
Laboratory, Cold Spring Harbor, NY, 1989; Berger y Kimmel, Guide to Molecular Cloning Techniques, Methods in
Enzymology, Vol 153, Academic Press, Inc., San Diego, CA; Current Protocols in Molecular Biology, F.M. Ausbel et
al., eds., Current Protocols (1994)).

Un aspecto adicional de la presente invencién es un vector que comprende un acido nucleico definido anterior-
mente. Los vectores son, por ejemplo, utiles para transformar células in vitro o in vivo que expresen las proteinas y
péptidos de acuerdo con la invencién y pueden ser, por ejemplos, pldsmidos, virus, etc.

Otro aspecto de la invencién es una célula recombinante, tal como una célula eucariota, por ejemplo, de mamifero,
o una célula procariota, por ejemplo, una bacteria, que comprende un vector definido anteriormente. Dichas células,
por ejemplo, pueden usarse para controlar los niveles de expresion de las proteinas y polipéptidos de acuerdo con
la invencién en una amplia diversidad de contextos. Por ejemplo, cuando se tienen que determinar los efectos de un
farmaco, se administrard el fairmaco al organismo, tejido o célula transformada. Por consiguiente, los sistemas modelo
que incluyen dichas células son otro aspecto de la invencién.

Un aspecto adicional de la invencién es un anticuerpo, tal como un anticuerpo monoclonal o policlonal, que se une
especificamente a una proteina o polipéptido de acuerdo con la invencién. Una unidad estructural de inmunoglobulina
ejemplar (anticuerpo) comprende un tetrimero. Cada tetrdmero estd compuesto por dos pares idénticos de cadenas
polipeptidicas, teniendo cada par una cadena “ligera” (aproximadamente 25 kD) y una cadena “pesada” (aproxima-
damente 50-70 kD). El extremo N-terminal de cada cadena define una regién variable de aproximadamente 100 a
110 o mds aminodcidos principalmente responsables del reconocimiento de antigenos. Las expresiones cadena ligera
variable (V1) y cadena pesada variable (V) se refieren a estas cadenas ligera y pesada, respectivamente.

La invencidén también abarca anticuerpos quiméricos u otros anticuerpos que se unen a las presentes proteinas o
polipéptidos. Ademds, la invencién también se refiere al uso de los presentes anticuerpos en ensayos. (En este contexto
véase, por ejemplo, Fundamental Immunology, Third Edition, W.E. Paul, ed., Raven Press, N.Y. 1993).

Ademds, la invencién también se refiere a una célula recombinante que expresa un anticuerpo de acuerdo con la
invencion.

En general, pueden usarse procariotas para clonar las secuencias de ADN que codifican una cadena de inmuno-
globulina humana anti-PTCH2. E. coli es un hospedador procariota particularmente util para clonar las secuencias de
ADN de la presente invencién. Microbios, tales como levaduras también son utiles para la expresion. Saccharomy-
ces es un hospedador de levaduras preferido, teniendo los vectores adecuados secuencias de control de la expresion,
un origen de replicacion, secuencias de terminacion y similares, segin se desee. Los promotores tipicos incluyen la
3-fosfoglicerato quinasa y otras enzimas glicoliticas. Los promotores de levaduras inducibles incluyen, entre otros,
promotores de la alcohol deshidrogenasa 2, isocitocromo C, y enzimas responsables de la utilizacién de maltosa y
galactosa.

Las células de mamifero son un hospedador particularmente preferido para expresar segmentos de nucleétidos
que codifican inmunoglobulinas o fragmentos de las mismas (véase, por ejemplo, Winnacker, From Genes to Clones,
VCH Publishers, N.Y., 1987). Se han desarrollado en la técnica varias lineas celulares hospedadoras adecuadas capaces
de secretar proteinas heterélogas intactas, e incluyen las lineas celulares CHO, diversas lineas celulares COS, células
HeLa, células L y lineas celulares de mieloma. Preferiblemente, las células son no-humanas. Los vectores de expresion
de estas células pueden incluir secuencias de control de la expresidn, tales como un origen de replicacién, un promotor,
un potenciador (Queen et al. (1986) Immunol. Rev. 89:49), y sitios con informacién de procesamiento necesarias,
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tales como sitios de unién al ribosoma, sitios de corte y empalme del ARN, sitios de poliadenilacién, y secuencias
terminadoras de la trascripcion. Las secuencias de control de la expresion preferidas son promotores derivados de
genes endégenos, citomegalovirus, SV40, adenovirus, papilomavirus bovinos y similares (véase, por ejemplo Co et
al. (1992) J. Immunol. 1458:1149).

Un aspecto adicional de la presente invencion es un kit para la detecciéon de un gen o polipéptido de PTCH2
humano que comprende en un recipiente una molécula seleccionada entre el grupo compuesto por un dcido nucleico,
un polipéptido o una proteina o un anticuerpo de acuerdo con la invencién. Los componentes adecuados adicionales
de dicho kit se determinan facilmente por los especialistas en este campo asi como las condiciones para el uso del
mismo.

Ademds, la invencién también se refiere al uso de un acido nucleico descrito en la reivindicacién 1 6 25 en terapia
génica. Ademads de dichas secuencias descritas especificamente, uno cualquiera de los exones descritos en este docu-
mento puede usarse para este fin. Para una revisioén de los procedimientos de terapia génica véase Anderson, Scien-
ce (1992) 256:808-813; Nabel y Felgner (1993) TIBTECH 11:211-217; Mitani y Caskey (1993) TIBTECH 11:162-
166; Mulligan (1993) Science 926-932; Dillon (1993) TIBTECH 11: 167-175; Miller (1992) Nature 357:455-460;
Van Brunt (1988) Biotechnology 6(10): 1149-1154; Vigne (1995) Restorative Neurology and Neuroscience 8: 35-36;
Kremer y Perricaudet (1995) British Medical Bulletin 51(1) 31-44; Haddada et al. (1995) en Current Topics in Mi-
crobiology and Immunology Doerfler y Bohm (eds) Springer-Verlag, Heidelberg Alemania; y Yu et al Gene Theraphy
(1994) 1:13-26.

El suministro del gen o el material génico al interior de la célula es la primera etapa critica en el tratamiento con
terapia génica de una enfermedad. Los especialistas en la técnica conocen bien una amplia diversidad de métodos
de suministro. Dichos métodos incluyen, por ejemplo, suministro de genes basado en liposomas (Debs y Zhu (1993)
documento WO 93/24640; Mannino y Gould-Fogerite (1988) Bio Techniques 6(7):682-691; Rose Patente de Estados
Unidos N° 5.279.833; Brignam (1991) documento WO 91/06309; y Felgner et al. (1987) Proc. Natl. Acad. Sci. USA
84:7413-7414), y vectores retrovirales deficientes en replicacién que tienen una secuencia polinucleotidica terapéutica
como parte del gen retroviral (véase, por ejemplo, Miller et al. (1990) Mol. Cell. Biol. 10:4239 (1990; Kolberg (1992)
J. NIH Res. 4:43, y Cornetta et al. Hum. Gene Ther. 2:215 (1991)). Los vectores retrovirales ampliamente usados
incluyen los basados en el virus de leucemia murina. (MuLV), virus de la leucemia del mono gibbon (GaLV), virus de
la inmunodeficiencia del simio (SIV), virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), y combinaciones de los mismos.
Véase, por ejemplo, Buchscher et al. (1992) J. Virol. 66 (5) 2731-2739; Johann et al (1992) J. Virol. 66 (5):1635-1640
(1992); Sommerfelt et al., (1990) Virol. 176:58-59; Wilson et al (1989) J. Virol. 63:2374-2378; Miller et al., J. Virol.
65:2220-2224 (1991); Wong-Staal et al., documento PCT/US94/05700, y Rosenburg y Fauci (1993) en Fundamental
Immunology, Third Edition Panl (ed) Raven Press, Ltd., Nueva York y las referencias del mismo, y Yu et al., Gene
Therapy (1994) supra).

La presente invencién también puede usarse en la industria farmacéutica. Por ejemplo, se proporcionard informa-
cién que pueda posibilitar finalmente que las células del tejido fetal puedan transplantarse en pacientes que padecen,
por ejemplo, enfermedad de Parkinson o cancer, tal como BCC. (Para una breve revisién de los métodos de suministro
de farmacos véase Langer 249:1 527-1533 (1990), Remington’s Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Company,
Philadelphia, PA, 17 ed. (1985) etc.)

Descripcion detallada de los dibujos

La Figura 1 muestra la secuencia genémica de la SEC ID N° 5, en la que los exones y los intrones estan indicados
en la secuencia gendmica del presente gen patched 2 humano. Sin embargo, los exones 12a y 12b analizados anterior-
mente no se muestran especificamente en la Figura 1, pero en su lugar se describen como secuencias diferentes SEC
ID N° 3 y SEC ID N° 4, respectivamente. La Figura 2A describe una comparacion de secuencia de aminoécido de la
secuencia de PTCH2 (lineas superiores) y PTCHI1 (lineas inferiores) humanas. Las lineas verticales indican aminodci-
dos idénticos, mientras que los puntos aminodcidos similares. La secuencia de PTCH2 presentada estd compuesta por
los clones de ADNc originales y los productos del anélisis RACE 5°.

La Figura 2B es una representacion de los acontecimientos de corte y empalme alternativo que producen diferentes
extremos C-terminales. En la glandula parétida y el colon, el peniltimo exén y el dltimo exén estdn candénicamente
unidos entre si. En cerebro fetal, sin embargo, el pentltimo exdén con parte del intrén 3’ funciona como el exén
terminal. La secuencia intrénica se muestra por letras mindsculas y la exénica flanqueante por letras mayusculas. Por
encima de la secuencia de nucledtidos, se muestra la secuencia de aminodcidos deducida, y por debajo se encuentra
la secuencia correspondiente de Ptch2 de ratén. Los dinucleétidos intrénicos conservados se muestran por letras en
negrita y las sefiales de terminacion se indican por asteriscos. Obsérvese la ausencia de conservacion de la posicién de
los codones de terminacidn entre la secuencias de PTCH2 de ratén y humana. Las supuestas sefiales de poliadenilacién
también se muestran en este diagrama. La organizacién gendmica se obtuvo analizando clones BAC que incluyen el
gen de PTCH2.

La Figura 2C es una representacion de las diferentes variaciones de trascritos con corte y empalme que incluyen
las secuencias del exén 1y el exén 2. Los exones 1y 2 candnicos se muestran por recuadros y el intrén entre ellos por
una linea continua. Los dinucledtidos GT y AG que abarcan las secuencias que se usan como intrones en trascritos
individuales se indican por letras mindsculas. G, estructura gendmica, obtenida de los segmentos de secuenciacién de
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clones BAC que incluyen el gen de PTCH2; C, trascrito canénico; A, trascrito A (los exones 9 y 10 saltados de este
producto no se muestran en el diagrama); B, trascrito B.

La Figura 3A es una fotomicrografia de campo oscuro del tumor BCC hibridado con la sonda antisentido marcada
con ¥S que muestra la sefial abundante para el ARNm de PTCH1 (granos brillantes) en todas las células tumorales
BCC.

La Figura 3B describe la sobreexpresion del ARNm de PTCH2 en BCC y se expresa principalmente en contraste
en las células basaloides en la periferia de las redes tumorales.

La Figura 3C es otro BCC que muestra una fuerte sefial d¢ ARNm de PTCH2 en la periferia de la red tumoral (Tu),
mientras que no se detecta sefial en la epidermis (Ep).

La Figura 3D son secciones del mismo tumor (C) hibridado con la sonda con sentido de PTCH2 que no muestra
sefial.

La Figura 3E muestra inmunorreactividad para Ki-67 (precipitado marrén) observado en la periferia, en las células
que mostraron regulacién positiva fuerte del ARNm de PTCH2.

La Figura 3F describe redes tumorales bajo un aumento de alta potencia que muestra una abundante sefial de
ARNm de PATCH2 (granos negros) en las células tumorales basaloides oscuras y una sefial inferior en el centro
(flecha). Barras (A-E), 24 um, y F, 6 um.

Parte experimental
Materiales y métodos

En el presente contexto, se hace una referencia general a G. Zaphiropoulos et al., Cancer Res., vol. 59, pag. 787-
792, 15 de febrero de 1999, que describe métodos ttiles en el presente contexto. Todas las referencias mencionadas
en la presente solicitud se incluyen por la presente en este documento como referencia. Los siguientes ejemplos no
pretenden limitar el alcance de la invencién sino que son simplemente una ilustracion.

Los andlisis RACE se realizaron esencialmente como se ha descrito anteriormente (Zaphiropoulos, P.G. y Toftgard,
R. (1996): “cDNA cloning of a novel WD repeat protein mapping to the 9q22.3 chomosomal region”, DNA Cell Biol.
15, 1049-1056) usando el kit Marathon (Promega). Las secuencias cebadoras usadas para RACE estdn disponibles a
peticion.

Las sondas de ARN marcadas con 35S de PTCH?2 usadas para las hibridaciones in situ, que se realizaron como
se ha descrito previamente (Unden et al., (1997) supra), corresponden a las posiciones 218 a 437 y 838 a 920 de la
secuencia de PTCH2 de la SEC ID N° 1.

Resultados y andlisis

Para identificar componentes adicionales de la cascada de PTCH/SHH de acontecimientos de sefializacién, se
buscé en la base de datos Incyte LifeSeq™ (Incyte Pharmaceuticals Inc., Palo Alto, CA, USA) usando las secuencias
de PTCH. Ademads de los clones que representan el ADNc de PTCH, se identificaron dos ADNc casi idénticos, de
la glandula pardétida y el colon, que contenian secuencias similares a, pero distintas de, el extremo 3’ de PTCH. Por
analisis RACE 5’ usando ADNc de cerebro fetal se obtuvo informacién de secuencia adicional de estos trascritos
(llamados PTCH?2) y que corresponde al ADNc de longitud completa (Figura 2A). PTCH2 es idéntica al 57% con
PTCHI, con una regién significativamente variable presente entre los dominios transmembrana 6 y 7, e idéntica al
91% a la secuencia de Ptch2 de ratén recientemente publicada (Motoyama, J., Takabatake, T., Takeshima, K. y Hui,
C. (1998): “Ptch2, a second mouse Patched gene is co-expressed with Sonic hedgehog”, Nature Genet, 18, 104-106).
Similar al gen de ratén, PTCH2 carece de la extensién C-terminal presente en la PTCHI1 de seres humanos, de ratén
y de pollo (Goodrich, L.V., Johnson, R.L., Milenkovic, L., McMahon, J.A. y Scott, M.P. (1996): “Conservation of the
hedgehog/patched signalling pathway from flies to mice: Induction of a mouse patched by Hedgehog”, Genes Dev.
10, 301-312, Mariago, V., Scott, M.P., Johnson, R.L., Goodrich, L.V. y Tabin, C.J. (1996): “Conservation in hedgehog
signalling: Induction of a chicken patched homolog by Sonic hedgehog in the developing limb” Development 122,
1225-1233). Sin embargo, de acuerdo con la presente invencidn, se ha demostrado que el ADNc de PTCH2 humana
termina 36 aminodcidos antes que la secuencia de Ptch2 de ratén. Ademads, cuando se realiz6 RACE 3’ a partir del
cerebro fetal, se identificé una region C-terminal alternativa. Esto tuvo una gran similitud estructural con la secuencia
C-terminal de Ptch2 de ratén y se origina de la regién genémica que se une a al menos 2 exones de PTCH2 (Figura
2B). Por lo tanto, en estos trascritos con corte y empalme alternativo, el pentltimo exén con un segmento del intrén 3’
contiguo sirve como exoén terminal.

Ademds, los trascritos humanos y de ratén diferian en la posicién de las sefales de terminacion (la secuencia
humana es 21 aminodcidos mds larga), lo que sugiere una funcién no conservada, especifica de la especie de este
dominio C-terminal alternativo. El descubrimiento de dos posibles regiones C-terminales para PTCH2 es intrigante e
implica un papel de este fendmeno en la modulacion de la sefializacion. Los trascritos con corte y empalme alternativo
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adicionales también se identificaron por el andlisis RACE (Figura 2C). El trascrito A carece de la secuencia que
corresponde a los exones 9 y 10 de PTCHI1 (comparaciones preliminares de las uniones intrén-exén de PTCH2 con
PTCHI indican una organizacién genémica similar), estando la fase de lectura abierta retenida en la unién del exén 8
al exén 11. Los exones 9 y 10 codifican la tltima parte del primer bucle extracelular y los dominios transmembrana 2
y 3 en la supuesta estructura de la proteina PTCH1. Ademads, este trascrito también carece de un segmento 5’ del ex6n
canodnico 2, debido al uso de un sitio de corte y empalme 3’ alternativo presente en este exon, manteniéndose la fase de
lectura abierta. La consecuencia funcional de este corte y empalme alternativo atin no se conoce, pero es interesante
observar que los bucles extracelulares en PTCHI1 se supone que estan implicados en la unién del ligando SHH (Marigo
et al., (1996), Nature 384, supra; Stone et al., (1996), Nature 384, supra) y que la inserciéon de un nuevo casete en el
intrén 9 del gen de PTCHI1 de ratén estd asociado con un fenotipo grave (Hahn, H., Wojnowski, L., Zimmer, A.M.,
Hall, J., Miller, G. y Zimmer, A. (1998): “Rhabdomyosarcomas and radiation hypersensitivity in a mouse model of
Gorlin syndrome”, Nature Med. 4, 619-622). Ademds, los exones 9 y 10 codifican parte del supuesto dominio sensible
a esteroles (Osborne, T.F. y Rosenfeld, J.M. (1998): “Related membrane domains in proteins of sterol sensing and cell
signalling provide a glimpse of treasures still buried within the dynamic realm of intracellular metabolic regulation”,
Curr. Opin. Lipidol. 9, 137-140) también encontrado en PTCHI1, y que se ha implicado recientemente en la mediacién
del efecto modulador potente del colesterol sobre la sefializaciéon de SHH/PTCH (Cooper, M.K., Porter, J.A., Young,
K.E., y Beachy, P.A. (1998): “Teratogen-mediated inhibition of target tissue response to Shh signalling” Science 280,
1603-1607). Por tanto, si PTCH2 también sirve como receptor para SHH y/o factores relacionados, la forma del
receptor que carece de los exones 9 y 10 puede mostrar propiedades de sefializacion alteradas. El trascrito B contiene
secuencias adicionales entre los exones canénicos 1 y 2, que se originan a partir del extremo 5’ del intrén 1. La fase
de lectura abierta que incluye la metionina iniciadora del exdn 1 no se mantiene en este trascrito, lo que sugiere que,
si este trascrito es funcional, la metionina del ex6n 2 o los codones que no son metionina se usan para producir un
producto proteico, en similitud con lo que se ha propuesto para los productos con corte y empalme alternativo de
PTCHI1 humana (Hahn et al., Cell 85, supra). Por mapeo de hibridos de radiacion, se localizé el gen de PTCH2 en el
brazo corto del cromosoma 1, a diferencia de PTCH1 que reside en el cromosoma 9q22.3.

Se ha informado de que los homdlogos de ratén y pez cebra de PTCH2 se expresan en un patrén parcialmente
solapante con PTCHI1 durante el desarrollo embrionario y que estdn inducidos por SHH (Motoyama et al., (1998)
Nature Genet. 18, supra, Concordet, J.P., Lewis, K.E., Moore, J.W., Goodrich, L.V., Johnson, R. L., Scott, M.P,, y
Ingham, PW. (1996): “Spatial regulation of a zebrafish patched homologue reflects the roles of sonic hedgehog and
protein kinase A in a neural tube and somite patterning”, Development 122, 2835-2846), lo que implica un papel en
esta via de sefializacion. Con estos antecedentes fue interesante analizar la expresion de PTCH2 en BCC que muestran
regulacién positiva uniforme de PTCHI en todas las células tumorales (Undén et al., (1997) Cancer res. 57, supra).
Se realiz6 hibridacion in situ sobre seis BCC familiares y cuatro BCC esporddicos de diferentes subtipos histolégicos.
Se observé una fuerte sefial positiva para el ARNm de PTCH2 exclusivamente en las células tumorales de todos los
BCC. De forma notable, la sefial fue uniformemente mas fuerte en las células periféricas en empalizada de las redes
tumorales (Figura 2). Estas células también mostraron una inmunotincién positiva para el marcador de proliferacién
celular Ki-67.

El descubrimiento de que en BCC que tienen mutaciones frecuentes en el gen de PTCH], la expresion de los ARNm
de PTCH2 estd regulada positivamente, une ligeramente la nueva PTCH2 de acuerdo con la invencién con la cascada
de PTCH/SHH de acontecimiento de sefializacién. Por lo tanto, es probable que PTCH2 represente un gen diana de esta
via que estd bajo la regulacién negativa de PTCHI1, precisamente como PTCH1 en si misma. Ademds, esta observacion
sugiere fuertemente que PTCH2 tiene funciones diferentes a PTCHI1 ya que la regulacién positiva de la expresion
de PTCH2 parece incapaz de compensar la proteina PTCHI inactiva. Esta conclusién también estd apoyada por la
letalidad embrionaria temprana observada en ratones PTCH1 (-/-) 5,13) y la ausencia de heterogenicidad genética
en el sindrome de Gorlin. Sin embargo, si PTCH2 puede bloquear la sefializacion constitutiva de SMO, o pudiera
funcionar como receptor de SHH adicional, dependiendo posiblemente del corte y empalme alternativo, permanece
como objeto de experimentacion adicional.
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REIVINDICACIONES
1. Una secuencia de 4cido nucleico aislada que codifica una proteina Ptch2 humana que tiene la SEC ID N° 1.

2. Una secuencia de 4cido nucleico aislada que codifica una variante de corte y empalme que tiene los amino4ci-
dos 1-1142 de la SEC ID N° I inmediatamente seguida por la secuencia TrpGlyAlaSerSerSerLeuProGInSerPheAlaArg
ValThrThrSerMetThrValAlalleHisProProProLeuProGlyAlaTyrlleHisProAlaProAspGluProProTrpSerProAlaAlaThr
SerSerGlyAsnLeuSerSerArgGlyProGlyProAlaThrGly.

3. Una proteina que tiene la SEC ID N° 1 o que tiene los aminodcidos 1-1142 de la SEC ID N° 1 inmediatamente se-
guida por la secuencia TrpGlyAlaSerSerSerLeuProGlnSerPhe AlaArgVal ThrThrSerMetThrValAlalleHisProProProLeu
ProGlyAlaTyrlleHisProAlaProAspGluProProTrpSerProAlaAlaThr  SerSerGlyAsnLeuSerSerArgGlyProGlyProAla
ThrGly.

4. Una secuencia de 4cido nucleico de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-2, o una proteina de acuerdo
con la reivindicacién 3, para su uso como medicamento.

5. Uso de una secuencia de dcido nucleico de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-2, o una proteina
de acuerdo con la reivindicacién 3, para la fabricacién de un medicamento para el tratamiento de una afeccién que
implique tumores, tal como BCC.

6. Un método de diagndstico in vitro, en el que se usa una secuencia de dcido nucleico de acuerdo con cualquiera
de las reivindicaciones 1-2, o una proteina de acuerdo con la reivindicacién 3.

7. Un método para explorar, en el que se explora una biblioteca de compuestos candidatos adecuados para farmacos
modificados, usando una proteina de acuerdo con la reivindicacién 3 como compuesto principal.

8. Un vector que comprende una secuencia de dcido nucleico de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-
2.

9. Una célula recombinante que comprende un vector de acuerdo con la reivindicacion 8.

10. Un anticuerpo que se une especificamente a una proteina de acuerdo con la reivindicacion 3.

11. Una célula recombinante que expresa un anticuerpo de acuerdo con la reivindicacién 10.

12. Un kit para la deteccién de un gen o proteina de Ptch2 humana, que comprende en un recipiente una molécula
seleccionada entre el grupo compuesto por una secuencia de acido nucleico de acuerdo con cualquiera de las reivin-
dicaciones 1-2, una proteina de acuerdo con la reivindicacién 3, o un anticuerpo de acuerdo con la reivindicacién

11.

13. Uso de una secuencia de dcido nucleico de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-2, para la fabrica-
ci6én de un medicamento para su uso en terapia génica.

14. Uso in vitro de una secuencia de 4cido nucleico de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-2,
como sonda, un cebador o un reactivo de diagndstico.
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Faltan las secuencias intrénicas entre los exones 2 - 3 y los exones 18 - 19
(intrones: letras minusculas, exones: letras mayusculas). Las letras minusculas

en el primer exon indican los nucleétidos que no se han determinado de forma
inequivoca.

Exon 1
1 CGGGTGAATC

51
101

CCGGCECCGC GCCCCGGACC CGCAGCTCCC TGCACTCCTC

CCTCCCAGCC GCTTTAACAC CCACACCCCA CAGTCTCTCC CACGsCCGCG

CCTTGGCGGC CCCACTGAAT CCCTACGCGG GGCCCAGCGG TACCGGGAGA

151 CCGGGCTAGC CTATGGGAGC GCCCAGATAR CGCGGGTTGG GGGCGCCCGC

201 &cecccarcee ccGecAGCAT GACTCGATCG CCGCCCCTCA GAGAGCTGCC

251 CCCGAGTTAC ACACCCCCAG CTCGAACCGC AGCACCCCAG gtgagtagag

301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801
851
901
951

1001
Fig. 1

ggggagctgg
ctgcaaggtt
ggcaagtgag
tctgtgecgg
ggttcaccte
gctctcagaa
atcccaacac
cgagaccagc
aattagcagg
ctgaggcagg
cgagatcaca
caaaaaaaaa
gaaaataggc
acatcttcca

tccagaaatc

aagaaggaag
tgtgatgtct
agccagcacce
tgtctcctea
tgtgtccace
aatgggccta
tgggaggctg
caggccaaca
gegtggtgge
agaatctett
ccactgcact
aaaaaaaaaa
ctatgcctte
agtctgggcce

aagaagcgag

agagcggage
tgaagtgccg
gcaagcaagt
tecgtectggcee
cgacgacagg
tgccgaeggg
aggcaggcag
tggggaaact
gggcgeetgt
gaacctggga
ccagccaggyg
aaaaggagag
ctcaggtgty
tgtgtctgtyg
ggctgggcag

12

caggtctgte
agtgtcatta
tgtgegtgtg
agtgagaatg
tgtgtgtaca
cgeggtgact
attacctgag
ctgtctctac
agtcccoaact
ggcggaggtt
caacagagcg
aaaacaaaaa
tgctggggat
ttggtgctee

cagatataca

actcgggect
gatgtctgaa
tgtcggtgtg
aatgtctgtyg
tatgtatect
cacgcctgta
gtcaggagtt
taaaaataaa
actcgggagyg
gcagtcaagc
agatgegtet
gaaaagaaag
ggtgggtgte

ctgtcccaca

gggtgagaag



1051
1101
1151
1201
1251
1301
1351
1401
1451
1501
1551
1601
1651
1701
1751
1801
1851
1901
1951
2001
2051
2101
2151
2201
2251
2301
2351

ggaaggattt

ES 2 268 886 T3

catgcattgt

EXON 2

ccatcccagA
TTACTTCCAG
GTGGCAAAGT
GGTCTCCGCA
AGTGGGCAGC
GGGAGGAGGC
GAGGGAGAGA
AGCCCTCACT

tgagtctgge

ttctggag&g
EXON

ttgcagTCCT
TATTGAAAAT
gcagaacttt
cagcctgcaa
tcctacaaag
EXON 5
agATGATTGA
TTCTGGGAGG
gccactectg
aaggaggggt
ttacctccca
cacatcectce
cacaaaacta
tcceccacaaa

cattgcccag

gtatattaga

Fig. 1 (cont.)

TCCTAGCTGG
GGCCTGCTCT
GCTCTTTCTG
TGGCCATTAT
CGGGTGAGCC
TGCATACACC
ACATCCTCAC
GCCAGTAAAG
tgagcceetg
ggaatcccct
GOGATTIGAA
GGAATGATTG
ttctgtageqg
tctgececct
gttgtggggc
GAAGCTGTTT
GAGCCARAACT
gggccectget
ctggggaatg
ggccaggaac
ttctctttce
aacacaaaga
gaggctttgc
gccagaaaga

accaagcaca

tacagtgatg
GAGCCTGAAG
TCTCTCTGGG
GGACTGTTGG
TGAGACAAAC
AGGAGCTGCA
TCTCAGATGC
ACCCGAAGCA
TCCAAGTATC
agcagctggg
tcttetgetg
CAAAATCTGC
AGCGGgtaag
tgggaggact

taaaactaag
aggactgacg
CCGTGCGTGA
CCAAGGGGGC
tcatcteeceq
aggatgatca
agagagcatg
ctctcaagga
tctgtaagat
tgggggaaat
aaacctgcta

cagcttggta

13

cctggetgac
GCTCCACTCT
ATGCGGGATC
CCTTTGGGGC
TTGGAACAGC
TTACACCARG
TGATACAGAC
CTTGGCCTCC
ACTCTATGGG
ggcgaggegt
atctcctatg
TACAAGTCAG
tgtcctgaga
cagagaccga
gagggggatt

tggccegggyg
TCCTCACCCC

TCCGCCTACC
ctggggactce
aaaccttacc
ggcttceecca
aggaagacct
ctgagcaaag
tacctaggtg
caggcatgtyg

aggaactcag

ccttctetet
GGCTTCGTGC
CAGAGACATT
CCTGGCATTA
TCTGGGTAGA
GAGAAGCTGG
CGCACGCCAG
ACCTCCAGGC
AAG.......
B |
getgtggggg
ccecctggeta
GAGTTCCCCT
gggagtagag
gcaagcccca
gcagagggca
tatccetgge
CCTCGACTGC
TGCCgtgagt
tcccagcaga
aaggtcctaa
aggctctcte
gacttattta
gagaaaaaga
tttgctaage
cctgetggtt

tggggecettt



2401
2451
2501
2551
2601
2651
2701
2751
2802
2851
2901
2951
3001
3051
3101
3151
3201
3251
3301
3351
3401
3451
3501
3551
3601
3651
3701

ctgggceccett
cccttgtact
cctggeagtt

aaatcggceag

gtttggagee
EXON

cctecagCGGC
TGCTGGAGGA
CTAGACAAGG
CCCTGATGAC
AGgtgggttc
cccttectca
accccccact
caatgttcca
atgaatcect
teteretttt
cgatcttgge
tcctgagtag
tattagccte
ccaaggcetgg
acagcaggta
ccctgcaaat
cccagaagee
cgggatacta
ttacctacac
gtggaagccce
acceccteetg

GGGGCTGCCA

Fig. 1 (cont.)
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tctatgtatt
cttctacage
ctgagaagct
ataagaggag
tgggttttcg
éECCCGGBTA
GCTGGGTCCC
CACAGGTGGG
CTCCACTGCC
caaccaggtc
tactcectgtg
tcctggecat
ttcccattca
ttttecetttt
ttgagtctca
tcactgcaac
ctgggattac
ccaaagtget
actttttatce
agcatgaata
gtggtacttt
tacttccagg
gctgttcact
tccagececta
agggacactce
tteccecteca

TGGCTITCTCC

aggtaaccct
tcactgtage
gaggcttgca
ggtggggtac
tcectgacee
TCCAGTGGAC
TTTGCCTCCC
CCAGGCCTAC
CACCTAGTGC
tgccagggaa
ttctggggga
tattaccctg
gttatcctac
ctaagcctag
ctctgtcace
ctcecggetcaa
aggtgeccac
gggattacag
aaaatagact
tcatacctgg
tttcagaatc
cctotgette
cctgcagagce
ctgagcttca
a%;é;fgfac
gGGCTCCCAA
CACAAATTCA

14

gccetgatat
acectggtgy
caccctceat
agcatggcge
tcaccaacta
CAACCTGGAT
TTGAGGGCTT
GTGGGGCEGC
CCCCAACCATY
aggctgtttt
getgactget
ctcccacagt
ggagccctca
ataaggctgg
caggctggag
gcaattctce
caccatgecece
gcgtgageca
aatacaggga
ttteccaggt
cgecagttac
ccettgggge
agtcaagagg
tggcagegtg
ggccagggee
TGTGGCTCAC
TGCACTGGCA

tcgtetcage
gccecatgcag
atggaaggac
cccagcagca
taggcttttce
CCAGAGCAGC
CCGGGAGCTG
CCTGTCTGCA
CACAGCAGGC
ccttcccttt
ctgtgcecetg
gccaggeecec
agtggtatat
acttcttttt
tgcagtagtt
tgecttagec
ggctaatttt
ctgcgectgy
aactaagaac
ttetttgtgg
accagctect
ttcctgtotg
ctcagaatag
gttcctggag
ttgagcatta
GAGCTGAGTG
GGAGGAATTG



3751
3801
3851
3901
3951
4001
4051
4101
4151
4201
4251
4301
4351
4401
4451
4501
4551
4601
4651
4701
4751
4801
4851
4901
4951
5001
5051

CTGCTGGGAG
tctcctetgg
aatgccaggc
tgggccaget
CCTGCAGAGC
TCCGGGGTGA
AGCACAGTGC
caaggacaag
atccaccctg
CCCAGCAGAT
GCGTTCTCTG
Ggtgggtctt
ccacectggg
CCTGTGTGAC
GGCCTTGCCG
GCTCTGTGCC
gccaggactg
tcagctgece
GAATCGGCGT
CTGCCTGGCA
aggcagctca
gctgctaatg
taatagtgct
agttgaatgce
ctagccactg
ctccecttea

ggtceccact

Fig. 1 (count.)
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GCATGGCCAG AGACCCCCAA GGAGAGCTGC

gagttggtga
agetctggeca
ctgacccetg
ACCTTCTTGC
CTATCAGACA
TACAAGCCTG
gggggtgccc
tttctccagC
CCATGCCTTC
AAGTCAGTGC
gcacctggca
agccectgag
CATGCTGCGG
GGGTACTGCT
CTGCTCGGCA
cagggcagac
gctectetge
GGATGACGTA
CCCCTCTCCA
gcttactggt
aacctcggtg
gtgtcctaag
ttagaacagc
tgttatgact
ctccactttg

ctgtcctgge

ggggactctg
aaaggcccett
gttctceccac
TGATGAGTCC
CATGACATTG
GCAGCGGCGC
tgaggccatt
EXON 9

TGGCCCAGGA
TCCTCCACCA
TGCCCGTGTG
ccttgeccee
actgcccettt
TGGGACTGCG
GGTGGCCCTG
TCACCTTCAA

tcagtgccag

ttcatgagaa
cacatccete
acccceecacca
CCGCCAGCTG
GCTGGAGTGA
TTTGTGCAGY
cectectect
GGCCCTGCCT
CCCTGGATGA
GTGGGAGGCT
accccaccte
ceceeccacag
CCCAGTCCCA
GCGGTGGCCT
TGCTGCCACT

tcaccaggcet

EXON 11

ccetecagGT
TTCCTGCTGG
Ggtggggect
taagagccte
cctettgtee
ggttattgtt
ccatcatacyqg
gccccaccte
acacggecece

EXON 12
agGAGCGCAT

15

GCTGCCCTTC
CGCATGCCTT
tgtccceccag
ttggttcaag
ccatctgtaa
tggatcagtg
tacatggtac
tgcaccccaa
tccottgtga
GGGCGAGTGT

TGAGgtaggg
cccatactgt
accaggtgtt
EXON 8

gGGCAGAGGC
TACGAGCATT
GGAGCAGGCC
tcggtatgga
gccecectect
GAGAACGCTT
CATCCTGCAT
ATCTGCTCAT
caaccagtge
EXON 10

CTGGCCTATG
GGGTTCCGTG
CAGGCCTTGG
ACCCAGgtac
tcacgggtece
TTGGCTCTGG
CACAGAGGCT
ggctcatctg
tgacccttgg
acaggggaaa
aggtaactca
ccaataaatg
gttccetgage
cctgagggea
CTGCAGCGCA



5101
5151
5201
5251
5301
5351
5401
5451
5501
5551
5601
5651
5701
5751
5801
5851
5901
5951
6001
6051
6101
6151
6201
6251
6301
6351
6401

CGGGCACCAG
ATGGCTGCCC
GGCCATAGTG
CCATCCTCAG
CTCTGCTCCT
acccacgcca
tccactctct
TGCCCCAGGA
ACTGCCACAG
GGTCACCATC
CACTGGGCTC
GGCCAGGAGG
TGCCCGCTGG
TGCTCCAGTC

agcatctctg

ggctgggggce
XON 14

CATCGTGCTG
CCACCTTGGT
ACCAAGGAGC
CGAGGTGGCC
GCGCCCTCTT
CCCCCACCGG
CTGGCTACAG

gagaaacgce

EXON 15

cagGAATCCA
CGCCACTCGA

CTCATCCAGA

Fig. 1 (cont.)
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TGTCGTACTC
TCGTTCCCAT
GTTGGCTGCA
CCTGGACCTA
TCTCCAGgta
gcctgtecce
acctctteca
GCTGGGGGAC
TTCAAGCCTT
CTGCCTCCCC
TGAGCTCTTC
AGGAGACAAG
AATCTTGCCC
ACATGCTAAG
ggcccagaag

agccctgggg
GTGCTCTTTG

GCAAGACGGC
ATGCCTTCCT
CTGGTGACCC
TGATCTGCAC
CCACCCAGGC
Ggtgagaggce
ctggggccac
GGCTGCCTTT
CCGCAATGGC
CTGGAGACGC

ACATCCATCA
CCCTGCGCTG
CCTTTGTAGC
CGGCGGCGCC
ctgegtgege
tcaccagcat
EXON 13
gTCCCTGCTC
GGGACAGTAC
TACCCACTGT
ARGCCCACCT
AGCCCTGGAG
GCAGAAGGCA
ATTTCGCCCG
gtaagactgg
ggcagagagg
tctccagett
GTGCTCTTCT
CTGGCCCTGA
GAGCGCCCAG
AGGGTGGCTT
CAGCGCTTCA
ACCCCGCACC
gaggagacgg
cagctaatag
GACCAGGACT
TCTGAGGATG
CCAGGAGCTT

16

ACAACATGGC
CGAGCCTTCT
CGTGATGCTT
ACTGCCAGCG
cccageccocet
ttcaaggcac
TGCTCAGGTG
CAGTGGGCAT
GAAGCCAGCA
GGTGCCCCCA
GGTCCACACG
GCCTGCAAGT
CTATCAGTTT
gcagagcagyg
gcttagtcca
agttgctaca
GGGCCTGAGC
CGGATGTGGT
CTCAGGTACT
TGACTACGCC
GTTCCCTCAA
TGGCTGCACT
gcagggaggyg
aaccctatce
GGGCTTCTGG
GGGCCCTGGC
CTGGATTTCA

CGCCTTCCTC
CCCTACAGGC
GTCTTCCCAG
CCTTGATGTG
tcecteceegtg
agacctgtca
ATTCAGATCC
TGCCCACCTC
GCCAGCATGT
CCTTCTGACC
GGACCTTCTA
CCCTGCCCTG
GCCCCGTTGC
gcagagactt
ctgecctgagg

EX
tccecgeagGe
CTCTACGGAG
GCCTCGGGGC
TCTCCCTGTA
CACTCCCAAC
GGCGGTGCTG
ATTACCGCAA
gtgctgcagg
tggtctecee
GCGCATCACC
CTACAAGCTG

GCCAGgttgg



6451
6501
6551
6601
6651
6701
6751
6801
6851
6901
6951
7001
7051
7101
7151
7201
7251
7301
7351
7401
7451
7501
7551
7601
7651
7701
7751

gagagggctg
caggccttca
GACAGAGAGG
GTGGGTGAGC
ACCCCCCACC
AACTTTCGCA
ccacacaagc
gccctgtece
AGCTCAGCCC
AGAAGACTGC
GCAGAGGCCG
CCTCTTCTGG
TCTGCATCCT
AACCCCTGGA
agacacccca
ctctgtgage
GGAACTCTTT
CCGTGGTGAT
CACGTGGCTC
CGCCCATGCC
CCACATTGCT

GTAAG.....

*» 909000000

gcectgggetg
CTGACAGTGC

TGTGCTGCTG

caccatcceet

Fig. 1 (cont.)
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gaggggtcca
gccctetctg
GACTGATTCC
AGTGACCCCC
TCCTGAATGG
gtgagtcttg
cctgagccetg
tctecectett
TTGGAGTTTG
AGACTTTGTG
GCCAGGCTGG
GAACAGTATC
GCTGGTGTGC
CGGCTGGCCT
ccettececetg
cctgtectecec
GGTATCATGG
CCTTGTGGCC
TGGGCTTCCT
CTTGAGCACA
GGGTCTGCTC
gtagggaggg
actecceccca
TCACGCTCCT
TCCATCCTGG

ctactcccag

ctagtacagg
cctetgeagC
ACCCGAGCTC
TGGGTCTGGC
CTGCACGACA
gggggagcte
aggccetgee
cteccetteee
CCCAGTTCCC
GAGGCCATCG
GGTGCACGCC
TGGGCCTGCG
ACTTTCCTCG
CATAgtgagt

cccagectgt

ggctgcagge
EXON 16

TGACCACAAG
TTCTACATGG
AGCCTCACAG
AATACGACAC
ggcaagagcce
cactctgecc
ctccccteca
TTTCCTGCTG
AGGGGGCCCG
TACCCCAGCG
GCGCTGCTTC
TCTGTGCTCT
gcttgcagga

catcccetect

EXON 18

tcagGTGCTG
GTTTCCTGGG
TCTGTAGGCA
GACCACCCAG
CATTTGCCCC
ATGCTTGCTG

ctcggggeag

caccctaccee
GGGCCTCCTC
GCCCGLCGCC

cccaagggac

17

GTCCTGGCGA
CATCAAGCTG
TTGGCGTTGA
GGCAGCCGGA
CGTGACCGAT
GTTCCCACTT

seoev ovov e

9959902?99
EXON 20

ctagGTACTT
CATGGACTCG
AGAGgtgacc
ggggtaggga

ctcctgggee
GAAGCTGGTG
GGCTGACCGT
GCCAACTTCT
CACGGGGGAG
tcagcctcge
oI Gxon 17
cagTCCCGCC
CGTGGCCTCC
GGCAGCATGC
GCTCCCCCTT
CTGCTGGCCG
GCTGCTCCTC
gtggggacag
gccaggagec
TGATGACAGT
AGTGCCATCC
GTTCACAGTC
ACCTGCGGGC
GGGGCCATCT
TGACTTCATT
ctcaggacag
CTTTGCGGCG
TGCTGCTGCC

acaccctegg

gaggcaaggg
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Fig. 1 (cont.)
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ACAAGGAGCG
TTTCTCATAC
ATGTGACCCC
TCCAGGAGGG
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Fig. 1 (cont.)
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ggagtaaccc
E
tctttecagG

CCACTGTCTG GACAGGCTGA ATTGGTCTTC GGGTCCCTAA

GCCATTCCCT CTGCCTAGAA CACTTTCTCA CCTCCCCTTG

ATATCACCCT TCGAGGTGAA TTGGATCGGA TGCCATCTCC

GTGGGGTCGT GCCTCCTGTG AGGTCCCAGT GCCCCTGAGT

GTCTGTTTCC CCGTCCCTCT CTCTAAGCCC GGAGGCTTAC
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10501 TGCGGGTAAG
10551 CTCCGCAAAG
10601 GAGGACCAGC
10651 GGCTTCCCCG
10701 CCATGGTGCA
10751 GCGCGCATTT
1080} TGTGCATAAA
10851 CATAAGTGTG
10901} ACGAATATAC
10951 CTAAAGATTT
11001 GGCCTCTTAT
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GACGGCGGGA CAGGACCTTA ACCCCTGGGA CGAACACCAG
GACTCCGCAC CCGGCGCCGC CCACGGGGTG CGGGTCCCAG
AGAGAGGAGC ATAGGAGAGC AAAGGAGATC AGTGACCCAT
GTGGCGCGGA ACAGCCCGGA GCCGCCTGTG ATTTGCATAC
CCACGAAAAG ATACCCTCAA GATGCTTGCA CTCCCTCTGT
CTGCACTGTT TTAGAGCATG ATGCCTCTTA CACGCATCTG
CTACATATAG GGAGTGCGTA CCACGCAGGC ATCCAACAAC
TTAAGTGTTA GTTCTCCCTG CGAGGTTCGA AGCGGAAGTC
TCGGGTTTCT CTTCAAAGCG CATAAATCTT TCGCCTTTTA
CCGTGGAGAG AAAGTTGTGA GTTTTTATTC AATTTTTTGA
TTCCTGAGGC TACATTTTTA AGTATTAAAA GTTAGGCAAC

11051 TACAAAAAAA AAAAAAAA

Fig. 1 (cont.)
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1080

1085

1070

Phe Asp Phe Ile Val Arg Tyr Phe

Phe Ala Ala Leu Thr Val Leu Thr Leu Leu Gly Leu Leu His Gly Leu

1090

Val Leu Leu Pro Val Leu Leu Ser

1105

Ile Gln Met Tyr Lys Glu Ser Pro

1095

1110

1125

1130

Gln Gly Gly Gly Leu Arxg Pro Glu Glu Ile
1140

<210>2

<211> 3453
<212> ADN
<213> HUMANO

1145

1115

1100

Ile Leu Gly Pro Pro Pro Glu Val

1120

Glu Ile Leu Ser Pro Pro Ala Pro

1135



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<400> 2

atccccgeca
ccagctcgaa
cgtgcttact
aaagtgcetct
attattgaga
ctgcattaca
cagaccgcac
caggcagccce
aacaasatct
attgagaagc
aaactccaag
gatccagagc
ctgctagaca
gacctccact
cacgagctga
ttgctgctgg
cagagcacct
cagacacatg
cggcgcttetg
gecttetect
cqgtgtggtgg
gactgcgccece
gtggcctcag
caggtgctgc
gecttcacag
cgcacgggcea
gccctegtte
tgcacctttg
cgccactgece
attcagatcc
actgccacag
ctgccteccec
agccctggaqg
gcctgcaagt
gccecegttge
ctgggectga
gtgccteggg
tacgaggtgyg
tttgatctgce
gcaccccgea
gaccaggact
ggggccctgg
agccagctga
tacatggggc
aacttctacc
tttcgeatce
ctccagaaga
gccggecagyg
tatctgggcc
ctcgtctgtyg
gcgatgatga
atccccgtgg
gctctggget
cacacatttg
gctggttecc
ctectgggec
ccgccagagy
cagggaggcg

<210>3
<211> 126

gcatgactcg
ccgcagcace
tccagggect
ttctgggact
caasacttgga
ccaaggagaa
gccaggaggyg
tcactgccag
gctacaagtc
tgtttecegeg
ggggctecge
agctgctgga
aggcacaggt
geccacctag
gtgggggctg
gaggcatggc
tcttgctgat
acattggctg
tgcagctgge
ccaccaccct
gaggctatct
agtcccaggg
gccttggget
ccttcttgge
aggctctgce
ccagtgtcgt
ccatceectge
tagccgtgat
agcgccttga
tgcceccagga
ttcaagcctt
aagcccacct
ggtccacacg
ccctgecctyg
tgcteccagtce
gcectetacgg
gcaccaagga
ccetggtgac
accagcgcett
cctggectgea
gggcttctgg
cctacaagcet
ccacaaggaa
tgaccgtgtg
ccccacctce
cgecagcetica
ctgcagactt
ctggggtgca
tgcggcgetg
ctctgctgcet
cagtggaact
tgatccttgt
tcctgaccac
cceeccgtgac
actttgactt
tcctecatgg
tgatacagat
ggcttaggcc
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atcgccgecce
ccagatccta
gctcttctct
gttggeccttt
acagctctygg
gctgggggag
agagaacatc
taaagtccaa
aggagttccc
cgtgatccte
ctacctgcce
ggagctgggt
gggccaggcece
tgcccccaac
ccatggettc
cagagacccce
gagtcceege
gagtgaggag
ccaggaggcc
ggatgacatc
gctcatgetyg
ttecegtgygge
crtgtgeccctg
tctgggaatc
tggcacccct
actcacatcce
gctgecgagece
gettgtettce
tgtgctcetgce
gctgggggac
tacccactgt
ggtgccccca
ggaccttcta
tgccecgetgg
acatgctaag
agccaccttg
gcatgccttce
ccagggtggc
cagttcccte
ctattaccgce
gcgecatcace
gctcatccag
gctggtggac
ggtgagcagt
tgaatggctg
gccecttggag
tgtggaggec
cgcctacecee
cttcctgectyg
cctcaacecce
ctttggtatce
ggectetgta
ccagggcage
cgatggggcc
cattgtaagg
actcgtgcectg
gtacaaggaa
cgaggagatc

ctcagagagc
gctgggagee
ctgggatgceg
ggggccetgyg
gtagaagtgg
gaggctgcat
ctcacaceeqg
gtatcactct
cttattgaaa
accececcecteg
ggccgceegy
ccctttgect
tacgtgggge
catcacagca
tcccacaaat
caaggagagce
cagctgtacy
caggccagca
ctgcctgaga
ctgcatgcgt
gcctatgect
cttgccggyg
ctcggcatca
ggcgtggatyg
ctccaggage
atcaacaaca
ttctecctac
ccagccatce
tgcttctceca
gggacagtac
gaagccagca
ccttctgace
ggccaggaqqg
aatcttgccc
gccatecgtge
gtgcaagacg
ctgagcgecc
tttgactacg
aaggcggtge
aactggctac
cgccactegt
actggagacg
agagagggac
gaccccctgyg
cacgacaaat
tttgceccagt
atcgaggggg
agcggeteee
gcegtctgceca
tggacggctyg
atgggtttce
ggcattggcg
cggaacctgce
atctccacat
tacttctttg
ctgcetgtge
agcccagaga
tag

tgcececcecegag
tgaaggctcce
ggatccagag
cattaggtct
gcagccgggt
acacctctca
aagcacttgg
atgggaagtc
atggaatgat
actgcttctg
atatccagtyg
cccttgaggg
ggccctgtct
ggcaggctcc
tcatgcactg
tgctgagggc
agcatttccg
cagtgctaca
acgcttccca
tctctgaagt
gtgtgaccat
tactgctggt
ccttcaatge
acgtattcct
gcatgggcga
tggccgectt
aggecggecat
tcagcctgga
gtccctgete
cagtgggcat
gccagcatgt
cactgggcte
aggagacaaq
atttcgecceg
tggtgcectt
gectggecct
agctcaggta
cccactecca
tgcceccace
agggaatcca
accgcaatgg
cccaggagcet
tgattccacc
gtctggcage
acgacaccac
tccecttect
ceccgggeage
ccttectctt
tcctgetggt
gcctcatagt
tgggcatcaa
ttgagttcac
gggccgecca
tgctgggtct
cggcgetgac
tgctgtccat
tcectgagtce

ttacacaccc
actctggett
acattgtgge
ccgecatggec
gagccaggag
gatgctgata
cctcecaccte
ctgggatttg
tgagcggatg
ggagggagcc
gaccaacctg
cttccgggag
gcaccctgat
caatgtggct
gcaggaggaa
agaggccctg
gggtgactat
agectggcag
gcagatccat
cagtgctgce
gctgeggtgg
ggccctggcy
tgccactacc
gctggegeat
gtgtctgecag
cctecatgget
agtggttgge
cctacggegyg
tgctcaggtyg
tgeccaccte
ggtcaccatc
tgagctcttc
gcagaaggca
ctatcagttt
tggtgctcte
gacggatgtg
cttctcectg
acgcgccetce
ggccacccag
ggctgeccetet
ctctgaggat
tctggattrce
cgagctcttce
ctcacaggcc
gggggagaac
gctgegeggce
atgcgcagag
ctgggaacag
gtgcactttc
gctggteetg
gctgagtgec
agtccacgtg
tgececttgag
gctcatgcett
agtgctcacg
cctgggeecyg
accagctceca

60
120
180
240
300
360
420
480
$40
600
660
720
760
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2860
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3453
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<212> ADN
<213> HUMANO

<400> 3

ES 2 268 886 T3

gagcgcatgg gcgagtgtct gcagcgcacg ggcaccagtg tcgtactcac atccatcaac 60
aacatggccg ccttcctecat ggetgcecte gtteccatcc ctgegetgeg agecttctec 120

ctacag

<210> 4

<211> 119
<212> ADN
<213> HUMANO

<400> 4

126

gcggecatag tggttggctg cacctttgta gceccgtgatge ttgtettcce agccatccte 60
agcctggacc tacggcggcg ccactgccag cgcecttgatg tgectctgetg cttctccag 119

<210>5

<211> 12886
<212> ADN
<213> HUMANO

<400> 5

cgggtgaatc
gctttaacac
ccectacgegg
cgcgggttgg
gagagctgec
ggggagctgg
tgtgatgtct
gcaagcaagt
agtgaqaatg
tatgtatcct
atcccaacac
caggccaaca
gggcgcectgt
ggcggaggtt
agatgcgtct
gaaaataggc
agtctgggcc
ggctgggcag
cctggetgac
ggcttcegtge
gtggcaaagt
tggccattat
ccatagctgce
gctctagcag
ggcatctagg
ttgtgaattyg
gaaatccgca
agaagcectgg
tctetgecge
agttctgacc
agccgggtga
acctctcaga
gcacttggcc

ccggegecge
ccacacccca
ggcccagegg
gggcgcecge
cccgagttac
aagaaggaag
tgaagtgeccg
tgtgcgtgtg
aatgtctgtg
gctctcagaa
tgggaggctg
tggggaaact
agtcccaact
gcagtcaagce
caaaaaaaaa
ctatgccttc
tgtgtetgtyg
cagatataca
ccttetette
ttacttccag
gctctttctg
tgagacaaac
tcaggtatgg
gcctggecect
aacaccgtte
ggtgtataga
gagccacaca
ggagtcggce
acctctccca
cgcctaggcec
gccaggagct
tgctgataca
tccacctcca

gccccggace
cagtctctce
taccgggaga
gcccccatce
acacccccag
agagcggagce
agtgtcatta
tgtcggtgtg
ggttcaccte
aatgggccta
aggcaggcag
ctgtctctac
actcgggagg
cgagatcaca
aaaaaaaaaa
ctcaggtgtg
ttggtgctce
gggtgagaag
¢ccatcccaga
ggectgectet
ggactgttgg
ttggaacagce
tgagceccaag
ggggctggag
cctceccacaa
atatttgtct
accgaggcett
tgggccatga
cttgtctggg
ctttccecece
gcattacacc
gaccgecacgc
ggcagceccte

cgcagctcee
cacgsccgceg
ccgggctage
ccgccageat
ctcgaaccgce
caggtctgtc
gatgtctgaa
tctgtgeegg
tgtgtccacce
tgcegeeggg
attacctgag
taaaaataaa
ctgaggcagyg
ccactgcact
aaaaggagag
tgctggggat
ctgtcccaca
ggaaggattt
tcetagetgg
tctctetggyg
cctttgggge
tetgggtaga
acaagaacgg
ggtcacctge
ccataaatgg
gtgattttge
ctccacttce
ccaggecccte
gaggcctcag
cagctttcte
aaggagaagc
caggagggag
actgccagta

tgcactccte
ccttggegge
ctatgggagce
gactcgatcg
agcaccccag
actcgggcect
ggcaagtgag
tgtctcctcea
cgacgacagg
cgcggtgact
gtcaggagtt
aattagcagy
agaatctctt
ccagccaggg
daaacaaaaa
ggtgggtgtt
tccagaaatc
catgcattgt
gagcctgaag
atgcgggatc
cctggcatta
aggtaagttg
ggtgaggage
tggccagagt
acatctgcag
ttaagcceccta
ctggcagage
agggataagg
agttagaagc
tgtttgetet
tgggggagga
agaacatcct
aagtccaagt

cctcccagee
cccactgaat
gcccagataa
ccgeececcteca
gtgagtagag
ctgcaaggtt
ageccagcacc
tcgtcectggece
tgtgtgtaca
cacgcctgta
cgagaccagc
gcgtggtgge
gaacctggga
caacagagcg
gaaaagaaag
acatcttcca
aagaagcgag
tacagtgatg
gctccactct
cagagacatt
ggtctccgeca
tggacactgg
tggctactga
cctacacetg
atgttagacc
gaccacacaa
tccaggacece
cagggactce
ccecttcgea
ggcagtgggce
ggctgecatac
cacacccgaa
atcactctat

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
040
900
860
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
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gggaaggtga
tggagtggga
atttgaacaa
gggtaagtgt
agaccgagca
gagggcatcc
tgattgagaa
ccaaactcca
tctcecegetg
ccttaccaag
ctctctccac
aaaactaaac
gectttgetgg
cctgctacag
aactcagtgg
tctcagcccce
ggcagttctg
agaggagggt
ctgaccctea
cctggatcca
ggagctgcta
tgatgacctc
ccaggtctgce
tgggggagct
ccacagtgce
ggtatatatg
ttreeeettg
ctgcaacctc
tgcccaccac
tgagccactg
taagaacaca
tgcaaatgtg
ttccaggect
gcagagcagt
cagcgtggtet
agcattaacc
gctgccatgg
tggccagaga
gactctgttc
atccctcacc
cagaggccct
ggggtgacta
aagcctggca
ggccattcce
cctgectgag
cctgcatgceg
gggtcttgca
ccctgagact
gactgcgecece
gtggcctcag
caggtacgcc
gctgcecgcet
tgacgtattc
ggggccttgt
gttcaagtga
ggggaaataa
tgaatgctta
tatgactgcce
cggccectce
cgagtgtctg
cttcctcatg

gtctggctga
actccccettet
aatctgctac
cctgagaggg
agccccacag
tacaaaggtt
gctgtttcceg
agggggctcce
gggactctcc
gtcctaatta
atcctcecttce
acaaagatct
gggaaattac
gcatgtgcct
ggcctttetg
ttgtactctt
agaagctgag
ggggtacagc
ccaactatag
gagcagctgc
gacaaggcac
cactgcccac
cagggaaagg
gactgctctg
aggcccccaa
aatcccetrtt
agtctcactc
ggctcaagca
catgcccggce
cgectggcca
gcaggtaagce
gtactttrtet
ctgcttccee
caagaggctc
cctggaggtg
cctcctgttce
cttctcccac
cccccaagga
atgagaaccc
aggtgtttgg
gcagagcacc
tcagacacat
gcggcgettt
tcctectgece
aacgcttccee
ttctctgaag
cctggcacct
gcecetttcee
agtcccaggg
gecttggget
aggactgcag
cctctgececce
ctgctggcge
ccceccagygge
cececttggget
tagtgctgtg
gaacagccca
ccacctctge
cttgtgacct
cagcgcacgg
gctgceectcg
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gcccctgagce
tctgctgatc
aagtcaggag
agtagaggca
cctgcaatct
gtggggcagg
tgcgtgatce
gcctacctge
cagcagaaag
cctceccaggce
tctttcecete
gtaagatctg
ctaggtgttt
gctggttgta
ggccctttct
ctacagctca
gcttgcacac
atggcgccce
gcttttcect
tggaggagct
aggtgggcca
ctagtgcccce
ctgttttect
tgccetgace
tgttccattc
tcettttcta
tgtcacccag
attctcctgce
taatttttat
aggctggact
atgaatatca
cagaatccgce
ttggggctte
agaatagtta
gaagcccagg
cccteccaggg
aaattcatgce
gagctgctga
atactgtaat
gccagectctg
ttcttgctga
gacattggct
gtgcaggtcg
ccctectatc
agcagatcca
tcagtgctgce
tgeceecace
cccacagetg
ttcegtgggce
ctgtgccetyg
ggcagactca
tccaggtgect
atgccttcac
tcatctgagg
gctaatgaac
tcctaagggt
tcatacgtac
accccaagtt
gagggcaggt
gcaccagtgt
ttcccatece

agctgggggc
tcctatgcece
ttceecttat
gaactttttc
gcccccttaa
actgacgtgg
tcacccccet
cgtgagtgce
gaggggtctg
caggaacaga
tcaaggaagg
agcaaaggag
gctaagccat
tattagaacc
atgtattagg
ctgtagecace
cctccatatg
agcagcagtt
cagcggccgc
gggtcccttt
ggcctacgtyg
caaccatcac
tcecettteece
ccccacttcce
ccattcagtt
agcctagata
gctggagtgce
cttagcctce
tagcctccca
ttttatcaaa
tacctggttt
cagttacacc
ctgtctgcgg
cctacactce
gacactcagt
ctcccaatgt
actggcagga
ggtagggtet
gccaggcecage
acccctggtt
tgagtcecceg
ggagtgagga
gtatggacaa
caccctgttt
tgcecttectece
ccgtgtggtyg
ccacctccaa
gcetatgeet
cttgccgggyg
ctcggcatca
gtgccagtca
gcecttcttg
agaggctctg
cagctcagct
ctcggtgcet
tattgtttgg
atggtaccca
cctgagectce
ccecactetg
cgtactcaca
tgcgctgcga

gaggcgtgcet
ctggctattg
tgaaaatgga
tgtagcgtgg
aactaaggag
cccggggtat
cgactgcttce
actcctgggg
gggaatgagg
gagcatgggc
aagacctgac
aaaaagatcc
tgcccaggec
aagcacacag
taaccctgee
ctggtgggcce
gaaggacaaa
tggagcctgg
ccggatatcec
gceteecttg
gggcggccct
agcaggcagg
ttcctcatac
tggccattat
atcctacgga
aggctggact
agtagttcga
tgagtagctg
aagtgctggg
atagactaat
cccaggtttce
agctcctece
gatactagct
agccctactg
tatccacggc
ggctcacgag
ggaattgctg
cctctgggag
tctggcaaaa
cteccecacacce
ccagctgtac
gcaggccagce
ggacaagggqqg
ctccagctqgg
tccaccaccce
ggaggctatc
ccagtgccca
gtgtgaccat
tactgctggt
ccttcaatge
ccaggcttca
gctctgggaa
cctggcaccce

tactggttaa

cttgtcccca
atcagtgagg
ataaatgcta
ccctecacte
tcctggceagg
tccatcaaca
gccttctece

gtgggggttc
cagtcctggg
atgattgagc
gaggactcag
ggggattgca
ccctggcaga
tgggagggag
ccctgettca
atgatcaaaa
ttccccaagg
ttatttacac
ccacaaagag
agaaagaaaa
cttggtaagg
ctgatattcg
catgcagcct
tcggcagata
gttttcgtee
agtggaccaa
agggcttccg
gtctgcaccc
tgggttccaa
tcetgtgtte
taccctgetce
gccctcaagt
tecttttteet
tcttggectca
ggattacaqgg
attacaggcg
acagggaaac
tttgtggcece
agaagcctac
gttcactcct
agcttcatgg
cagggeccttg
ctgagtgggg
ctgggaggca
ttggtgaggg
ggcecetteac
cccaccaggg
gagcatttce
acagtgctac
ggtgccctga
cccaggaggce
tggatgacat
tgctcatggt
ccctgggage
gctgcggtgg
ggcectggeg
tgccactacc
cgggtcctca
tcggcgtgga
ctctccaggt
gagcectcettg
tctgtaaaca
taactcaagt
gcecactgtgt
cactttgaca
agcgcatggg
acatggccge
tacaggcgge

2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
1320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
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catagtggtt
ggacctacgg
cgtgcgecee
aaggcacaga
cagatcctge
gccacagttce
cctccccaag
cctggagggt
tgcaagtccce
ccgttgetge
atctctgggce
cctggggtet
ctecttctggg
atgtggtgec
ccctgtacga
ccectetttga
cccaggcacce
gagacgggca
cctatectgy
catcacccge
atccagactg
gggtccacta
ctgcagctga
tacatggggc
aacttctacc
tttcgecagtyg
gagcctgagg
ccttceecte
cctgetgegt
agcatgcgca
cttctgggaa
ggtgtgcact
agtgagtgct
ccctecectgece
tgacagtgga
tggtgatcct
tgagcacgygg
caagccccta
cattcctgta
ttcgaaacca
gccaggegtg
ttgaacctgg
gcaacaagag
cagtggctca
gatcccctga
ctgaaaatac
aggctgaggce
catcactgta
aaaataaaaa
cttatattct
tcccageact
cctggeegac
ggtgcatgce
ggagggtgga
gcaaaactcec
aggcatgagc
ccaggctgta
agtgttacct
cagecctttgy
ctgagctgygc
cctgaccace

ggctgcacct
cggcgecact
agccccttee
cctgtcatce
cccaggagct
aagcctttac
cccacctggt
ccacacggga
tgccetgtge
tccagtcaca
ccagaagggc
ccagcttagt
cctgagcctc
tcggggcace
ggtggccctg
tctgcaccag
ccgcacctgg
gggaggggty
tctccececag
cactcgaccg
gagacgccca
gtacaggggce
ccacaaggaa
tgacecgtgtg
ccecaccetee
agtcttgggg
ccctgcecac
ccctceccacag
ggcctccaga
gaggccggcee
cagtatctgg
ttcetegtet
tgcaggagtyg
aggagcecccte
actectttggt
tgtggectet
caccccgggg
ctatgtgcta
atcccagcac
gcctggcecaa
gtggcacatg
gaggcgaagg
tgaaactctc
tgcctgtaat
agtcaggagt
aaaaattagc
aggagaatta
ctccagectyg
taaaaagaat
agggatagag
ttgggaagce
atggtgaaac
tgtaatccca
ggttgccatg
atctcaaaaa
cacegtgeece
ccctatttte
aaaaggactc
tgggccaagg
catgactgge
cagggcagce
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ttgtagcegt
gccagecgect
tcecegtgace
actctctacc
99999acggg
ccactgtgaa
gcccecacet
ccttctagge
ccgetggaat
tgctaaggta
agagagggct
tgctacatce
tacggagcca
aaggagcatg
gtgacccagg
cgettcagtt
ctgcactatt
ctgcagggag
gaatccaggc
caatggctct
ggagcttctyg
tgcaggecte
gctggtggac
ggtgagcagt
tgaatggcetg
ggagctcgge
tctgccecegt
tcccgeecage
agactgcaga
aggctggggt
gcctgeggey
gtgectctget
gggacagaga
tgtgageccct
atcatgggtt
gtaggcattyg
agggaccaat
ggtactacttt
tttgggaggce
catggtgaaa
ccagtaatcc
ttgcagtgag
cgtctcaaaa
tgggatgatg
tcaagaccag
tgggcgtggt
cttgaaccca
ggcaaaagag
acgggatata
atagacaata
gaggtgggca
cceatctceta
gctacttgga
agccgagacc
aagaaaaaaa
gggcttgttt
tacgtgtcte
acgcatgcte
tatcgttgag
agaggagcag
ggaacctgeg

gatgcttgte
tgatgtgcte
cacgccagee
tcttccagte
acagtaccag
gccagcagcee
tctgacccac
caggaggagg
cttgcccatt
agactgggca
tagtccactg
cgcaggceat
ccttggtgea
ccttectgag
gtggctttga
ccctcaagge
accgcaactg
saacqgccctg
tgcettigac
gaggatgggg
gatttcagce
ctgggcccag
agagagggac
gaccccctgg
cacgacaaat
aagagcctca
gcrcacecgee
tcagceettyg
ctttgtggag
gcacgectac
ctgcttcctg
gctectecaac
caccccaccee
gtctccctca
tcctgggeat
gegttgagtt
cagctgattc
aagaatttygg
cgaggcaggt
ccctgectte
cagctacttt
ctgagatcgt
aaaaaaaaaa
ctggggcatt
cctggcecaac
ggctcatgce
ggaggcggag
caagattcaa
atagcaatac
agggctgggt
catcacttga
ctaaaaatat
aggctgaggc
atgccactgc
aacctcagee
gttttaagag
tgtgtctaag
cctgtacagt
ctctgaagac
ctccaggacc
ggccgeccat

ttceceageca
tgctgcttct
tgtcecectca
cetgetetge
tgggcattge
agcatgtggt
tgggctctga
agacaaggca
tcgecegeta
gagcagggca
cctgaggggce
cgtgctggtyg
agacggcetyg
cgeccecagete
ctacgeccecac
ggtgctgecc
gctacagggt
gggccaccag
caggactggg
ccetggccta
aggttgggag
gectteageco
tgattccacc
gtctggcagc
acgacaccac
gectcgecca
ctgtcectct
gagtttgccec
gccatcgagyg
cccagcgget
ctggcegtet
ceectggacgg
ttcectgece
ggtgctggte
caagctgagt
cacagtccac
agtattcaac
gctgggtgga
ggatcacctg
actaaaaata
ggaggctgag
gccattgcac
aaaagaattt
ttgggaggcc
attgcaaaac
tgtaatccca
gttacagtga
tcttcaaaaa
agttttttac
gaggtggcett
ggtcaggagt
gaaaattagc
aggagaatca
actccagcct
tcccaaagtg
acagggtctc
ctcaccaaac
tcccatgaac
agatacagct
actctgtttt
gcecttgage

tcctcagect
ccaggtactg
ccagcattte
tcaggtgatt
ccacctcact
caccatcctg
gectcttcage
gaaggcagcc
tcagtttgcee
gagacttagc
tgggggcage
ctctttggtg
gcectgacyyg
aggtacttct
tcecaacgeg
ccaccggeca
gagaggcgag
ctaatagaac
cttetgggeg
caagctgctce
agggctggag
ctctctgect
cgagctcttce
ctcacaggce
gg9g9ggagaac
cacaagcccet
cecctettete
agttcccttt
gggceccggygc
ccceetteet
gcatcctgcet
ctggcctecat
agcctgtcat
ctggcgatga
gccatcceeg
gtggctotgg
acatattgtt
cgtggtagcet
aggtcaggag
caaaaaatta
gcagaattgc
tccagectgg
gggctgggea
aaggcaggeg
cccgtctcta
gctactcagg
gctgagatca
aagaatttgg
ctccaaggaa
acgcctgtaa
tcaagaccag
tgggtgtggg
cttgaacccy
gggagaccga
ctgggattac
actctgtcac
ccatccatac
ttagttcacc
cgggacatgg
cctagggcett
acacatttgc

5700
5760
§820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
9000
9060
9120
9180
9240
9300



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ccecgtgace
ctttgacttc
ctgggctgac
acgctectgqg
ccgecgecag
ggtagggaga
caggtgccac
ctcagcccte
gcagggtttg
accaacaagg
acgggagecc
atgtacaagqg
tggggggcat
gccatccacc
tggtccecctyg
gggtgaaaga
cactgggtct
cctetceega
gcacatccag
gggctgcagt
agcctgaggg
cctgeccace
tacatgttag
ctatgatgaa
agttttattt
tgetrtrett
ctectggtgcce
tctggatttt
gataacaaat
aaaaaagaac
agactcacct
ccatgcagca
gagaggtcaa
aggttccaga
aggtgtcttt
ctagcagtta
taagcagagg
ggcgtgggga
cacatagacc
gecgttcteac
tacaacaaca
gcctaaaaag
agcaggccca
gccttctaqg
tcagtgccac
catcttcatc
catcagacac
tctcatacgce
atcaccctte
ctcctgtgag
ctaagccegg
aacaccagct
ggaccagcag
ggcgcggaac
accctcaaga
geetcttaca
ccaacaacca
gaatatactc
gtggagagaa
catttttaag

gatggggcca
attgtaaggt
tcccececaca
gecetecteca
aggtgaccac
ggcaagggaa
cagctgaagg
ctggettctt
ccccaggcecet
gccecagett
caggggcceyg
saagccceaga
ccteccteect
caccccecet
ctgtcactag
gcagctgaag
ggtgttagac
cccagctgtce
gcctgtgtga
gcagcectgt
accctccagce
tcctaccaca
ctatgatgaa
agttttattt
tttaaagaat
tggacagagt
aggacctgag
tgtcatatac
tttgttggtyg
cccactgtgt
ccacctacct
ggtggaaggc
cagggtctygg
gcaacctcea
ggccagtcag
gtgaggacac
ccttgaagag
ggtttgcaac
ctgggctcca
atcccacece
aaaacaacaa
ctcaagagaa
agggagggag
tggagcagag
ttaccagecgg
tttccaggee
aaggagcgcee
cattccctet
gaggtgaatt
gtcccagtge
aggcttactg
ccgcaaagga
agaggagcat
agcceggage
tgcttgcact
cgeatctgtyg
taagtgtgtt
gggtttetet
agttgtgagt
tattaaaagt
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tctccacatt
agggagggct
ccctacccct
tggactcgtg
accctcggca
gggacagagc
tggcagectce
catgggaccc
caacatcctg
cccaacagtce
tgggettact
gatcctgagt
gccccagage
gecetggtgcece
ctctggcaac
cacagagacc
gcaggatgga
atgggectce
gcctgtatet
cccectteee
acccttcegt
tccattattt
agttttattt
tttaaagaat
gaaatatatt
ggggagtttg
gtattagctt
ttggtaacat
tgaaatccta
ggctttcaga
gecttcacccg
gaggtggagyg
ggagcttcte
aggcaaaggc
ccagtggatc
agcgtaagtt
tggccacage
tgcceccttec
accacccact
acctggacaa
caacaaaaaa
gcgggtagtt
gctgcatttg
agagctcacc
agtaaccctg
cgaggagatc
actgtctgga
gcctagaaca
ggatcggatg
ccctgagtgt
cgggtaagga
ctcecgecacee
aggagagcaa
cgcectgtgat
ccectecegtge
tgcataaact
asagtgttagt
tcaaagcgca
ttttattcaa
taggcaacta

getgggtetg
cgggycaggg
aggtacttct
ctgetgectg
ccatccctcet
cctgtggeec
cteettteece
accttagact
tcgectgeca
atggtaatcc
ggggctggry
ccaccagcete
tttgccagag
tacatccatc
ctcagttcca
atgtgtgggg
ccectggagy
ctgatatcca
gtgtcacttg
accccacacc
ctggtgactc
atatgaaaat
tttaaagaat
gaaatatatt
ctatgtgtge
caagtgaaca
ctctagttet
catctggatt
ctgggttcaa
gccaccatat
cacgggaaac
cagatcagga
aggaggtttg
ctctgtaagt
agttgcggga
gtttgttctg
cctggaatag
cagccatagc
caccaggaat
aggccaggaa
cgeectattge
ggcagagaac
ggtccagcag
aggccagaat
ggcaagttag
tagcctetge
caggctgaat
ctttctecacc
ccatctecte
ctgtgcecegt
cggcgggaca
ggcgeegece
aggagatcag
ttgcatacce
gcgecatttct
acatataggg
tcteectgeg
taaatcttte
tttrtetgagy
Caaaaaaaaa

ctcatgettg
aggcagggct
ttgcggeget
tgctgetgtc
actccecagec
acagacaggt
cagacaccat
tttaggatce
gctctcatat
ccagcgagat
tcteccccaca
cacagggagg
tgactacctce
cagcccctga

ggggaccagg
cgtgtggggt
gctctgetge
tacagaacag
agagtgaaag
actgectgee
ctgggcaggce
gtctattttrt
gaaatatatt
ctatgtgaac
aagtgaacat
ttagctattg
gggtggaaaa
aagtgecttac
tctggagacc
tccagccetge
ggcaaggcag
aagcagccecag
tggacccaqg
tggttgtcct
actgctcaga
tgaaagttga
agcacagagc
ttaggaccca
gatcccacee
atcatgttct
aattgaatce
ctagagtagg
tgtttgggtc
agtgcaaagg
ccagcctcac
ctccecacece
tggtecttegg
tcceecttgat
caggaggqgt
ctgtttecce
ggaccttaac
acggggtgeg
tgacccatgg
atggtgcacce
gcactgttet
agtgcgtacc
aggttcgaag
gccttttact
cectcttattt
aaaaaa

ctggttccceca
caggacagge
gacagtgctce
catcctgggce
caagggacgg
acctccccaa
gttectgceee
agaacaaggt
cctgctggag
gctaaagggg
ggtgatacag
cgggcttagg
catgaccgtg
tgagccccecet
tccageeact
cactgggaag
tgctgcatce
ccaccgattt
ctggcacttyg
cagctgacca
tctecatate
gtagtataca
ctatgtgaag
taatctcgaa
tagcttcagt
gaaggagctt
gaccccagat
tatacaaaac
gagagcagaa
ccgtctetee
aggggcaaag
ttgaagcaga
gaaaggagce
gacagccgag
aactgaggtyg
acagctecac
ctcacctaga
tagtctagtt
caggaacaat
gaccaaaaga
acgctaaaat
gggtgcaacc
accaagaagg
gggtcagcece
taagecctcce
agcacccect
gtccectaatt
gtgaccccat
ggggtcgtgc
gtccetctet
ccctgggacyg
ggtcccagga
cttceceggt
acgaaaagat
agagcatgat
acgcaggcat
cggaagtcac
aaagatttcc
cctgaggcta

9360

9420

9480

9540

9600

9660

9720

9780

9840

9900

9960

10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620
10680
10740
10800
10860
10920
10980
12040
11100
11160
11220
11260
11340
11400
11460
11520
11580
11640
11700
11760
11820
11880
11940
12000
12060
12120
12180
12240
12300
12360
12420
12480
12540
12600
12660
12720
12780
12840
12886
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