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DESCRIPCION

Peptidilarginina deiminasa 6.

La presente invencién se refiere a polinucleétidos que codifican peptidilarginina deiminasa 6, a células transfec-
tadas con estos polinucledtidos, a proteinas producidas por estas células asi como a un método para producir estas
proteinas y sus moduladores.

Las peptidilarginina deiminasas (PAD) son una familia de enzimas de modificacién post-traduccional que convier-
ten peptidilarginina en citrulina de una manera dependiente de Ca**. La deiminacién enzimética in vitro cambia las
propiedades funcionales de diversas proteinas y altera sus estructuras secundaria y terciaria.

Hasta ahora, se han identificado cinco isoformas de PAD que muestran una amplia distribucién de tejido. La PAD1
de ratén se detecta en la epidermis y tutero (Rus’d, A.A. et al. 1990, Eur. J. Biochem. 259, 660-669); la PAD2 de
ratén se expresa ampliamente en diversos tejidos tales como cerebro, pituitaria, médula espinal, gldndulas salivales,
pancreas, musculo esquelético, utero, bazo, estdmago y timo (Takahara, H. et al. 1989, J. Biol. Chem. 264, 13361-
13368); la PAD3 de ratén se expresa en la epidermis y foliculos capilares (Terakawa, H. et al, 1991, J. Biochem
(Tokio) 110, 661-666); la PAD4 (rata) es una enzima ubicua que se expresa en el pancreas, bazo, ovario, higado,
pulmon, estémago, rifién, ttero, dermis, cerebro, corazén y epidermis (Yamakoshi, A et al. 1998, Biochim. Biophys.
Acta 1386, 227-232); finalmente se ha aislado la PADS humana como un nuevo miembro de la familia a partir de una
linea celular de leucemia mieloide, pero no se ha determinado ademads su distribucion en el tejido (Nakashima, K. et
al. 1999, J. Biol. Chem. 274, 27786-27792).

Se conoce poco sobre las funciones fisioldgicas de la PAD. En el cerebro, la proteina bdsica de la mielina es un
sustrato natural y por lo tanto, la PAD juega un papel importante en el sistema nervioso central. Ademads, cuando la
PAD se desregula, juega un papel en la etiologia de la esclerosis miltiple (Mastronardi, F.G. ef al. 1996, Clin. Invest.
97,349-358). Parece que la PAD estd implicada en la dermis en el procesamiento terminal de la filagrina, que de forma
indirecta es importante para mantener la humedad en el estrato cérneo superior (Senshu, T. et al. 1996, Biochem.
Biophys. Res. Commun. 225, 712-719). De nuevo, la desregulacion de esta PAD juega un papel en la etiologia de la
artritis reumatoide (Girbal-Neuhauser, E. ef al. 1999, J. Immunol. 162, 585-594). En los foliculos capilares finalmente
la solubilidad de la tricohialina parece estar influenciada por la PAD; la funcién de esto permanece por determinar
(Rogers, G.E. et al. 1997, J. Invest. Dermatol. 7108, 700-707).

Los autores han descubierto una nueva PAD, llamada PADG. El transcripto se ha encontrado en ovocitos de ratén.
Su homoéloga humana se describe también en este documento. Se descubrié que la proteina se expresaba exclusiva-
mente en ovocitos/ovarios y testiculos.

Los genes que se expresan especificamente en los gametos masculinos y/o femeninos pueden proporcionar nuevas
dianas moleculares para la contracepcion masculina y femenina. Para testiculos, se ha descrito un gran nimero de
secuencias de genes expresados tnicamente en células germinales (Pawlak, A. er al. 1995 Genomics 26, 151-1588;
Wolgemuth D.J. y Watrin F. 1991 Mamm Genome 1, 283-817). Por el contrario, sélo se han identificado unos pocos
genes expresados especificamente en ovocitos de ese modo. La mayoria de las secuencias de genes especificos de ga-
metos identificados tienen probablemente una funcién esencial debido a su expresion especifica en gametos. Lo dltimo
se confirma con estudios que usan animales knockout que indican que la inactivacién génica de genes especificos de
testiculos y ovocitos produce generalmente infertilidad en el macho y/o hembra pero no produce patologia adicional
en otros 6rganos y tejidos (Dong, J. ef al. 1996 Nature 383, 531-535; Nantel, F. ef al. 1996, Nature 380, 159-162).
Estos datos proporcionan evidencia adicional del papel especifico y esencial de estos genes durante la gametogénesis.
Esto subraya la importancia de la especificidad de tejido como un criterio de seleccidn de dianas moleculares para la
regulacion de la fertilidad.

Estara claro que existe una gran necesidad de aclaracion de los genes implicados en la regulacion de la fertilidad
para desenredar los diversos papeles que estos genes juegan en la infertilidad. Un mejor conocimiento de estos genes
implicados en diferentes fases de la fertilidad femenina y masculina, por ejemplo en la gametogénesis y su regulacién
de la actividad y expresion, podrian ayudar a crear una mejor percepcion de los trastornos de infertilidad. Esto podria
conducir eventualmente a la identificacién de moduladores de la actividad para usar en protocolos terapéuticos in vivo
0 in vitro.

La presente invencién proporciona tal gen. Mds especificamente, la presente invencién proporciona una secuencia
polinucleotidica que codifica la peptidilarginina deiminasa 6 (PAD6). Preferiblemente, el polinucleétido es de origen
mamifero, preferiblemente un ser humano. EI ARN se expresa exclusivamente en érganos reproductores.

La secuencia polinucleotidica mas preferida en la que codifica la SEC ID N°: 3.

La invencién incluye la secuencia de ARNm humano completa como se indica en la SEC ID N°: 4 y la fase de
lectura abierta correspondiente a la secuencia de nucledtidos 20-2077 de la SEC ID N°: 4. Esta secuencia codifica una
proteina de 686 aminodcidos (SEC ID N°: 3). Para adaptar la variabilidad del codén, la invencién incluye también
secuencias polinucleotidicas que codifican las mismas secuencias de aminodcidos que las secuencias descritas en este
documento. La informacién de secuencia como se proporciona en este documento no debe construirse de forma tan
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estrecha como para requerir la exclusién de bases identificadas erroneamente. La secuencia especifica descrita en este
documento puede usarse facilmente para aislar los genes completos de varias otras especies o variantes alélicas. La
secuencia puede usarse por ejemplo para preparar sondas o como una fuente para preparar oligonucleétidos sintéticos
para usar como cebadores en reacciones de amplificacién de ADN que permitan el aislamiento e identificacion de los
genes completos de la variante. En particular, los polinucleétidos que hibridan en condiciones de lavado rigurosas con
una sonda preparada por PCR en condiciones convencionales usando la SEC ID N°: 14 y la SEC ID N°: 15 con ADNc
de origen mamifero como molde, preferiblemente de ser humano, son parte de la invencion. Tal sonda (y su secuencia
complementaria) se identifica por ejemplo por los nucleétidos 464-1052 de la SEC ID N°: 4.

La secuencia genética completa puede usarse en la preparacién de moléculas de vector para la expresién de la
proteina en células hospedadoras adecuadas.

De ese modo, en un aspecto, la presente invencidon proporciona polinucleétidos aislados que codifican la nueva
proteina PADG. Preferiblemente la PAD6 es de origen humano, pero también los ortélogos forman parte de la inven-
cién.

El ADN de acuerdo con la invencidn puede obtenerse a partir de ADNc. Los tejidos son preferiblemente de origen
mamifero, mds preferiblemente de origen humano. Preferiblemente, los dcidos ribonucleicos se aislan de ovocitos
o testiculos. Como alternativa, la secuencia codificante puede ser ADN gendmico, o prepararse usando técnicas de
sintesis de ADN. El polinucleétido puede también estar en forma de ARN. Si el polinucleétido es ADN, puede estar
en forma de cadena tnica o cadena doble. La cadena tnica puede ser la cadena codificante o la cadena no codificante
(antisentido).

El ADN de acuerdo con la invencién serd muy util para la expresion in vivo o in vitro de la nueva proteina de
acuerdo con la invencién en cantidades suficientes y en forma sustancialmente pura.

La presente invencion refiere ademads a polinucledtidos que tienen ligeras variaciones o que tienen sitios polimoér-
ficos. Los polinucledtidos que tienen ligeras variaciones pueden codificar variantes de polipéptidos que mantienen la
misma funcién o actividad bioldgica que la proteina natural, madura. Los sitios polimérficos son ttiles para propdsitos
de diagndstico.

En otro aspecto, la invencidn proporciona un método para aislar un polinucleétido que comprende las etapas de: a)
hibridar un polinucleétido de acuerdo con la presente invencién, o su complementario, en condiciones rigurosas frente
acidos nucleicos que son ADN (genémico), ARN o ADNCc aislados preferiblemente de tejidos que expresan altamente
el polinucle6tido de interés y b) aislar dichos dcidos nucleicos por métodos conocidos por el especialista en la técnica.
Los tejidos son preferiblemente de origen humano. Preferiblemente, los dcidos ribonucleicos se aislan de ovocitos,
ovarios o testiculos. Las condiciones de hibridacién son preferiblemente altamente rigurosas.

De acuerdo con la presente invencion, el término “riguroso” significa condiciones de lavado de 1 x SSC, SDS al
0,1% a una temperatura de 65°C; condiciones altamente rigurosas se refieren a una reduccién en SSC alrededor de 0,3
x SSC, mds preferiblemente a 0,1 x SSC. Preferiblemente, los primeros dos lavados se realizan posteriormente dos
veces cada uno durante 15-30 minutos. Si se necesita lavar en condiciones altamente rigurosas, se realiza un lavado
adicional con 0,1 x SSC una vez durante 15 minutos. La hibridacién puede realizarse por ejemplo durante toda la
noche en tampén fosfato 0,5 M pH 7,5/SDS al 7% a 65°C.

Como una alternativa, el método de aislamiento del gen puede comprender metodologia de amplificacién géni-
ca usando cebadores derivados del 4cido nucleico de acuerdo con la invencién. Pueden obtenerse también ADNc
completo combinando clones obtenidos por ejemplo por hibridacién con por ejemplo clones RACE de ADNCc.

También son parte de la invencién porciones de las secuencias codificantes que codifican un polipéptido funcional,
asi como variaciones alélicas y de especie de las mismas. Algunas veces, se expresa un gen en un cierto tejido como una
variante de empalme, produciendo un ARNm alterado en 5’ 6 3’ o la inclusién o exclusién de una o mds secuencias de
exones. Se espera que todas estas secuencias asi como las proteinas codificadas por estas secuencias realicen la misma
o similares funciones y forman parte de la invencién.

La invencién proporciona también peptidilarginina deiminasa 6 (PADG6). Preferiblemente, la proteina tiene una
secuencia de aminoacidos de mamiferos, mas preferiblemente una secuencia humana. Lo mas preferido es la secuencia
descrita en la SEC ID N°: 3. Puede obtenerse la expresion por introduccién de moléculas de vector que comprenden
un polinucleétido que codifica PAD6 dentro de células hospedadoras adecuadas. Las células pueden cultivarse y la
proteina aislarse usando métodos conocidos por los especialistas en la técnica.

En otro aspecto mds de la invencion, se proporcionan equivalentes funcionales, es decir, polipéptidos que codifican
actividades de la PAD6 y que comprenden esencialmente la misma secuencia SEC ID N°: 3 o partes de la misma que
tienen variaciones en la secuencia mientras que mantienen todavia las caracteristicas funcionales.

Las variaciones que pueden ocurrir en una secuencia pueden demostrarse por una diferencia o diferencias de
aminodcidos en la secuencia total o por deleciones, sustituciones, inserciones, inversiones o adiciones de un ami-
nodcido o aminoécidos en dicha secuencia. Se han descrito las sustituciones de aminoacidos que no se espera que

3



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2274977 T3

alteren esencialmente las actividades bioldgicas e inmunoldgicas. Los reemplazamientos de aminoécidos entre ami-
noécidos relacionados o reemplazamientos que han ocurrido frecuentemente en la evolucion son, entre otros, Ser/Ala,
Ser/Gly, Asp/Gly, Asp/Asn, Ile/Val (véase el documento de Dayhof, M.D., Atlas of protein secuence and structure,
Nat. Biomed. Res. Found., Washington D. C., 1978, vol 5, supl. 3). Basdndose en esta informacién, Lipman y Pearson
desarrollaron un método para la comparacion rapida y sensible de proteinas (Science, 1985 227, 1435-1441) y para
determinar la semejanza funcional entre polipéptidos homélogos. Estard claro que también los polinucleétidos que
codifican tales variantes son parte de la invencion.

De ese modo, en otro aspecto de la invencion, se proporcionan polipéptidos que comprenden la SEC ID N°: 3 pero
también polipéptidos con una semejanza del 80%, preferiblemente del 90%, més preferiblemente del 95%.

Como se usa en este documento, el término semejanza se defina en el documento NCBI-BLAST 2.0.10 [26 de
agosto de 1999] (Altschul, Stephen F., Thomas L. Madden, Alejandro A. Schaffer, Jinghui Zhang, Zheng Zhang, Webb
Miller, y David J. Lipman (1997) “Grapped BLAST and PSI-BLAST: a new generation o protein database search
programs”, Nucleic Acids Res. 25, 3389-3402). El programa se usa para buscar alineamientos de secuencia usando
ajustes por defecto. Para alineamientos de aminodcidos se usa la matriz BLOSUMG62 por defecto y la semejanza se
indica como el nimero de positivos. No se incluye filtracién de complejidad composicional baja.

También se incluyen porciones de tales polipéptidos capaces todavia de conferir efectos bioldgicos. Especialmente,
las porciones que son todavia capaces de convertir la arginina en citrulina forman parte de la invencién. Tales protei-
nas o partes funcionales de las mismas pueden ser funcionales per se, por ejemplo en forma solubilizada o pueden
unirse a otros polipéptidos (por ejemplo para dirigirlos a compartimientos subcelulares especificos, para aumentar su
solubilidad o para facilitar su purificacién), por medios biotecnolégicos conocidos o por sintesis quimica, para obtener
proteinas quiméricas.

Estard claro que también los polinucledtidos que codifican tales variantes estdn incluidos en la invencion.

Pueden emplearse de forma titil una gran variedad de combinaciones de células hospedadoras y vehiculos de
clonacién para clonar las secuencias de dcidos nucleicos que codifican el polipéptido de acuerdo con la invencidn.

Los vectores de expresion adecuados son por ejemplo plasmidos bacterianos o de levaduras, plasmidos de intervalo
de hospedador amplio y vectores derivados de combinaciones de plasmidos y ADN de fagos o virus. Se incluyen
también vectores derivados de ADN cromosémico. Ademds, puede estar presente un origen de replicacién y/o un
marcador de seleccion dominante en el vector de acuerdo con la invencién. Los vectores de acuerdo con la invencién
son adecuados para trasformar una célula hospedadora.

Los vehiculos para usar en la expresion de la proteina o partes de la misma de la presente invencion comprenderan
ademads secuencias de control unidas funcionalmente a la secuencia de acido nucleico que codifica la proteina. Tales
secuencias de control comprenden generalmente una secuencia promotora y secuencias que regulan y/o potencian
los niveles de expresion. Por supuesto que las secuencias de control y otras pueden variar dependiendo de la célula
hospedadora seleccionada.

Los vectores de expresion recombinantes que comprenden el ADN de la invencion asi como células transfectadas
con dicho ADN o dicho vector de expresion, de forma transitoria o estable, también forman parte de la presente
invencion.

Las células hospedadoras adecuadas de acuerdo con la invencién son células hospedadoras bacterianas, levaduras
y otras hospedadoras de hongos, plantas o animales tales como células de ovario de hamster chino, células de mono o
células humanas. De ese modo, una célula hospedadora que comprenda el ADN o el vector de expresion de acuerdo con
la invencion estd también dentro del alcance de la invencién. Las células hospedadoras modificadas pueden cultivarse
en medio con nutrientes convencionales que pueden modificarse por ejemplo por seleccién apropiada, amplificacién o
induccién de la transcripcion. Las condiciones de cultivo tales como temperatura, pH, nutrientes, etc. las conocen bien
los especialistas en la técnica.

Las técnicas para la preparacién del ADN o del vector de acuerdo con la invencién asi como la transformacién o
transfeccién de una célula hospedadora con dicho ADN o vector son convencionales y se conocen bien en la técnica,
véase por ejemplo el documento de Sambrook et al., Molecular Cloning: A laboratory Manual. 2* Ed., Cold Spring
Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY, 1989.

La proteina de acuerdo con la invencion puede recuperarse y purificarse a partir de cultivos celulares recombinantes
por métodos de purificacién bioquimicos comunes (como los descritos en el documento Guide to Protein purification.
Editado por Murray P. Deutscher (1990) Methods in Enzimology. Vol 182. Academic Press, inc. San Diego CA 92101.
Harcourt Brace Jovanovich, Publishers) incluyendo precipitacién con sulfato de amonio, extraccidn, cromatografia tal
como cromatografia de interaccion hidréfoba, cromatografia de intercambio catidnico o aniénico o cromatografia de
afinidad y cromatografia liquida de alta resolucién. Si es necesario, pueden incluirse también etapas de replegamiento
de la proteina. Como alternativa, la proteina puede expresarse como una proteina de fusién que contiene (“sefiales”)
que pueden usarse para purificacién por afinidad.
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La regulacién de la actividad de la proteina de acuerdo con la invencion es ttil in vivo para el control del reclu-
tamiento folicular, pero también del crecimiento y maduracion de los ovocitos y/o foliculos. La inhibicién de estos
procesos in vivo puede usarse para retrasar (prematura) la menopausia y/o como un contraceptivo. Ademds, la proteina
puede emplearse para la maduracién in vivo del crecimiento de los foliculos, por ejemplo a partir de tejido de ovarios
congelado.

Los productos del gen de PAD de acuerdo con la presente invencion pueden usarse para la identificacién in vivo
o in vitro de nuevos sustratos o analogos de los mismos. Para este propdsito, pueden realizarse por ejemplo estudios
de ensayo de la peptidilarginina deiminasa con células transformadas con ADN de acuerdo con la invencién o un
vector de expresion que comprende ADN de acuerdo con la invencidn, expresando dichas células los productos del
gen de PAD6 de acuerdo con la invencién. Como alternativa, pueden usarse también la proteina PAD6 por si misma
0 los dominios de unién al sustrato de la misma en un ensayo para la identificacién de sustratos o anilogos funcio-
nales.

Se conocen bien los métodos para determinar la actividad de la peptidil arginina deiminasa de productos del gen
expresados en ensayos in vitro e in vivo para determinar la actividad bioldgica de los productos del gen. Véase por
ejemplo el documento de Lamensa, FE.W. y Moscarello, M.A. 1993 J. Neurochem. 61, 987-996. En este ensayo, se
convierte arginina en forma de @-Nbenzoil-L-arginina etil éster (BAEE) en citrulina que puede medirse facilmente
después de la precipitacion con 4cido percldrico.

Otro ejemplo de determinacién de la actividad enzimética de PAD6 hace uso de la inactivacién de una proteina,
por ejemplo el inhibidor de la tripsina de la soja (STI) (Takahara, H. ef al. 1985, J. Biol. Chem 260, 8378-8383).
Cuando una arginina esencial en STI se transforma en citrulina, no es capaz ya de inhibir la actividad proteolitica de
la tripsina. Esto puede usarse como la base de un ensayo en dos etapas para la determinacion de la actividad de la
PAD. El ensayo consiste en dos etapas. En la primera reacciéon, PAD convierte la arginina (posicién 63) de STI en
una citrulina, inactivando el STI. En la segunda reaccién, se afiaden tripsina y un sustrato fluorescente y se mide la
actividad de la tripsina.

Como alternativa, puede obtenerse la modulacién de la actividad de PADG6 por regulacién a la baja del nivel de
expresion de la proteina, por ejemplo usando 4cidos nucleicos anti-sentido por formacién de triples hélices (Cooney
et al., 1988, Science 241, 456-459) o por unién al ARNm, o influenciando la estabilidad del ARNm o interacciones
de la proteina con moléculas pequenas. Esto por si mismo puede conducir a la regulacién de la fertilidad, es decir,
contracepcion o tratamiento de la infertilidad.

De ese modo, la presente invencidén proporciona un método para identificar compuestos que afectan a la funcion
enzimadtica de la proteina de acuerdo con la invencién. El método comprende las etapas de

a) contactar la proteina PAD6 con un sustrato que contiene arginina
b) contactar dicha mezcla con un compuesto de ensayo
¢) medir la conversién de arginina en citrulina y

d) comparar dicha transformacién con la actividad de la peptidilarginina deiminasa en ausencia de un compuesto
de ensayo.

La transformacién de arginina en citrulina puede medirse facilmente, por ejemplo por métodos analiticos como
HPLC, sensibilidad proteolitica del péptido alterada, cambio en las propiedades de actividad del péptido o reconoci-
miento del anticuerpo especifico. Como sustrato pueden usarse péptidos o proteinas que comprendan arginina, pero
también compuestos sintéticos como a-N-benzoil-L-arginina etil éster. Sin embargo, tienen que sustituirse los grupos
amino y carboxilo o tienen que estar en forma de enlace peptidico.

Como alternativa, la presente invencién proporciona un método para identificar compuestos que modulan la esta-
bilidad del ARNm de PAD6 o los niveles de expresion de PAD6.

La presente invencién proporciona de ese modo un método econdmico y ripido para detectar agentes terapéu-
ticos para el control de la fertilidad relacionado con la actividad de PAD6. El método de acuerdo con la invencién
proporciona ademds la seleccion de agentes terapéuticos selectivos que discriminan entre peptidilarginina deiminasas
diferentes conduciendo de ese modo a un agente terapéutico mds eficaz y/o a disminuir los efectos secundarios. El mé-
todo es especialmente adecuado para usarse en la deteccion de alta capacidad de numerosos compuestos diana poten-
ciales.

Los compuestos que modulan la funcién de la peptidilarginina deiminasa 6 pueden emplearse en tratamientos
terapéuticos modulando la PAD de la presente invencion.

La invencién proporciona también un método para la formulacién de una composicién farmacéutica que compren-
de mezclar los compuestos moduladores identificados con un vehiculo farmacéuticamente aceptable.
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Los vehiculos farmacéuticamente aceptables los conocen bien los especialistas en la técnica e incluyen, por ejem-
plo, solucién salina estéril, lactosa, sacarosa, fosfato de calcio, gelatina, dextrina, agar, pectina, aceite de cacahuete,
aceite de oliva, aceite de sésamo y agua.

Ademds, las composiciones farmacéuticas pueden comprender uno o mds estabilizadores tales como, por ejemplo,
hidratos de carbono incluyendo sorbitol, manitol, almidén, sacarodextrina y glucosa, proteinas tales como albtimina o
caseina, y tampones tales como fosfatos alcalinos. Los métodos para fabricar preparaciones y mezclas intravenosas se
describen en el documento Remingtons’s Pharmaceutical Sciences, pp. 1463-1497 (16" ed. 1980, Mack Publ. Co of
Easton, Pa, USA).

De ese modo, los compuestos moduladores identificados usando la peptidilarginina deiminasa de acuerdo con
la invencion son ttiles en la preparaciéon de un producto farmacéutico. El farmaco es para usarlo en el control de
trastornos de la fertilidad.

Los siguientes ejemplos son ilustrativos para la invencion y no deben interpretarse de ninglin modo como limitantes
del alcance de la invencion.

Leyendas de las figuras
Figura 1

Andlisis por RT-PCR (30 ciclos) de la expresion de PAD6 de ratén en diversos tejidos de ratén (grupo superior).
En el grupo inferior se muestran controles de GAPDH en ausencia y presencia de RT.

Figura 2

Andlisis por ISH (hibridacién in situ) usando el clon 1B11 como una sonda sobre ovarios de ratones jévenes (7
dias) y adultos.

S=foliculo secundario A=foliculo antral.
Figura 3

Andlisis por RT-PCR (30 ciclos) de la expresién de PAD6 humana en diversos tejidos humanos (grupo superior).
En el grupo inferior se muestran controles de GAPDH en ausencia y presencia de RT.

Figura 4
Transferencias de Northern (Clontech) de tejidos multiples humanos hibridados con una sonda de PAD6h.
Figura 5

Medida de fluorescencia para determinar la actividad de PAD. Se preincub6 STI (0,17 ug) en ausencia (cuadrado
relleno) o presencia de 0,5 pug de GST-PADG (tridngulo relleno), 1,0 ug de GST-PADG6 (tridngulo abierto), o 0,1
g de PAD de misculo de conejo (cuadrado abierto; N° de cat. Sigma P1584) respectivamente. Posteriormente, se
afiadié Na-benzoil-L-Arginina-7-amido-4-metilcumarina (100 M; N° de cat. Sigma B7260) y tripsina (0,25 ug), y se
determind la fluorescencia.

Ejemplos
Ejemplo 1
Preparacion de clones de ADNc de raton
Generacion de una biblioteca de ADNc de ovocitos

Se aislé ARN total a partir de 2172 ovocitos de ratén desnudos, tratados in vitro durante 15 h con FF-MAS 50
uM, de acuerdo con el protocolo de aislamiento de ARN RNAzol B™ (Campro scientific). Se afiadi6 RNAzol B
directamente a los sedimentos de células congeladas que contenian aproximadamente 100 ovocitos cada uno. Los
homogenados se agruparon y se extrajeron con 0,1 volimenes de cloroformo, se agitaron durante 15 segundos y se
incubaron en hielo durante 10 minutos. Después de la centrifugacién durante 15 minutos a 14000 rpm a 4°C, se recogi6
la fase acuosa. Se precipité el ARN total afiadiendo un volumen igual de isopropanol seguido por incubacién durante
una noche a 4°C. El ARN se centrifugd durante 45 minutos a 14000 rpm a 4°C, el sedimento se lavé una vez con 700
(1 de etanol al 70% seguido por centrifugacion a 14000 rpm a 4°C durante 30 minutos. El sedimento secado al aire se
resuspendi6 finalmente en 7,5 ul de agua libre de ARNasa (Ambion). La cantidad total de ARN aislado usando este
procedimiento se determiné usando el kit de cuantificacion de ARN Ribogreen™ (Molecular Probes).
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Para sintesis de ADNc, se us6 el kit de construccién de bibliotecas de PCR SMART™ (Clontech). Se introdujeron
las siguientes modificaciones. Se hibridé un cebador de oligodT(18) con el sitio de restricciéon EcoRI (Pharmacia) con
el extremo 3’ del ARNm y el oligo SMART™ extendido con un sitio de restriccion EcoRI se hibridé con el extremo
5’del ARNm. La primera reaccién de sintesis de la cadena de ADNc fue en un tampén de reaccién que contenia Tris
50 mM (pH 8,3), KCI 75 mM, MgCl, 6 mM, DTT 2 mM, mezcla de NTPd 1 mM y 200 unidades de transcriptasa
inversa Superscript I RNasa H (Gibco BRL) durante 1 hora a 42°C. Posteriormente se amplificé la primera cadena de
ADNCc por PCR usando un termociclador Perkin Elmer (9600). La PCR se realizé en un volumen total de 100 ul de
tampo6n de reaccion que contenia tampén PCR Klen Taq 1x (Clontech), mezcla de NTPd 0,2 mM (Clontech), cebador
EcoRI-SMART 5’ 0,2 mM, cebador NotI-EcoRI-dT(18) 0,2 mM (Pharmacia) y mezcla de polimerasa Taq Advantage
Klen 1x (Clontech) comenzando con 1 minutos de desnaturalizacién a 95°C seguido por 28 ciclos de 15 segundos a
95°C y 5 minutos a 68°C.

Después de la purificacion en una columna de centrifugacién Quaquick (QIAGEN), se digirié el ADNc con EcoRI
(Pharmacia) a 37°C seguido por inactivacién con calor a 70°C durante 10 minutos. El1 ADNc se purificé dos veces
usando dos columnas de centrifugacién Qiaquick posteriores y finalmente se resuspendié en 50 ul de Tris-CL 10 mM
(pH 8.,5). Se determiné la concentracién de ADN midiendo la absorbancia a 260 nm usando un espectrofotémetro
Genequant.

Fraccionamiento por tamariio del ADNc

Se fraccion6 el ADNc por tamafio usando electroforesis en gel de agarosa y se extrajo de la matriz del gel usando el
kit de extraccion del gel de agarosa QiaexII (Qiagen). Se eluy6 el ADN en 20 ul de H,O, se purific6 en una columna de
centrifugacién Qiaquick (Qiagen) y se eluy6 en 50 ul de H,O. Las muestras se precipitaron afiadiendo 0,1 volimenes
de acetato sodico 3 M, 10 ug de glicégeno y 2,5 volimenes de etanol (96% v/v) seguido por 1 h de incubacién a -20°C.
El ADNCc fraccionado por tamafio se recogio por centrifugacion a 14000 rpm durante 20 minutos a 4°C. El sedimento
de ADN se lavé con etanol al 70% y se seco al aire antes de disolverse en MQ. Se determind la concentracién de ADN
usando el kit de cuantificacién de ADNds PicoGreen™ (Molecular Probes).

Después de la digestién con EcoRI, se ligaron 200 ng de ADNc de ovocitos dentro de 500 ng de brazos de fago
AGT11 predigeridos y desfosforilados en un tampén que contenia Tris-Cl 50 mM pH 7,8, MgCl, 10 mM, dihidro-
treitol 10 mM, ATP 1 mM y 750 unidades/ml de ligasa T4 (Pharmacia). Las reacciones se incubaron durante una
noche a 16°C. La reaccién de ligacién completa se empaquet6 finalmente en un extracto de empaquetado Max Plax™
(Epicentre) como se describe en la hoja de informacién del producto.

Ejemplo 2
Aislamiento y caracterizacion de PADG6 de raton
Amplificacion por PCR de clones de fagos

Se incubaron placas tnicas durante al menos una hora en 100 ul de tamp6n de fago A (Tris-HCI 10 mM pH 8,3,
NaCl, 100 mM y MgCl, 10 mM). De cada placa eluida se amplificaron por PCR 2,5 ul usando cebadores de AGT11
(SEC ID N°: 5y SEC ID N°: 6). Las reacciones de pCR se realizaron en el PE9700 (modo 9600, Perkin Elmer), un
ciclo de 5 min a 94°C, 30 ciclos de 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 55°C y 3 min a 72°C, seguido de un ciclo de 5
min a 72°C. Los productos de PCR se analizaron por electroforesis en gel de agarosa y se seleccionaron por tamafio,
pureza y concentracién. Solamente se seleccionaron para secuenciacién bandas tinicas de 500 pb o més.

Andlisis de la secuencia de ADN

Se analizaron 750 clones de la biblioteca de ADNc de ovocitos de ratén por secuenciacién del ADN después de
insertar la amplificacion por PCR. El analisis de la secuencia se realiz6 usando el protocolo de reaccién preparado de
secuenciacion del ADN Big Dye (Perkin Elmer) y las muestras se analizaron en el secuenciador de ADN automaético
ABI377 (Perkin Elmer). Las secuencias se compararon frente a varias bases de datos a.o.: bases de datos gbl11rod,
genpept, EMrodESTs59 y EMhumanESTs59 usando BLASTN o TBLASTN en un procedimiento automatizado y
anotado en base a la homologia con un gen o genes de funciones conocidas.

Identificacion y caracterizacion de PAD6

Una de las secuencias obtenida muestra homologia fuerte con la peptidil arginina deiminasa III. Basdndose en
bisquedas de homologia se ha establecido que este clon, 1B11, codifica una nueva peptidilarginina deiminasa que se
ha denominado PAD6.

El extremo 5° del ADNc de PAD6 de ratén pudo amplificarse a partir de una biblioteca de ADNc de ovarios de
ratén. E1 ADNc de esta biblioteca se habia clonado de forma direccional en los sitios NotI-Sall (5’-3”) del vector
pSPORT (Life Technologies). Este vector contiene las secuencias 5° del promotor delantero M13 y SP6 del sitio Notl
que se ha usado en la PCR RACE 5’ en combinacién con dos cebadores inversos especificos de la PAD6. La primera
PCR se realiz6 con el cebador M13F (SEC ID N°: 7) y el cebador inverso especifico del gen (SEC ID N°: 8). Este
producto de PCR se diluyé cincuenta veces y se us6 un microlitro de esta dilucién como molde en la PCR anidada con
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el cebador SP6 (SEC ID N°: 9) y el cebador inverso especifico del gen anidado (SEC ID N°: 10). Ambas reacciones
de PCR se realizaron en un volumen total de 50 ul de tampén de reaccién que contenia tampén de PCR Klen Taq
1X (Clontech), mezcla de NTPd 0,2 mM (Clontech) y mezcla de polimerasa Taq Advantage Klen 1X (Clontech)
comenzando con 5 minutos de desnaturalizacién a 94°C seguido por 30 ciclos de 30 segundos a 94°C, 30 segundos a
56°C, 3 minutos a 72°C con una extension final de 5 minutos a 72°C.

Se clonaron bandas en los productos de la PCR anidada en el vector TA Topo PCR2,1 (Invitrogen), siguiendo la
hoja de informacién del producto, y se secuenciaron. Se descubrié que un fragmento RACE 5” de 1800 pb completaba
el clon PADG6 de ratén. La secuencia del ADNc de ratén de longitud completa se da en la SEC ID N°: 2.

Basandose en la informacién de secuencia obtenida, se disefiaron conjuntos de cebadores de PCR especificos
del gen y se usaron en experimentos de RT-PCR para confirmar el perfil de expresién especifico de tejido. Los datos
obtenidos (Figura 1) confirman la expresion especifica del ovocito/ovario-(y testiculos) de 1a PAD6 de ratén. (se usaron
la SEC ID N°: 8 y la SEC ID N°: 13 como cebadores).

Hibridacion in situ (ISH)

Para estudiar adicionalmente la expresion de la PAD6 en las génadas, se realiz6 hibridacion in situ (ISH) sobre
secciones de ovarios y testiculos de ratén.

Se fijaron ovarios de ratones de 7 dias y adultos en formalina tamponada al 4% durante 24 horas a temperatura
ambiente. Los tejidos se embebieron en parafina. Se cortaron secciones de parafina (5 um), se montaron sobre portaob-
jetos de microscopio Superfrost plus, y se dejaron secar durante toda la noche a 37°C. Los portaobjetos se endurecieron
a 60°C durante dos horas.

Las secciones de tejido se desparafinaron en xileno y se rehidrataron en concentraciones descendentes de etanol.
Los portaobjetos se lavaron durante 20 min en agitacién en HCI 0,2 mM, seguido de dos lavados en DEPC (di-
etilpirocarbonato) tratado con Milli Q. Las secciones se trataron con proteinasa K (1 pug/ml) en tampdn de digestion
(Tris 100 mM, EDTA 50 mM pH 8) durante 30 min a 37°C. La digestién se paré en glicina al 0,2% pre-enfriada en
PBS durante 10 min de agitacién a temperatura ambiente (TA). Los portaobjetos se acetilaron durante 25 min con
anhidrido acético al 0,25% en tamp6n de trietanolamina 0,1 M, seguido por dos lavados en DEPC tratado con Milli
Q. Las secciones se prehibridaron a temperatura de hibridacién en una cdmara hiimeda con mezcla de prehibridacion,
que contenfa formamida al 52%, Tris 21 mM, EDTA 1 mM, NaCl 0,33 M, sulfato de dextrano al 10%, solucién de
Denhardt 1x, 100 ug/ml de ADN de esperma de salmén, 100 ug/ml de ARNty 250 ug/ml de ARN total de levadura.
Los portaobjetos se cubrieron con un cubreobjetos de vidrio. Después de dos horas, los cubreobjetos se reemplazaron
por cubreobjetos que tenfan 100 ul de mezcla de sonda de hibridacién, que contenfa mezcla de prehibridacién y las
siguientes adiciones: DTT 0,1 mM, tiosulfato sédico al 0,1%, SDS al 0,1% y 200 ng/ml de sonda marcada con DIG.

Las sondas marcadas con DIG se generaron por transcripcion in vitro a partir de un molde de ADN lineal, usando
DIG-UTPd y ARN polimerasas dependientes de ADN (SP6 y T7). El sitio del promotor de cada ARN polimerasa
se uni6 a las secuencias especificas del gen permitiendo la generacién de un fragmento de pCR que contenia el sitio
promotor SP6 en el sitio 5’ y el promotor T7 en el sitio 3’. En general, se hicieron sondas de aproximadamente
250-500 nucleétidos situadas en el extremo 5’ de la SEC ID N°: 2. Después de la transcripcion in vitro, se analizd
una pequefla cantidad de la sonda en un gel de agarosa al 1,5% para confirmar la transcripcion in vitro exitosa. Las
concentraciones de la sonda se estimaron aplicando puntualmente diluciones en serie (incluyendo DIG-ARN de control
(100 ng/ul)) sobre una membrana Hybond N* seguido por fragmentos Fab’ de fosfatasa alcalina anti-DIG (anti-DIG-
AP) e incubacién con el sustrato de color NBT/BCIP.

La hibridacion se realiz6 durante toda la noche (16 horas) en una cdmara hiimeda a 42°C o 50°C. Los portaobjetos
se lavaron en SSC 2x, se agitaron durante 15 min, seguido por lavados en SSC 2x, SSC 1x y SSC 0,1x durante 15
minutos de agitacién a temperatura de hibridacién. Las secciones se digirieron con Ribonucleasa A (20 ug/ml) en
tampén de ARNasa (NaCl 0,6 M, Tris 20 mM, EDTA 10 mM) durante 1 hora a 37°C. Después de dos lavados (5
min de agitacién a TA) en PBS pre-enfriado y un lavado en tampén 1 (dcido maleico 100 mM, NaCl 150 mM), las
secciones se incubaron durante 30 min en solucién de bloqueo (1 g/ml de reactivo de bloqueo en tampdn 1). Después
las secciones se incubaron con anti-DIG-AP, diluido 1:500 en solucién de bloqueo, durante 1 hora a TA. Después de
dos lavados en tamp6n 1 (15 min de agitacion a TA), los portaobjetos se secaron con cuidado alrededor del tejido y las
secciones se rodearon con un DAKO-pen. Las secciones se cubrieron con reactivo de desarrollo de color NBT/BCIP
y se incubaron en una cdmara himeda a TA. Después de dos horas, las secciones se examinaron al microscopio. Si
no se observo tincién o sélo tincidén débil, se continud la incubacién durante toda la noche a 4°C y el dia siguiente a
TA. Finalmente, los portaobjetos se aclararon con agua y opcionalmente se tifieron por contraste con hematoxilina de
Mayer 1:5 durante tres segundos. Los portaobjetos se montaron en gelatina de glicerol Kaisers.

Como se muestra en la Figura 2, PADG se expresa en el ovario exclusivamente en ovocitos.

El ARNm de PADG6 tiene altos niveles de expresion en ovocitos de foliculos primarios, secundarios y antrales,
pero se expresa también en ovocitos de foliculos primordiales. Basandose en los datos obtenidos hasta ahora, el nivel
de expresion del ARNm de PAD6 disminuye en ovocitos de foliculos antrales, sugiriendo que la funcién de PAD6
se requiere mas probablemente durante las fases tempranas de la ovogénesis. Aunque los datos de RT-PCR revelan
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la expresion en los testiculos de PADG, no se detectd expresion por encima del nivel de fondo de ARNm de PAD6
usando andlisis de ISH, sugiriendo niveles bajos de expresion de PADG6 en los testiculos.

Ejemplo 3
Aislamiento y caracterizacion de PAD6 humana

Una bisqueda BLAST usando el ADNc de PAD6 de ratén de longitud completa como un interrogante frente a las
bases de datos EM63hsGeno(nuevo) identificé el homdlogo humano de PADG. Esta bisqueda identificé sélo la regién
C-terminal de la secuencia codificante de la PAD6 humana. Para extender la secuencia en direccién 5° se disefiaron
cebadores y se realizd6 una PCR RACE 5’ sobre ADNc Marathon Ready de ovarios humanos (Clontech) usando
el manual de usuario de ADNc¢ Marathon Ready™. La primera PCR se realizé en las siguientes condiciones: una
desnaturalizacién de 30 segundos a 94°C, 5 ciclos de 5 segundos a 94°C y 3 minutos a 72°C, 5 ciclos de 5 segundos a
94°C y 3 minutos a 70°C y 25 ciclos de 5 segundos a 94°C y 3 minutos a 68°C. Una dilucién de 50 veces de este primer
producto de PCR sirvié como molde en la segunda, la reacciéon de PCR anidada usando las mismas condiciones
de PCR. Se clon6 una banda esperada de ~650 pb en el vector TA Topo PCR2.1 (Invitrogen) y se secuencid. Este
clon contenia (por homologia) las primeras 500 pares de bases 5 de la secuencia codificante de la PAD6 humana,
completando de ese modo la secuencia codificante de la PAD6 humana.

Se seleccionaron cebadores de PCR para amplificar el ARN de ovarios humanos de ADNc de PAD6 humana de
longitud completa. Para aislar ADNc de PADG6 se usaron los cebadores de la SEC ID N°: 11 y de la SEC ID N°: 12
sobre ADNc de ovarios Marathon Ready (Clontech). Las condiciones de PCR fueron: desnaturalizacion durante 5
minutos a 94°C seguido por 5 ciclos de 30 segundos a 94°C y 3 minutos a 68°C, 28 ciclos de 30 segundos a 94°C, 30
segundos a 62°C y 3 minutos a 72°C con una extension final de 7 minutos a 72°C.

Los amplificados de longitud completa de tres reacciones de PCR independientes se clonaron dentro del vector
PCR2.1 Topo (Invitrogen) y se secuenciaron para determinar las secuencias de nucledtidos consenso. Su secuencia se
muestra en la SEC ID N°: 4.

Se disefiaron conjuntos de cebadores de PCR especificos del gen (SEC ID N°: 14 y SEC ID N°: 15) y se usaron
en experimentos de RT-PCR para determinar el perfil de expresion de la PAD6 humana. La RT-PCR de ARN de
testiculos, ttero, rifién, timo, higado, cerebro, corazén, pulmén y bazo humanos revel6 la expresion de PAD6 sélo en
los testiculos (Figura 3).

Se hibridaron multiples transferencias de Northern de tejidos (Clontech) de tejidos humanos con el fragmento de
PCR de la PAD6 humana (aproximadamente 590 pb; producto de PCR de los cebadores de la SEC ID N°: 14 y la SEC
ID N°: 15 que se extienden entre los nucledtidos 464-1052 en la SEC ID N°: 4). Las sondas se marcaron con [*2P]
CTPd y perlas Ready to Go Labellings (AP Biotech) de acuerdo con las instrucciones del fabricante usando un tiempo
de incubacién de 60 minutos a 37°C. Los NTPd no incorporados se retiraron en una columna de centrifugacion de
Sephadex G50 en un jeringa de 1 ml.

Las transferencias se prehibridaron en Express hybmix (Clontech) durante al menos una hora a 65°C. Para la hibri-
dacion, se afiadieron 4-8 x 107 cpm de las sondas desnaturalizadas a la mezcla de prehibridacion. Las transferencias
se hibridaron a 65°C durante toda la noche y se lavaron una vez con SSC 2X, SDS 0,1% a temperatura ambiente, dos
veces con SSC 1X, SDS al 0,1% a 65°C y una vez con SSC 0,1X, SDS al 0,1% a 65°C. Las transferencias hibridadas
se analizaron con la cdmara de fésforo STORM 840 (Molecular Dynamics), se escanearon a 200 micrémetros y se im-
primieron con un intervalo de 0-50 después de la exposicion de tres dias a pantallas GP de fésforo de almacenamiento
Kodak (Molecular dynamics).

En la Figura 4 puede verse una banda tnica de un ovario con una longitud estimada de aproximadamente 3 kB que
aparece solo en ovarios. No pudo detectarse sefial en testiculos, lo mds probable debido a que el nivel de expresion
de PADG en testiculos es demasiado bajo para detectarse en transferencias de Northern. Los andlisis de hibridacién
in situ corroboran estos resultados: la expresiéon de PAD6 pudo detectarse en todos los tipos de foliculos de ovarios
humanos y de mono y en este aspecto son similares a los datos in sifu en ratén. No se detectd expresion en testiculos
por hibridacién in sifu (datos no mostrados).

Ejemplo 4
Expresion de PAD6 humana y determinacion de la actividad de PAD6

Clonacion

Se cloné PAD6 humana de longitud completa dentro del vector de expresion bacteriano pGEX4T1 (AP Biotech)
usando el kit de ligaciéon de ADN Rapid (Boehringer). La construccién recombinante (pGEXhPADG6) se caracterizé

por digestion con enzimas de restriccion.

Se crecieron células de E. coli BL-21 transformadas con pGEXhPAD6 en medio YT 2 x a 25°C hasta una densidad
celular de 1,0 a 650 nm. Después de la adicién de 0,1 ml de isopropil-3-D-tiogalactopirandsido, se crecié el cultivo
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durante 5 horas adicionales a 25°C. Las células se centrifugaron y se resuspendieron en 0,1 volimenes del volumen
de cultivo original de Tris-HCI 20 mM, pH 7,6, EDTA 1 mM vy se lisaron por sonicacion en hielo. El sonicado se
centrifugd a 15000 X g durante 30 min a 4°C (Sorvall, rotor SS34) y al sobrenadante se le afiadié NaCl 1 M, 0,1%
deTritonX-100 y perlas de glutation-Sepharose 4B al 50% en PBS (Pharmacia Biotech, 1 ml a un equivalente de 250
ml del cultivo inicial), seguido por incubacién a 4°C durante 60 minutos con agitacién suave. Las perlas se lavaron
después tres veces con 10 volimenes de lecho de un tampdn que contenia Tris-HC1 20 mM pH 7,6, EDTA 1 mM,
Triton X-100 al 0,1% y NaCl 0,1 M a TA durante 5 minutos con agitacién suave. La proteina de fusién PAD6h-gst
recombinante se eluyé de las perlas en varias etapas con glutatién reducido de 10 a 100 mM en Tris-Cl 50 mM pH
8,0, NaCl 0,1 M y Triton X-100 al 0,1% a 4°C durante 30 minutos con agitacion suave. Los eluidos se almacenaron
con glicerol al 10% a -20°C para la determinacién de la actividad enzimatica. Se estim6 que la pureza de la proteina
era del 90% basdndose en andlisis de SDS PAGE.

Determinacion de la actividad de la enzima PAD6

Se determiné la actividad de la PAD por la formacién de citrulina en inhibidor de tripsina de soja (STI) como
sustrato. Al contrario que la STI original, la STI citrulinada es incapaz de inhibir la actividad de la tripsina. Por lo
tanto, un aumento en la actividad de la tripsina, detectada con un sustrato fluorescente de la tripsina, indica actividad
de PAD.

Para la actividad de PAD, la mezcla de reaccién consistia en HEPES 10 mM (pH 7,5), CaCl, 5 mM, DTT 2 mM,
0,17 ug de STI y una alicuota de la solucién de la enzima purificada [GST-PAD6 o PAD disponible en el mercado
(Sigma), derivada de musculo de conejo] en un volumen final de 20 ul. Después de la incubacién de la mezcla de
ensayo durante 30 minutos a 37°C, se afiadieron posteriormente 10 ul del sustrato fluorescente Na-benzoil-L-Arginina-
7-amido-4-metilcumarina [400 uM en HEPES 100 mM (pH 7,5), EDTA 50 mM] y 10 ul de solucién de tripsina [0,25
pg en HEPES 100 mM (pH 7,5)]. Las medidas de fluorescencia (excitacién a 360 nm, emisién a 460 nm) comenzaron
directamente en un Victor V a temperatura ambiente, y continuaron durante una hora.

Pudo detectarse actividad de PAD6 como se puede ver en la Figura 5.
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REIVINDICACIONES
1. Un polinucleétido que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica la peptidilarginina deiminasa hu-
mana que se expresa exclusivamente en érganos reproductores y donde dicho polinucleétido hibrida en condiciones
rigurosas con los nucleétidos 464-1052 de la SEC ID N°: 4.

2. Un polinucleétido de acuerdo con la reivindicacion 1, codificando dicho polinucleétido la SEC ID N°: 3.

3. Un polinucleétido de acuerdo con la reivindicacion 2, comprendiendo dicho polinucledtido los nucleétidos 20-
2077 de la SEC ID N°: 4.

4. Un vector de expresion recombinante que comprende el polinucledtido de acuerdo con las reivindicaciones 1-3.

5. Un polipéptido que tiene actividad peptidilarginina deiminasa codificado por el polinucleétido de acuerdo con
las reivindicaciones 1-3 o un vector de expresién de acuerdo con la reivindicacion 4.

6. Una célula aislada transfectada con el polinucleétido de acuerdo con las reivindicaciones 1-3 o un vector de
expresion de acuerdo con la reivindicacién 4.

7. Una célula de acuerdo con la reivindicacién 6 que es una célula transfectada estable que expresa el polipéptido
de acuerdo con la reivindicacion 5.

8. Un método para producir el polipéptido de la reivindicacién 5 que comprende cultivar las células de la reivindi-
cacién 6 en condiciones en las que se produce dicha proteina y recuperar dicha proteina del cultivo.

9. Un método para identificar compuestos que afectan a la funcién enzimatica de un polipéptido de acuerdo con la
reivindicacion 5, comprendiendo el método las etapas de

a) contactar dicho polipéptido con un sustrato que contiene arginina;
b) contactar dicha mezcla con un compuesto de ensayo;
¢) medir la conversion de arginina en citrulina; y

d) comparar dicha transformacién con la actividad de la peptidilarginina deiminasa en ausencia de un compuesto
de ensayo.
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acaggctaag
ttgcaaccct
ttcagaggaa
cttaaagaaa
ctactggeee
cgectatacc
agcattceea
gtctcaagac
ggctecetgt
gectgecagetg
ggtggcatct
cttetgctac
cgecgatcte
ccaggacact
cccacctgte
cttttacccece
ccagcaggtce
tgagttcatg
gctcctggece
tggcgacgcet
agccaaaacc
ggagaagtgc
ggacatcatc
ccagcagecce
gatgggcaag
cctggaagaa
tgactttgac
ggtgcccecttt

ggccgageca
gtttgtgtgt
cagtgcttea
tctgagaagy
aagatgacat

cccaacgagg
ctagaggtag
aaaaaatgga
gctgatgtgg
ataacgaatce
tatcggctag
caaaaagaca
ttggecectec
tctgeccgaat
ccgtcaatte
gtctteatte
cagggttttyg
gtctatgagg
acccaggcte
gatgagttce
gaggaccata
aaggtccaag
agcgcagagyg
caagcgccgg
tgettecatece
agccccagtg
cttctgtttg
atcgaccaac
attcacctga
gagattcccc
aagaggtcect
aacctgggga
aagatttget
tgttacctga
gcctteaaat

ES 2274977 T3

tgtcetteca
tgggcacaga
cecatecatgy
aggacgecac
cgcaecagece

atgccccegt
acatctaccyg
tetggggtce
gccagcaact
tgtcccdagat
tceteeatac
actccagtac
tcgggaaccea
tctcaggecet
cagagactgt
cectgtacccea
tggacacagt
accccaaccg
cccacaagac
ccatgaagta
aagtggccag
ggaaagagta
geecgggecat
tggagctcta
ccacagatga
cctgctataa
atgagcttag
ttetggetga
accgtgacat
agctgttcty
ttgcgaggec
tccecaagee
gcettgectgga
cagaggtecgg
ggtggaagat

gagtatcate
aatctgcettyg
ctctgggagg
catctggtgg
ttcegtggat

gggcacaget
caatgggcaa
cageggttgg
tgaggacaag
gactetgaat
ctccaaggaa
ctttgagttg
cttgaaggag
catctcctac
gctgtacaaa
ggtgcctctg
gacgaagctg
cctgggeagg
aacgtccttg
ctcactgage
catggattcce
ccegetggge
gagtaagacc
ctcagattgg
caagaatgag
actgttcecga
agcagatcag
tgaaagectg
cctgaagacg
cttggagaag
atacttcect
ttttgggecece
geccetggge
agacatctgt
ggtaccttag

cacctgtece
gatctcageg
gtettgateg
ccectgtetyg
gcggataagg

gtgctgtacc
gttgagatgt
ggtgccatcece
aaaaccaagm
gtccaaggee
gagtcgaaga
gtgctgggge
actttctacg
tetgtgteece
gacacggtgg
gaggtttacc
agtgagaaga
tggctccagg
atcctegaca
cctggtattg
attgggaacce
agagtcctca
ctccgagact
ctaatgactg
ggcaaaaagg
gagaaacaga
cteetgteta
aagaagcaga
gagctgggcc
ctgactaaca
gacctgttge
caaatcaagyg
ttcaagtgca

geectgtgeca
acccaggcecce

tggacageec
ggtgtgecce
atgtggccaa
atcccacgta
tcteggteac

tcactggcat
caagtgacaa
tgcttgtgaa
aagtgatett
ccagctgtat
aggcgagagt
ccgaccagca
ttgaagctat
tggtggagga
tgttccgggt
tgtgcaggga
gcaacagcca
atgagatggc
cacctcagge
gctacatgat
tgatggtgtc
ttggcagcag
tectetatge
gecacgtgga
gettectget
aggaaggcta
atggaaggga
atgaatacgt
tggtggaaca
tecectetga
ggatgattgt
ggacctgetg
cctteatcaa
acatccgecyg
ta

120
180
240
300

360
420
480
540
600
660
720
780
840
9800
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1820
1880
2040
2092

<210> 5

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de secuencia artificial: cebador sintético

<400> 5

ttgacaccag accaactggt aatg
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<210> 6
<211>24
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de secuencia artificial: cebador sintético

<400> 6

ggtggcgacg actcetggag cecg

<210>7

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de secuencia artificial: cebador sintético

<400> 7
gttttcccag tcacgac

<210> 8

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de secuencia artificial: cebador sintético

<400>8
cgtcagetgce tccagcagaa

<210>9

<211> 19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de secuencia artificial: cebador sintético

<400> 9
gatttaggtg acactatag

<210> 10

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

24

17

20

19
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<220>

<223> Descripcién de secuencia artificial: cebador sintético
<400> 10
gtgcggttca ggctgataca

<210> 11

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de secuencia artificial: cebador sintético

<400> 11

agcgtggagg gccgagecat g

<210> 12

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de secuencia artificial: cebador sintético

<400> 12
agggcctgge tctaaggtac catc

<210> 13

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcidn de secuencia artificial: cebador sintético

<400> 13
ctgatgaccg gcacatggat

<210> 14

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcidn de secuencia artificial: cebador sintético

<400> 14

ggcgettgge gtcctcatag
10

20

21

24

20

20
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<210> 15
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2274977 T3

<223> Descripcién de secuencia artificial: cebador sintético

<400> 15

gccatcctgc ttgtgaattg

11

20
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