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ES 2321030 T3

DESCRIPCION

Factor intrinseco porcino.
Antecedentes de la invencion
1. Campo de la invencion

Esta invencidn se refiere a reactivos para pruebas diagndsticas, y mds concretamente, a reactivos para pruebas
diagndsticas realizadas mediante analizadores de inmunoensayos automatizados.

2. Discusion de la técnica

La anemia es el principal trastorno relacionado con bajos niveles de vitamina By, en suero. Se ha descubierto
que la anemia megalobldstica (AM), caracterizada por el elevado volumen corpuscular medio (VCM), es debida a
la deficiencia de vitamina B,,. La relacién entre los niveles de vitamina B;, y la AM no estd siempre clara porque
algunos pacientes con AM tendrdn niveles normales de vitamina B ,; a la inversa, muchos individuos con deficiencia
de vitamina B, no estdn aquejados de AM. A pesar de estas complicaciones, sin embargo, en presencia de AM (por
ejemplo, VCM elevado) existe normalmente deficiencia de vitamina By, en suero. La causa principal de la deficiencia
de vitamina B, es la anemia perniciosa. Esta enfermedad se caracteriza por una escasa captacion de vitamina B ,,
produciendo vitamina B, en suero por debajo de lo normal.

Existen algunos estados que se manifiestan ellos mismos bajos niveles de vitamina B, en suero, incluyendo la
deficiencia de hierro, el embarazo normal cerca del término, el vegetarianismo, gastrectomia parcial/lesion iliaca, an-
ticoncepcién oral, competicién parasitaria, deficiencia pancreatica, epilepsia tratada, y edad avanzada. Los trastornos
asociados con niveles elevados de vitamina B, en suero incluyen el fallo renal, la enfermedad hepdtica y las enferme-
dades mieloproliferativas.

El factor intrinseco se une a la vitamina B ,. Esta caracteristica permite la deteccién de y medicién de la cantidad de
vitamina B, en muestras bioldgicas. En la preparacién convencional de factor intrinseco, la protefna factor intrinseco
es aislada de tejido porcino mediante un proceso caro, tedioso y que exige mucho tiempo.

En la técnica es bien conocida la clonacién de ADNc utilizando la técnica de la reaccidn en cadena de la polimerasa
por transcriptasa inversa (RT-PCT). El disefio de cebadores basados en la homologia conocida para esta proteina con-
creta en otras especies (tales como el humano, ratén y rata), y seleccionando las adecuadas condiciones de PCR para
obtener ADNCc, requiere una cantidad significativa de proyectos y conocimientos técnicos en la técnica de clonacién
basada en PCR.

La Patente U.S. N° 3.591.678 revela un proceso para purificar factor intrinseco mediante un proceso de cromato-
grafia por lotes que utiliza una resina de intercambio iénico. El factor intrinseco impuro se disuelve en una solucién
tamp6n que tiene un pH y un potencial idnico relativamente bajos, y la solucién resultante es puesta en contacto con
una resina de intercambio celuldsica. Se separa la resina de la solucién y el factor intrinseco purificado es eluido de la
misma con una solucién tampoén teniendo un pH y un potencial iénico mayores que la solucién tampdn en la que se
disolvié el factor intrinseco impuro.

La Patente U.S. N° 4.447.528 revela un procedimiento de radioensayo y un juego de reactivos, por consiguiente,
para detectar anticuerpo autobloqueador, tal como un anticuerpo autobloqueador que interfiera con la acomplejacién
de factor intrinseco con vitamina B,. Sobre un soporte se inmoviliza un receptor, esto es, factor intrinseco, y se
determina la cantidad de ligando, esto es, vitamina B,, capaz de unirse con ese en presencia de una muestra de fluido
biolégico.

Los N* de Patente U.S. 5.227.311 y 5.459.242 revelan un método para purificar una solucién acuosa de factor
intrinseco que contiene proteina R. El método implica afiadir a la solucién de factor intrinseco una cantidad de silice
coloidal para dispersar la emulsion lipidica, una cantidad de cobinamida suficiente para unir sustancialmente toda la
proteina R en la solucién, y una cantidad de resina de afinidad por el factor intrinseco para unirse al factor intrinseco
en la solucién, lavar la cobinamida unida y la proteina R de la resina, eluir el factor intrinseco de la resina, y dializar
el factor intrinseco eluido. También revelado es un juego para conducir un ensayo para cobalaminas, el cual incluye
un conjugado de microparticulas y factor intrinseco purificado.

La Patente U.S. N° 5.350.674 revela un ensayo competitivo no isotopico para vitamina B,,, utilizando factor intrin-
seco marcado con peroxidasa de rdbano picante, mediante acoplamiento via agentes reticulantes heterobifuncionales.
Ademds, se revela un método para estabilizar los conjugados resultantes mediante pretratamiento con N-etilmaleimida.

Investigadores anteriores han revelado las secuencias de ADNc que codifican para el factor intrinseco humano
(numero de acceso GenBank M63154), para el factor intrinseco de ratén (nimero de acceso GenBank L.24191), y
para el factor intrinseco de rata (nimero de acceso GenBank J03577). La siguiente EST, que se deriva de Sus scrofa,
ha sido publicada el 3 de diciembre de 2002 (3/12/2002) “MPL384_6_E17 MPL Sus scrofa cDNA clone pSPORTI
5’, mRNA sequence”. N° de acceso a la base de datos CA780388. Sin embargo, no se conoce la secuencia de ADNc
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del factor intrinseco porcino. Por lo tanto, antes de esta invencién, no se podia producir la proteina factor intrinseco
porcino recombinante.

El factor intrinseco porcino es aislado, tipicamente, a partir del tejido del duodeno de un cerdo (por ejemplo, Sus
scrofa). Este aislamiento es un procedimiento tedioso, caro y exige mucho tiempo, y los rendimientos son bajos. El
factor intrinseco nativo aislado por procedimientos utilizados actualmente carece de consistencia en su pureza y en su
ejecucion resultante en un inmunoensayo. Por lo tanto, serfa conveniente producir factor intrinseco porcino en grandes
cantidades y aislar factor intrinseco porcino en un proceso de aislamiento por afinidad de una sola etapa. De esta
manera, la proteina recombinante producida tendria una ejecucién coherente en un inmunoensayo diagndstico.

Sumario de la invencion

La presente invencidn incluye una secuencia nucleotidica aislada codificando para factor intrinseco porcino, en
donde el factor intrinseco porcino comprende una secuencia de aminoécidos teniendo el 100% de identidad de su
secuencia de aminodcidos con una secuencia de aminodcidos seleccionada del grupo que se compone de la ID SEC
N°3,ID SECN°6, e ID SEC N°9.

Adicionalmente, la presente invencién abarca una secuencia de 4dcido nucleico aislada comprendiendo, o com-
plementaria a, una secuencia nucleotidica teniendo el 100% de identidad de su secuencia de aminoécidos con una
secuencia nucleotidica seleccionada del grupo que se compone de la ID SEC N° 1, ID SEC N°4, e ID SEC N° 7.

Las secuencias nucleotidicas descritas arriba codifican un factor intrinseco porcino funcionalmente activo que
se une a la vitamina Bj,. La presente invencién también incluye proteinas purificadas y fragmentos de las mismas
codificados por las secuencias nucleotidicas arriba mencionadas.

Adicionalmente, la presente invencion incluye un método para producir factor intrinseco porcino, comprendiendo
las etapas de: aislar una secuencia nucleotidica comprendiendo, o complementaria a, una secuencia nucleotidica codi-
ficando un factor intrinseco porcino, una secuencia de aminodcidos teniendo el 100% de identidad con una secuencia
de aminodcidos de la ID SEC N° 3, ID SEC N° 6 e ID SEC N° 9; construir un vector constando de: i) la secuencia
nucleotidica aislada operablemente unida a ii) un promotor; e introducir dicho vector en una célula huésped, durante
un tiempo y bajo condiciones suficientes, para la expresién del factor intrinseco porcino. La célula huésped puede ser,
por ejemplo, una célula eucariota o una célula procariota. En particular, la célula procariota puede ser, por ejemplo, E.
coli, cianobacteria o B. subtilis. La célula eucariota puede ser, por ejemplo, una célula mamifera, una célula de insecto,
una célula vegetal o una célula fingica (por ejemplo, una célula de levadura tal como Saccharomyces cerovisiae, Sac-
charomyces carisbengensis, Candida spp., Lipomyces starkey, Yarrowia lipolytica, Kluyveromyces spp., Hansenula
spp., Trichoderma spp. o Pichia spp.). También se pueden utilizar otros huéspedes flingicos tales como Rizopus spp.,
Aspergillus spp. y Mucor spp.

Ademds, la presente invencién también incluye un vector constando de: una secuencia nucleotidica aislada com-
prendiendo, o complementaria a, una secuencia nucleotidica codificando para factor intrinseco porcino teniendo una
secuencia de aminodcidos que tiene el 100% de identidad de aminodcidos con una secuencia de aminodcidos seleccio-
nada del grupo que se compone de la ID SEC N° 3, ID SEC N° 6, e ID SEC N° 9, operablemente unida a una secuencia
reguladora (por ejemplo, un promotor). La invencién también incluye una célula huésped comprendiendo este vector.
La célula huésped puede ser, por ejemplo, una célula eucariota o una célula procariota. Las células eucariotas y células
procariotas apropiadas son como se definieron antes.

Se deberia observar que la presente invencién abarca secuencias nucleotidicas aisladas (y las correspondientes
proteinas codificadas) teniendo secuencias idénticas a la ID SEC N° 1, ID SEC N° 4 e ID SEC N° 7. Tales secuencias
pueden ser derivadas de cualquier fuente, aisladas a partir de una fuente natural, o producidas via una ruta semisintética,
o sintetizadas de novo. En particular, tales secuencias pueden ser aisladas o derivadas de fuentes que no sean las
descritas en los ejemplos (por ejemplo, bacterias, hongos, algas, C. elegans, ratén o humano).

El método de esta invencién implica el clonar el ADNc, que codifica el factor intrinseco porcino, mediante RT-
PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa por Transcriptasa Inversa). El disefio de los cebadores estuvo basado en
la homologia que existe entre las secuencias de ADNc del factor intrinseco de humano, ratén y rata.

El factor intrinseco aislado por métodos actualmente utilizados en la técnica proporciona un resultado incoherente
con respecto a pureza y, por consiguiente, de ejecucion en un ensayo. Empleando el método y proteina de esta inven-
cion, se puede producir factor intrinseco recombinante teniendo propiedades coherentes. El método de esta invencién
reduce el coste y simplifica el aislamiento. Ademds, los resultados de los ensayos que utilizan factor intrinseco porcino
muestran una coherencia mejorada.

Breve descripcion de los dibujos

La Fig. 1 ilustra la expresion de factor intrinseco porcino recombinante. Las células de E. coli fueron lisadas y las
proteinas fueron resueltas utilizando SDS-PAGE (electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sdico).
La banda 1 contiene marcadores de peso molecular (marcados en kilodaltons). Las bandas 2 y 4 contienen muestras
tomadas a la hora post-induccién O (HPI 0). Las bandas 3 y 5 contienen muestras tomadas a HPI 4 y HPI 3. La banda 6
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representa la pasta celular (células después de concentracion y centrifugacién). La banda 8 contiene el factor intrinseco
porcino nativo [purificado a partir de tripa de cerdo (Sus scrofa)].

La Fig. 2 ilustra la unién de factor intrinseco porcino recombinante a vitamina B,,. Las células de E. coli fueron
usadas y las proteinas fueron resueltas utilizando SDS-PAGE vy transferidas a una membrana de nitrocelulosa. La
membrana fue investigada con vitamina B, conjugada a fosfatasa alcalina. Las bandas de proteina que se unieron a la
vitamina B, fueron identificadas por incubacién con sustratos de fosfatasa alcalina que desarrollan color. La banda 1
contiene marcadores de peso molecular (marcados en kilodaltons). Las bandas 2, 3, 4 y 5 representan células de diver-
sos clones expresando factor intrinseco porcino recombinante. La banda 6 contiene el factor intrinseco porcino nativo
[purificado a partir de tripa de cerdo (Sus scrofa)]. La banda de proteina factor intrinseco recombinante desarrollé
color, demostrando de ese modo que el factor intrinseco se uni6 a la vitamina B,.

La Fig. 3 ilustra la unién de factor intrinseco porcino recombinante a anticuerpo anti-factor intrinseco mediante
transferencia Western. Las células de E. coli fueron lisadas y las proteinas fueron resueltas utilizando SDS-PAGE y
transferidas a una membrana de nitrocelulosa. Después, se investigd la membrana con anticuerpo anti-factor intrinseco.
La banda 1 contiene marcadores de peso molecular (marcados en kilodaltons). Las bandas 2, 3, 4 y 5 representan
células de diversos clones expresando factor intrinseco porcino recombinante. La banda 6 contiene el factor intrinseco
porcino nativo [purificado a partir de tripa de cerdo (Sus scrofa)]. La banda de proteina factor intrinseco recombinante
desarroll6 color, demostrando de ese modo que el factor intrinseco recombinante fue reconocido por el anticuerpo.

La Fig. 4 ilustra el alineamiento de la secuencia nucleotidica del factor intrinseco porcino, el factor intrinseco
humano, el factor intrinseco de rata y el factor intrinseco de ratén.

La Fig. 5 ilustra el porcentaje de identidad entre las secuencias nucleotidicas de factor intrinseco porcino y de
factor intrinseco humano, entre las secuencias nucleotidicas de factor intrinseco porcino y de factor intrinseco de rata,
y entre las secuencias nucleotidicas de factor intrinseco porcino y de factor intrinseco de raton.

La Fig. 6 ilustra el alineamiento de la supuesta secuencia de aminodcidos del factor intrinseco codificada segin
Sus scrofa con secuencias de factor intrinseco conocidas de humano, rata y ratén.

La Fig. 7 ilustra el porcentaje de identidad entre las secuencias de aminodcidos del factor intrinseco porcino y del
factor intrinseco humano, entre las secuencias de aminodcidos del factor intrinseco porcino y del factor intrinseco de
rata, y entre las secuencias de aminodcidos del factor intrinseco porcino y del factor intrinseco de ratén.

Descripcion detallada

El término “identidad” se refiere a la relacion de dos secuencias, partiendo de la base de nucleé6tido a nucleétido,
sobre una ventana o segmento de comparacion concretos. De este modo, la identidad se define como el grado de igual-
dad, correspondencia o equivalencia entre las mismas cadenas (sentido o antisentido) de dos segmentos de ADN (o
dos secuencias de aminodcidos). El “porcentaje de identidad de secuencias” se calcula comparando dos secuencias 6p-
timamente alineadas sobre una regién concreta, determinando el nimero de posiciones en las que se encuentra la base
o aminodacido idénticos en ambas secuencias, para deparar el nimero de posiciones que casan, dividiendo el niimero
de tales posiciones por el niimero total de posiciones en el segmento a comparar, y multiplicando el resultado por 100.
El alineamiento éptimo de las secuencias se puede conducir mediante el algoritmo de Smith & Waterman, Appl. Math.
2:482 (1981), mediante el algoritmo de Needleman & Wunsch, J. Mol. Biol. 48:443 (1970), mediante el método de
Pearson & Lipman, Proc. Natl. Acad. Sci. (EE.UU.) 85: 2.444 (1988) y por programas de ordenador que implementen
los algoritmos relevantes [por ejemplo, Clustal Macaw Pileup http://cmgm.stanford.edu/biochem?218/I1Multiple.pdf;
Higging y col., CABIOS. 5L 151-153 (1989)], FASTDB (Intelligenetics), BLAST [National Center for Biomedical
Information; Altschul y col., Nucleic Acids Research 25:3.389-3.402 (1997)], PILEUP (Genetics Computer Group,
Madison, WI) o GAP , BESTFIT, FASTA y TFASTA (Wisconsin Genetics Software Package Release 7.0, Genetics
Computer Group, Madisol, WI) (ver Patente U.S. N° 5.912.120).

Por lo que concierne a la presente invencion, el término “complementariedad” se define como el grado de relacién
entre dos segmentos de ADN. Se determina midiendo la capacidad de la cadena sentido de un segmento de ADN
para hibridarse con la cadena antisentido del otro segmento de ADN, bajo condiciones adecuadas, para formar una
doble hélice. El término “complemento” se define como una secuencia que casa para dar una secuencia basada en
las reglas candnicas de emparejamiento de bases. Por ejemplo, una secuencia A-G-T en una cadena nucleotidica es
“complementaria” a T-C-A en la otra cadena.

En la doble hélice, la adenina aparece en una cadena, la timina aparece en la otra cadena. De manera similar,
dondequiera que se encuentre la guanina en una cadena, se encuentra la citosina en la otra. Cuanto mayor sea la
relacion entre las secuencias nucleotidicas de dos segmentos de ADN, mayor serd la capacidad para formar ddplex
hibridos entre las cadenas de los dos segmentos de ADN.

El término “similitud”, con respecto a dos secuencias de aminodcidos, se define como la presencia de una se-
rie de residuos de aminoacidos idénticos, asi como conservados, en ambas secuencias. Cuanto mayor sea el grado
de similitud entre dos secuencias de aminodcidos, mayor serd la correspondencia, igualdad o equivalencia de las
dos secuencias (el término “identidad”, con respecto a dos secuencias de aminodacidos, se define como la presencia
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de una serie de residuos de aminodcidos exactamente parecidos o invariantes en ambas secuencias). Las definicio-
nes de “complementariedad”, “identidad” y “similitud” son bien conocidas por aquellos de habilidad normal en la
técnica.

La frase “codificado por” se refiere a una secuencia de dcido nucleico que codifica para una secuencia polipeptidica,
en donde la secuencia polipeptidica o una porcion de la misma contiene una secuencia de aminoédcidos de al menos 3
aminodcidos, mds preferentemente, al menos 8 aminodcidos, e incluso mas preferentemente, al menos 15 aminoécidos
de un polipéptido codificado por la secuencia de acido nucleico.

La presente revelacion también abarca una secuencia nucleotidica aislada que codifica factor intrinseco porcino y
que es hibridable, bajo condiciones moderadamente rigurosas, con un dcido nucleico teniendo una secuencia nucleo-
tidica comprendiendo, o complementaria a, las secuencias nucleotidicas descritas antes (ver ID SEC N° 1, ID SEC
N° 4, e ID SEC N° 7). Una molécula de acido nucleico es “hibridable” con otra molécula de dcido nucleico cuando
una forma de cadena simple de la molécula de acido nucleico pueda anillarse a la otra molécula de dcido nucleico
bajo condiciones apropiadas de temperatura y potencial iénico [ver Sambrook y col., “Molecular Cloning: A Labora-
tory Manual, Second Edition (1989), Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, Nueva York)]. Las
condiciones de temperatura y potencial jonico determinan la “dificultad” de la hibridacién.

El término “hibridacién”, como se utiliza aqui, se emplea generalmente para significar la hibridacién de dcidos
nucleicos en condiciones de dificultad adecuadas, como seria ficilmente evidente para aquellos especializados en la
técnica, dependiendo de la naturaleza de la secuencia sonda y las secuencias diana. Las condiciones de hibridacién
y lavado son bien conocidas en la técnica, y el ajuste de las condiciones se realiza facilmente, dependiendo de la
dificultad deseada, variando el tiempo de incubacién, la temperatura y/o el potencial jénico de la solucién. Ver, por
ejemplo, Sambrook, J. y col., “Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2* edicién, Cold Spring Harbor Laboratory
Press, Cold Spring Harbor, N. Y., 1989, como se indic6 antes, e incorporada aqui como referencia [ver también Short
Protocols in Molecular Biology, ed. Ausubel y col. y Tijssen, Techniques in Biochemistry and Molecular Biology-
Hybridization with Nucleic Acid Probes, “Overview of principles of hybridization and the strategy of nucleic acid
assays” (1993), ambas incorporadas aqui como referencia]. Especificamente, la eleccién de las condiciones es dictada
por la longitud de las secuencias a hibridar, en concreto, la longitud de la secuencia sonda, el contenido relativo de G-C
de los 4cidos nucleicos y la cantidad de malos emparejamientos a permitir. Se prefieren condiciones de baja dificultad
cuando se desee la hibridacién parcial entre cadenas que tengan menores grados de complementariedad. Cuando se
desee una complementariedad perfecta o casi perfecta, se prefieren condiciones de alta dificultad. Para condiciones
tipicas de alta dificultad, la solucién de hibridacién contiene 6 X S.S.C., EDTA 0°01M, 1 X solucién de Denhardt y
0’5% de SDS. La hibridacién se lleva a cabo a unos 68 grados Celsius durante unas 3 a 4 horas para fragmentos de
ADN clonado, y durante unas 12 a unas 16 horas para ADN eucariota total. Para dificultades moderadas, se puede
utilizar prehibidacién de los filtros e hibridando con una solucién de 3 X cloruro sédico, citrato sédico (SSC), 50%
de formamida (0’1 M de este tamp6n a pH 7°5) y 5 X solucién de Denhardt. Después, se puede prehibridar a 37
grados Celsius durante 4 horas, seguido por hibridacién a 37 grados Celsius con una cantidad de sonda marcada igual
a 3.000.000 cpm totales durante 16 horas, seguido por un lavado en solucién de 2 X SSC y 0’1% SDS, un lavado de 4
veces durante 1 minuto cada uno a temperatura ambiente y 4 veces a 60 grados Celsius durante 30 minutos cada uno.
Posterior al secado, se expone a pelicula. Para dificultades inferiores, se reduce la temperatura de hibridacién a unos
12 grados Celsius por debajo de la temperatura de fusion (T,,) del diplex. Se sabe que la T, es funcién del contenido
de G-C y de la longitud del diplex, asi como del potencial fénico de la solucién.

La “hibridacién” requiere que dos dcidos nucleicos contengan secuencias complementarias. Sin embargo, depen-
diendo de la dificultad de la hibridacién, pueden suceder malos emparejamientos entre las bases. Como se indic6 antes,
la dificultad apropiada para hibridar dcidos nucleicos depende de la longitud de los dcidos nucleicos y del grado de
complementacién. Tales variables son conocidas en la técnica. Mds especificamente, cuanto mayor sea el grado de
similitud u homologia entre dos secuencias nucleotidicas, mayor serd el valor de T,, para hibridos de dcidos nucleicos
que tengan aquellas secuencias. Para hibridos mayores de 100 nucleétidos de longitud, se han obtenido ecuaciones pa-
ra calcular T, (ver Sambrook y col., anteriormente). Para hibridacion con dcidos nucleicos mds cortos, llega a ser mas
importante la posicién de los malos emparejamientos, y la longitud de los oligonucledtidos determina su especificidad
(ver Sambrook y coi, anteriormente).

Como se utiliza aqui, la frase “fragmento o secuencia aislados de dcido nucleico” significa un polimero de ARN
o ADN que es de cadena simple o de cadena doble, conteniendo opcionalmente bases nucleotidicas sintéticas, no
naturales o alteradas. Un fragmento de 4cido nucleico aislado en forma de un polimero de ADN puede estar com-
puesto por uno o mds segmentos de ADNc, ADN genémico o ADN sintético (el término “fragmento”, con respecto
a un polinucleétido especifico, se refiere a una secuencia polinucleotidica que comprende una secuencia contigua de
aproximadamente unos 6 nucleétidos como minimo, preferentemente unos 8 nucleétidos como minimo, mds prefe-
rentemente unos 10 nucledtidos como minimo, e incluso mas preferentemente al menos unos 15 nucleétidos, y muy
preferentemente al menos unos 25 nucleétidos idénticos o complementarios a una region de la secuencia nucleotidica
especificada). Los nucledtidos (normalmente encontrados en su forma 5’-monofosfato) son nombrados por designa-
cién de su unica letra como sigue: “A” para adenilato o desoxiadenilato (para ARN o ADN, respectivamente), “C”
para citidilato o desoxicitidilato, “G” para guanilato o desoxiguanilato, “U” para uridilato, “T” para desoxitimidilato,
“R” para purinas (A o G), “Y” para pirimidinas (C o T), “K” para Go T, “H” para A o C o T, “I” para inosina, y “N”
para cualquier nucleétido.
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Las frases “fragmento o subfragmento que es equivalente funcionalmente” y “fragmento o subfragmento equiva-
lente funcionalmente” se utilizan aqui intercambiablemente. Estas frases se refieren a una porcién o subsecuencia de
un fragmento de 4cido nucleico aislado en el que se mantiene la capacidad para alterar la expresion genética o pro-
ducir un cierto fenotipo si el fragmento o subfragmento codifica o no una enzima activa. Por ejemplo, el fragmento
o subfragmento puede ser utilizado en el disefio de construcciones quiméricas para producir el fenotipo deseado en
una planta transformada. Las construcciones quiméricas pueden ser disefiadas para su uso en cosupresion o antisen-
tido uniendo un fragmento de dcido nucleico o subfragmento del mismo, si codifica o no una enzima activa, en la
orientacion apropiada con respecto a una secuencia promotora vegetal.

Los términos/frases “homologia”, “homoélogo”, “substancialmente similar” y “sustancialmente correspondiente”
se utilizan intercambiablemente aqui. Se refieren a fragmentos de dcido nucleico en donde los cambios en una o méas
bases nucleotidicas no afectan a la capacidad del fragmento de 4cido nucleico para mediar la expresiéon genética o
producir un cierto fenotipo. Estos términos también se refieren a modificaciones de los fragmentos de dcido nucleico
de la presente invencion, tales como una supresién o insercién de uno o mas nucledtidos que no alteren sustancialmente
las propiedades funcionales del fragmento de 4cido nucleico resultante con respecto al fragmento inicial sin modificar.

El término “gen” se refiere a un fragmento de 4cido nucleico que expresa una proteina especifica, incluyendo
secuencias reguladoras precediendo (secuencias 5° no codificadoras) y siguiendo (secuencias 3’ no codificadoras) a la
secuencia codificadora.

La frase “gen nativo” se refiere a un gen como se encuentra en la naturaleza, con sus propias secuencias regulado-
ras. Por contraste, la frase “construccion quimérica” se refiere a una combinacion de fragmentos de dcido nucleico que
no se encuentran normalmente juntos en la naturaleza. Por consiguiente, una construccién quimérica puede constan
de secuencias reguladoras y de secuencias codificadoras que se deriven de diferentes fuentes, o de secuencias regula-
doras y de secuencias codificadoras que se deriven de la misma fuente, pero ordenadas de una manera diferente a la
normalmente encontrada en la naturaleza. (El término “aislada” significa que la secuencia estd sacada de su entorno
natural).

La frase “gen extrafio” se refiere a un gen no encontrado normalmente en el organismo huésped, pero que es
introducido en el organismo huésped por transferencia genética. Los genes extrafios pueden constar de genes nativos
insertados en un organismo no nativo, o de construcciones quiméricas. El término “ transgen” significa un gen que ha
sido introducido dentro del genoma mediante un procedimiento de transformacion.

La frase “secuencia codificadora” se refiere a una secuencia de ADN que codifica para una secuencia de ami-
noécidos especifica. El término “secuencias reguladoras” se refiere a secuencias nucleotidicas localizadas por arriba
(secuencias 5’ no codificadoras), dentro, o por debajo (secuencias 3’ no codificadoras) de una secuencia codificadora,
y que influyen en la transcripcion, procesamiento o estabilidad del ARN, o la traduccién de la secuencia codificadora
asociada. Las secuencias reguladoras pueden incluir, pero no se limitan a, promotores, secuencias lider de traduccion,
intrones, y secuencias de reconocimiento de poliadenilacién.

El término “promotor” se refiere a una secuencia de ADN capaz de controlar la expresién de una secuencia co-
dificadora o ARN funcional. La secuencia promotora consta de elementos comente arriba proximales y mds distales,
los ultimos elementos mencionados a menudo como activadores. Por consiguiente, el término “activador” significa
una secuencia de ADN que puede estimular la actividad del promotor y puede ser un elemento innato del promotor
o un elemento heterdlogo insertado para intensificar el nivel o especificidad tisular de un promotor. Las secuencias
promotoras también pueden estar localizadas dentro de las porciones de genes transcritas, y/o corriente abajo de las
secuencias transcritas. Los promotores pueden ser obtenidos en su totalidad a partir de un gen nativo, o pueden es-
tar compuestos de elementos diferentes derivados de diferentes promotores encontrados en la naturaleza, o incluso
comprender segmentos de ADN sintético. Se comprende por aquellos especializados en la técnica que promotores
diferentes puedan dirigir la expresién de un gen en tejidos o tipos celulares diferentes, o en diferentes etapas de des-
arrollo, o como respuesta a diferentes condiciones ambientales. Los promotores que originen que un gen sea expresado
en la mayoria de los tipos celulares, en la mayoria de las veces, son mencionados normalmente como “promotores
constitutivos”. Se reconoce ademds que, puesto que en la mayoria de los casos los limites exactos de las secuencias
reguladoras no han sido definidos completamente, los fragmentos de ADN de alguna variacién pueden tener idéntica
actividad promotora.

El término “intrén” significa una secuencia intercalada en un gen que no codifique una porcién de la secuencia pro-
teica. De este modo, tales secuencias se transcriben en ARN pero después se escinden y no son traducidas. El término
también se emplea para las secuencias de ARN escindidas. El término “exén” significa una porcién de la secuencia
genética que se transcribe y se encuentra en el ARN mensajero maduro derivado del gen, pero no es necesariamente
una parte de la secuencia que codifica el producto genético final.

La frase “secuencia lider de la traduccién” se refiere a una secuencia de ADN localizada entre la secuencia pro-
motora de un gen y la secuencia codificadora. La secuencia lider de la traduccién estd presente en el ARNm com-
pletamente procesado corriente arriba de la secuencia de inicio de la traduccion. La secuencia lider de la traduccién
puede influir en el procesamiento del transcripto primario para ARNm, la estabilidad del ARNm o la eficacia de tra-
duccidn. Se han descrito ejemplos de secuencias lider de la traduccion [Turner, R. y Foster, G. D. (1995) Molecular
Biotechnology 3:225].
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La frase “secuencias no codificadoras 3’ se refiere a secuencias de ADN localizadas corriente abajo de una secuen-
cia codificadora, e incluyen secuencias de reconocimiento de poliadenilacién y otras secuencias codificando sefnales
reguladoras capaces de afectar al procesamiento de ARNm o expresién genética. La sefial de poliadenilacién se ca-
racteriza normalmente por afectar a la adicién de extensiones de dcido poliadenilico para el extremo 3° del ARNm
precursor. El empleo de diferentes secuencias no codificadoras 3’ estd ejemplificado por Ingelbrecht y col., Plant Cell
1:671-680 (1989).

La frase “transcripto de ARN” se refiere al producto resultante de la transcripcion de una secuencia de ADN
catalizada por ARN polimerasa. Cuando el transcripto de ARN es una copia complementaria perfecta de la secuencia
de ADN se menciona como transcripto primario, o puede ser una secuencia de ARN derivada del procesamiento
postranscripcional del transcripto primario y se menciona como ARN maduro. La frase “ARN mensajero (ARNm)” se
refiere al ARN que estd sin intrones y que puede ser traducido en proteina por la célula. El término “ADNCc” se refiere
a un ADN que es complementario y sintetizado a partir de un molde de ARNm utilizando la enzima transcriptasa
inversa. E1 ADNc puede ser de cadena simple o transformado en la forma de cadena doble utilizando el fragmento
Klenow de la ADN polimerasa I. La frase “ARN sentido” se refiere a un transcripto de ARN que incluye el ARNm y
puede ser traducido en proteina dentro de una célula o in vitro.

La frase “ARN antisentido” se refiere a una transcripto de ARN que es complementario a todo o a parte de un
transcripto primario diana de ARNm, y que bloquea la expresién de un gen diana (Patente U.S. N° 5.107.065). La
complementariedad de un ARN antisentido puede ser con cualquier parte del transcripto del gen especifico, esto es,
en la secuencia no codificadora 5’, secuencia no codificadora 3’, intrones, o la secuencia codificadora. La frase “ARN
funcional” se refiere a ARN antisentido, ARN ribozima, u otro ARN que no pueda ser traducido pero que tenga
todavia un efecto sobre los procesos celulares. El término “complemento” y la frase “complemento inverso” son aqui
utilizados intercambiablemente con respecto a transcriptos de ARNm, y quieren decir el definir el ARN antisentido
del mensaje.

La frase “ARN endégeno” se refiere a cualquier ARN que esté codificado por cualquier secuencia de acido nu-
cleico presente en el genoma del huésped antes de la transformacién con la construccién recombinante de la presente
invencidn, si es de existencia natural o no natural, esto es, introducida por métodos recombinantes, mutagénesis, etc.

La frase “de existencia no natural” significa artificial, no coherente con lo que se encuentra normalmente en la
naturaleza.

La frase “operablemente unido” se refiere a la asociacién de secuencias de dcido nucleico con un fragmento de
acido nucleico simple para que la funcién de uno sea regulada por el otro. Por ejemplo, un promotor estd operablemente
unido a una secuencia codificadora cuando es capaz de regular la expresion de esa secuencia codificadora (esto es,
que la secuencia codificadora esté bajo el control transcripcional del promotor). Las secuencias codificadoras pueden
ser operablemente unidas a secuencias reguladoras en una orientacién sentido o antisentido. En otro ejemplo, las
regiones de ARN complementario de la invencién pueden ser operablemente unidas, directa o indirectamente, al 5’
del ARNm diana o al 3° del ARNm diana, o dentro del ARNm diana, o una primera regién complementaria es 5’ y su
complemento es 3’ para el ARNm diana. Las secuencias “operablemente unidas” incluyen secuencias para el control de
la expresion que sean contiguas con el gen de interés y secuencias para el control de la expresién que actiien en trans o
a distancia para controlar el gen de interés. La frase “secuencia para el control de la expresién”, como se utiliza aqui, se
refiere a secuencias polinucleotidicas que son necesarias para llevar a cabo la expresion y procesamiento de secuencias
codificadoras a las que estdn ligadas. Las secuencias para el control de la expresion incluyen secuencias de iniciacion,
de terminacién, promotoras y activadoras de la transcripcidn; sefiales de procesamiento del ARN eficaces tales como
sefales de corte y empalme y de poliadenilacion; secuencias que estabilicen ARNm citoplasmadtico; secuencias que
intensifiquen la eficacia de la traduccién (esto es, secuencia Kozak de consenso); secuencias que intensifiquen la
estabilidad de las proteinas; y cuando se desee, secuencias que intensifiquen la secrecion de proteinas. La naturaleza
de tales secuencias de control difiere dependiendo del organismo huésped; en procariotas, tales secuencias de control
incluyen generalmente un promotor, un sitio de unién ribosomal, y una secuencia de terminacién de la transcripcion;
en eucariotas, generalmente, tales secuencias de control incluyen promotores y una secuencia de terminacion de la
transcripcién. La frase “secuencias de control” pretende incluir componentes cuya presencia sea esencial para la
expresion y procesamiento, y también puede incluir componentes adicionales cuya presencia sea provechosa, por
ejemplo, secuencias lider y secuencias compaiieras de fusion.

El término “expresién”, como se utiliza aqui, se refiere a la produccion de un producto final funcional. La expresion
de un gen implica la transcripcién del gen y traduccién del ARNm en un precursor o proteina madura. “Inhibicién
antisentido” se refiere a la produccién de transcriptos de ARN antisentido capaces de suprimir la expresiéon de la
proteina diana. El término “cosupresion” se refiere a la produccién de transcriptos de ARN sentido capaces de suprimir
la expresion de genes extrafios o enddgenos idénticos o sustancialmente similares (Patente U.S. N° 5.231.020).

La frase “proteina madura” se refiere a un polipéptido procesado postraduccionalmente, esto es, uno a partir del
que se ha sacado cualquier pre o propéptido presente en el producto primario de traduccién. El término proteina
“precursora” se refiere al producto primario de traduccién de ARNm, esto es, con pre y propéptidos todavia presentes.
Los pre y propéptidos pueden ser, pero no se limitan a, sefiales de localizacién intracelular.
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El término “transformacién”, como se define aqui, se refiere a cualquier proceso por el que ADN ex6geno entra en
una célula huésped. La transformacidn puede ocurrir bajo condiciones naturales o artificiales, utilizando diversos mé-
todos bien conocidos en la técnica. La transformacién puede contar con cualquier método conocido para la insercién
de secuencias de dcido nucleico extrafio dentro de una célula huésped procariota o eucariota. El método se seleccio-
na basado en la célula huésped a transformar y puede incluir, pero no se limita a, infeccién viral, electroporacion,
lipofeccion, y bombardeo de particulas. Tales células “transformadas” incluyen células transformadas establemente
en las que el ADN insertado es capaz de replicacién como un pldsmido auténomamente replicante o como parte del
cromosoma huésped. Pueden incluir también células que expresen transitoriamente el ADN o ARN insertado durante
periodos de tiempo limitados.

La frase “transformacion estable” se refiere a la transferencia de un fragmento de acido nucleico dentro del geno-
ma de un organismo huésped, produciendo una herencia genéticamente estable. Por contraste, la frase “transformacién
transitoria” se refiere a la transferencia de un fragmento de dcido nucleico dentro del nicleo, u orgdnulo conteniendo
ADN, de un organismo huésped, produciendo expresién genética sin integracion o herencia estable. Los organismos
huéspedes conteniendo los fragmentos de dcido nucleico transformados son mencionados como organismos “trans-
génicos”. El método preferido de transformacién celular del arroz, maiz y otras monocotiledéneas es el empleo de
tecnologia de transformacion por acelerador de particulas o “arma genética” [Klein y col., (1987) Nature (Londres)
327: 70-73: Patente U.S. N° 4.945.050], o un método mediado por Agrobacterium utilizando un plasmido Ti conte-
niendo el transgen (Ishida Y. y col., 1996, Nature Biotech. 14; 745-750). El término “transformacién”, como se utiliza
aqui, se refiere a una transformacion estable y a una transformacion transitoria.

Las técnicas estdndar del ADN recombinante y de clonacién molecular utilizadas aqui son bien conocidas en la
técnica y estdn descritas mas completamente en Sambrook, J., Fritsch, E. F. y Maniatis T., Molecular Cloning: A La-
boratory Manual; Cold Spring Harbor Laboratory Press; Cold Spring Harbor 1989 (de ahora en adelante “Sambrook™).

El término “recombinante” se refiere a una combinacién artificial de dos segmentos de secuencia de alguna ma-
nera separados, por ejemplo, mediante sintesis quimica o mediante la manipulacién de segmentos aislados de dcidos
nucleicos por técnicas de ingenieria genética.

El término “PCR” y la frase “Reaccién en Cadena de la Polimerasa” se refieren a una técnica para la sintesis de
grandes cantidades de segmentos especificos de ADN, comprende una serie de ciclos repetitivos (Perkin Elmer Cetus
Instruments, Norwalk, CT). Tipicamente, el ADN de cadena doble es desnaturalizado por calor, los dos cebadores
complementarios para los 1imites 3’ del segmento diana son anillados a baja temperatura y después expandidos a una
temperatura intermedia. El conjunto de estas tres etapas consecutivas es mencionado como ciclo.

La reaccidén en cadena de la polimerasa (“PCR”) es una técnica poderosa utilizada para amplificar ADN millones
de veces, mediante la replicacion repetida de un molde, en un periodo de tiempo corto. [Mullis y col., Cold Spring
Harbor Symp. Quant. Biol. 51: 263-273 (1986); Erlich y col., Solicitud de Patente Europea N° 50.424; Solicitud
de Patente Europea N° 84.796; Solicitud de Patente Europea N° 258.017; Solicitud de Patente Europea N°® 237.362;
Mullis, Solicitud de Patente Europea N° 201.184; Mullis y col., Patente U.S. N° 4.683.202; Erlich, Patente U.S. N°
4.582.788; y Saiki y col., Patente U.S. N° 4.683.194]. El proceso utiliza conjuntos de oligonucleétidos especificos
sintetizados in vitro para cebar la sintesis de ADN. El disefio de los cebadores depende de las secuencias de ADN
que se desee analizar. La técnica se lleva a cabo mediante muchos ciclos (normalmente 20- 50) de fundir el molde a
alta temperatura, permitir que los cebadores se anillen a secuencias complementarias dentro del molde, y replicando
después el molde con ADN polimerasa.

Los productos de reacciones PCR son analizados mediante separacion en geles de agarosa, seguido por tincién
con bromuro de etidio y visualizacién con transiluminacién. Alternativamente, se pueden afiadir ANTPs radioactivos
a la PCR para incorporar marcador dentro de los productos. En este caso, los productos de PCR son visualizados
mediante exposicion del gel a pelicula para rayos-X. La ventaja afiadida de radiomarcar productos PCR es que se
pueden cuantificar los niveles de los productos de amplificacion individuales.

El término “RT-PCR” significa una combinacién de Transcripcién Inversa y PCR. La transcripcién inversa es un
proceso donde se utiliza ARN como materia de partida para fabricar ADN empleando una enzima llamada Transcrip-
tasa Inversa. La primera cadena de ADN que se fabrica durante la transcripcion inversa es utilizada como materia de
partida para las reacciones de PCR que siguen.

Las frases “construcciéon recombinante”, “construccion de expresion” y “construccion de expresion recombinante”
son utilizadas aqui intercambiablemente. Estas frases se refieren a una unidad funcional de material genético que puede
ser insertada dentro del genoma de una célula utilizando metodologia estdndar bien conocida por un especializado en
la técnica. Tal construccioén puede ser ella misma o puede ser utilizada conjuntamente con un vector. Si se utiliza un
vector, entonces la eleccion del vector depende del método que se utilizard para transformar plantas huésped, como
es bien conocido por aquellos especializados en la técnica. Por ejemplo, se puede utilizar un vector plasmidico. El
artesano especializado estd bien enterado de los elementos genéticos que tienen que estar presentes en el vector para
transformar, seleccionar y propagar con éxito células huésped que consten de cualquiera de los fragmentos de acido
nucleico aislado de la invencién. El artesano especializado identificard también qué diferentes acontecimientos de
transformacion independientes producirdn niveles y modelos diferentes de expresion [Jones y col., (1985) EMBO J.
4:2.411-2,418; De Almeida y col., (1989) Mol. Gen. Genetics 218: 78-86] y, de este modo, se tienen que escrutar
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multiples acontecimientos para obtener lineas que muestren el nivel de expresién y modelo deseados. Tal escrutinio se
puede realizar mediante andlisis Southern de ADN, andlisis Northern de la expresion de ARNm, andlisis Western de
la expresion de proteinas, o andlisis fenotipico.

El término “polipéptido”, como se utiliza aqui, se refiere a cualquier cadena polimérica de aminoécidos. Los
términos “péptido” y “proteina” son utilizados intercambiablemente con el término polipéptido, y también se refieren
auna cadena polimérica de aminodcidos. El término “polipéptido” abarca proteinas nativas o artificiales, fragmentos de
proteinas y andlogos de polipéptidos de una secuencia de proteina. Un polipéptido puede ser monomérico o polimérico.

Las frases “proteina aislada” y “polipéptido aislado” se refieren a una proteina o polipéptido que, en virtud de su
origen o fuente de derivacién, no estd asociado con componentes naturalmente asociados que lo acompafian en su
estado nativo; estd sustancialmente libre de otras proteinas de la misma especie; se expresa mediante una célula de
una especie diferente; o no existe en la naturaleza. De este modo, un polipéptido que sea sintetizado quimicamente,
o sintetizado en un sistema celular diferente del de la célula de la que se origina naturalmente, estard “aislado” de
sus componentes naturalmente asociados. Mediante aislamiento también se puede hacer una proteifna sustancialmente

libre de componentes naturalmente asociados, utilizando técnicas de purificacién de proteinas conocidas en la materia.

Las frases “unidn especifica” y “uniendo especificamente”, como se utilizan aqui en referencia a la interaccién de
un anticuerpo, una proteina o un péptido con una segunda especie quimica, quieren decir que la interaccién depende
de la presencia o una estructura concreta (por ejemplo, un determinante antigénico o epitopo) en la especie quimica;
por ejemplo, un anticuerpo reconoce y se une a una estructura proteica especifica antes que a proteinas en general.
Si un anticuerpo es especifico para el epitopo “A”, la presencia de una molécula conteniendo epitopo A (o libre, A
no marcado), en una reaccién conteniendo “A” marcado y el anticuerpo, reducira la cantidad de A marcado unido al
anticuerpo.

El término “anticuerpo”, como se utiliza aqui, se refiere extensamente a cualquier molécula de inmunoglobulina
(Ig) compuesta de cuatro cadenas polipeptidicas, dos cadenas pesadas (H) y dos cadenas ligeras (L), o cualquier
fragmento funcional, mutante, variante, o derivacidon del mismo, que conserve las caracteristicas esenciales de unién
al epitopo de una molécula Ig. En la técnica se conocen tales formatos de mutante, variante, o derivado de anticuerpo,
formas de realizacién no limitantes de los cuales se discuten abajo.

En un anticuerpo de longitud completa, cada cadena pesada estd compuesta de una region variable de la cadena
pesada (abreviada aqui como HCVR o VH) y una regién constante de la cadena pesada. La regién constante de la
cadena pesada estd compuesta de tres dominios, CH1, CH2 y CH3. Cada cadena ligera estd compuesta de una regién
variable de la cadena ligera (abreviada aqui como LCVR o VL) y una regién constante de la cadena ligera. La regién
constante de la cadena ligera estd compuesta de un dominio, CL. Las regiones VH y VL pueden estar adicionalmente
subdivididas en regiones de hipervariabilidad, denominadas regiones determinantes de la complementariedad (CDR),
entremezclas con regiones que estdn mas conservadas, denominadas regiones marco (FR). Cada VH y VL estd com-
puesta de tres CDR y cuatro FR, dispuestas desde el amino-terminal hasta el carboxi-terminal en el orden siguiente:
FRI, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3, FR4.

La frase “porcién de unidn al antigeno” de un anticuerpo (o simplemente “porcién de anticuerpo’), como se utiliza
aqui, se refiere a uno o mds fragmentos de un anticuerpo que mantienen la capacidad de unirse especificamente a un
antigeno (por ejemplo, hIL-18). Se ha demostrado que la funcién de unién al antigeno de un anticuerpo puede ser
realizada por fragmentos de un anticuerpo de longitud completa. Tales formas de realizacién de anticuerpo pueden ser
también formatos biespecificos, especificos duales, o multiespecificos; especificamente la unién a dos o mas antigenos
diferentes. Los ejemplos de fragmentos de unién abarcados dentro de la frase “porcién de unién al antigeno” de un an-
ticuerpo incluyen (i) un fragmento Fab, un fragmento monovalente constando de los dominios VL, VH, CL y CH1; (ii)
un fragmento F(ab’),, un fragmento bivalente comprendiendo dos fragmentos Fab unidos mediante un puente disulfu-
ro en la regién bisagra; (iii) un fragmento Fd constando de los dominios VH y CHI; (iv) un fragmento Fv constando
de los dominios VL y VH de un tnico brazo de un anticuerpo; (v) un fragmento dAB [Ward y col., (1989) Nature
341:544-546], que comprende un inico dominio variable; y (vi) una regién determinante de complementariedad aisla-
da (CDR). Ademas, aunque los dos dominios del fragmento Fv, VL y VH, estan codificados por genes independientes,
pueden ser unidos, utilizando métodos recombinantes, mediante un conector sintético que les permite ser construidos
como una sola cadena proteica en la que la pareja de regiones VL y VH formen moléculas monovalentes [conocida
como Fv de cadena sencilla (scFv); ver, por ejemplo, Bird y col., (1988) Science 242: 423-426; y Huston y col (1988)
Proc. Nati. Acad. Sci. USA 85: 5.879-5.883]. También se pretende que tales anticuerpos de cadena sencilla estén abar-
cados dentro de la frase “porcién de unién al antigeno” de un anticuerpo. También estdn abarcadas otras formas de
anticuerpos de cadena sencilla, tales como dianticuerpos. Los dianticuerpos son anticuerpos bivalentes biespecificos
en los que los dominios VH y VL estén expresados en una sola cadena polipeptidica, pero utilizando un conector que
sea demasiado corto para permitir el emparejamiento entre dos dominios en la misma cadena, forzando de ese modo a
que los dominios se emparejen con dominios complementarios de otra cadena y crear dos sitios de unién al antigeno
[ver, por ejemplo, Hollinger, P. y col., (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 6.444-6.448; Poljak R. J. y col. (1994)
Structure 2: 1.121-1.123]. En la técnica se conocen tales porciones de unién del anticuerpo [Kontermann y Dubel eds.,
Antibody Engineering (2001) Springer-Verlag. Nueva York. pag. 790 (ISBN 3-540-41354-5)].

Aun més, un anticuerpo o porcién de unién al antigeno del mismo puede ser parte de unas moléculas de inmunoad-
herencia mayores, formadas mediante asociacién covalente o no covalente del anticuerpo o porcién de anticuerpo con
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una o mds de otras proteinas o péptidos. Los ejemplos de tales moléculas de inmunoadherencia incluyen el empleo de
la regién del niicleo de la estreptavidina para fabricar una molécula scFV tetramérica [Kipriyanov, S. M. y col. (1995)
Human Antibodies and Hybridomas 6: 93-101] y el empleo de un residuo de cisteina, un péptido marcador y una cola
de polihistidina C-terminal para fabricar moléculas scFv bivalentes y biotiniladas [Kipriyanov, S. M. y col. (1994)
Mol. Immunol. 31: 1.047-1.058]. Las porciones de anticuerpo, tales como los fragmentos Fab y F(ab’),, se pueden
preparar a partir de anticuerpos enteros utilizando técnicas convencionales, tales como la digestién con papaina o pep-
sina, respectivamente, de anticuerpos enteros. Mds aun, los anticuerpos, las porciones de anticuerpo y las moléculas de
inmunoadherencia pueden ser obtenidos utilizando técnicas estandar de ADN recombinante, como se describi6 aqui.

La frase “anticuerpo aislado”, como se utiliza aqui, pretende referirse a un anticuerpo que esta sustancialmente
libre de otros anticuerpos que tengan especificidades antigénicas diferentes (por ejemplo, un anticuerpo aislado que se
une especificamente a hIL-18 estd libre sustancialmente de anticuerpos que se unan especificamente a antigenos que
no sean el hIL-18). Un anticuerpo aislado que se una especificamente al hIL-18 puede tener, sin embargo, reactividad
cruzada con otros antigenos, tales como moléculas de IL-18 de otras especies. Mds atin, un anticuerpo aislado puede
estar sustancialmente libre de otro material celular y/o productos quimicos.

“Anticuerpo monoclonal”, como se utiliza aqui, pretende referirse a una preparacion de moléculas de anticuerpo
que comparten una secuencia de aminodcidos de cadena pesada comin y de cadena ligera comiin, por contraste
con preparaciones de anticuerpo “policlonal” que contienen una mezcla de diferentes anticuerpos. Los anticuerpos
monoclonales se pueden generar por varias tecnologias nuevas como el despliegue en fagos, en bacterias, en levaduras
o en ribosomas, asi como métodos clésicos ejemplificados por anticuerpos derivados de hibridomas (por ejemplo,
un anticuerpo secretado por un hibridoma preparado mediante tecnologia de hibridomas, tal como la metodologia
estandar de hibridomas de Kohler y Milstein [(1975) Nature 256: 495-497]. De este modo, un anticuerpo no derivado
de hibridomas de la invencién es mencionado todavia como anticuerpo monoclonal, aunque pueda haber sido derivado
mediante metodologias no clasicas.

La frase “anticuerpo recombinante” se refiere a anticuerpos que se preparan, expresan, crean o aislan por métodos
recombinantes, tales como los anticuerpos expresados utilizando un vector de expresion recombinante transfectado en
una célula huésped, anticuerpos aislados a partir de una librerfa combinatoria de anticuerpos recombinantes, anticuer-
pos aislados a partir de un animal (por ejemplo, un ratén) que sea transgénico para genes de inmunoglobulinas humanas
[ver, por ejemplo, Taylor y col, (1992) Nucleic Acids Research 20: 6.287-6.295] o anticuerpos preparados, expresa-
dos, creados o aislados mediante cualquier otro método que implique el corte y empalme de secuencias genéticas de
inmunoglobulinas concretas (tales como secuencias genéticas de inmunoglobulinas humanas) a otras secuencias de
ADN. Los ejemplos de anticuerpos recombinantes incluyen anticuerpos quiméricos, anticuerpos injertados con CDR
y humanizados.

La frase “anticuerpo humano”, como se utiliza aqui, pretende incluir anticuerpos teniendo regiones variables y
constantes derivadas de secuencias de inmunoglobulinas de linea germinal humana. Los anticuerpos humanos de
la invencién pueden incluir residuos de aminodcidos no codificados por secuencias de inmunoglobulinas de linea
germinal humana (por ejemplo, mutaciones introducidas mediante mutagénesis aleatoria o sitio-especifica in vitro
o mediante mutacién somdtica in vivo), por ejemplo en las CDRs y en particular la CDR3. Sin embargo, la frase
“anticuerpo humano”, como se utiliza aqui, no pretende incluir anticuerpos en los que las secuencias CDR derivadas de
la linea germinal de otra especie mamifera, tal como un ratén, hayan sido injertadas sobre secuencias marco humanas.

La frase “anticuerpo humano recombinante”, como se utiliza aqui, pretende incluir todos los anticuerpos humanos
que sean preparados, expresados, creados o aislados por métodos recombinantes, tales como los anticuerpos expresa-
dos utilizando un vector de expresion recombinante transfectado dentro de una célula huésped, anticuerpos aislados
de una libreria combinatoria de anticuerpos humanos [Hoogenboom H. R., (1997) TIB Tech. 15: 62-70; Azzazy H. y
Highsmith W. E., (2002) Clin. Biochem. 35: 425-445; Gavilondo J. V. y Larrick J. W. (2002) BioTechniques 29: 128-
145; Hoogenboom H. y Chames P. (2000) Immunology Today 21: 371-378], anticuerpos aislados de un animal (por
ejemplo, un ratén) que sea transgénico para genes de inmunoglobulinas humanas [ver, por ejemplo, Taylor L. D. y col.
(1992) Nucl. Acids Res. 20: 6.287-6.295; Kellermann S-A. y Green L. L. (2002) Current Opinion in Biotechnology
13: 593-597; Little M. y col. (2000) Immunology Today 21: 364-370] o anticuerpos preparados, expresados, creados
o aislados mediante cualquier otro método que implique el corte y empalme de secuencias genéticas de inmunoglo-
bulinas humanas a otras secuencias de ADN. Tales anticuerpos humanos recombinantes tienen regiones variables y
constantes derivadas de secuencias de inmunoglobulinas de linea germinal humana. En ciertas formas de realizacion,
sin embargo, tales anticuerpos humanos recombinantes son sometidos a mutagénesis in vitro (0, cuando se utilice un
animal transgénico para secuencias de Ig humanas, mutagénesis somadtica in vivo) y, de este modo, las secuencias de
aminodcidos de las regiones VH y VL de los anticuerpos recombinantes son secuencias que, aunque derivadas de y
relacionadas con las secuencias de VH y VL de linea germinal humana, pueden no existir de forma natural dentro del
repertorio de anticuerpos de la linea germinal humana in vivo.

La frase “anticuerpo quimérico” se refiere a anticuerpos que comprenden secuencias de las regiones variables de
las cadenas pesada y ligera de una especie, tales como anticuerpos teniendo regiones variables de las cadenas pesada
y ligera murinas unidas a regiones constantes humanas.

La frase “anticuerpo injertado con CDR” se refiere a anticuerpos que comprenden secuencias de las regiones
variables de las cadenas pesada y ligera de una especie, pero en las que las secuencias de una o mas de las regiones
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CDR de VH y/o VL estan reemplazadas con secuencias CDR de otra especie, tales como anticuerpos teniendo regiones
variables de las cadenas pesada y ligera murinas en las que una o més de las CDRs murinas (por ejemplo, CDR3) han
sido reemplazadas con secuencias CDR humanas.

La frase “anticuerpo humanizado” se refiere a anticuerpos que comprenden secuencias de las regiones variables de
las cadenas pesada y ligera de una especie no humana (por ejemplo, un ratén), pero en las que al menos una porcién
de la secuencia VH y/o VL ha sido alterada para que sea mds “parecida a la humana”, esto es, mds similar a las
secuencias variables de la germinal humana. Un tipo de anticuerpo humanizado es un anticuerpo injertado con CDR,
en el que las secuencias CDR humanas son introducidas dentro de secuencias VH y VL no humanas para reemplazar
las correspondientes secuencias CDR no humanas.

El término “epitopo” incluye cualquier determinante polipeptidico capaz de unirse especificamente a una inmuno-
globulina o receptor de células T. En ciertas formas de realizacidn, los determinantes epitopos incluyen agrupaciones
superficiales quimicamente activas de moléculas tales como aminodcidos, cadenas laterales de azicares, fosforilo o
sulfonilo, y, en ciertas formas de realizacién, pueden tener caracteristicas estructurales tridimensionales especificas,
y/o caracteristicas de carga especificas. Un epitopo es una region de un antigeno que estd unido mediante un anticuer-
po. En ciertas formas de realizacion, se dice que un anticuerpo se une especificamente a un antigeno cuando identifica
preferencialmente su antigeno diana en una mezcla compleja de proteinas y/o macromoléculas.

La frase “proteina de unién cristalizada”, como se utiliza aqui, se refiere a un polipéptido que existe en forma de
un cristal. Los cristales son una forma de estado sélido de la materia, el cual es distinto de otras formas tales como
el estado sdlido amorfo o el estado liquido cristalino. Los cristales estdn compuestos de ordenaciones tridimensio-
nales de dtomos, iones, moléculas (por ejemplo, proteinas tales como anticuerpos), o ensamblajes moleculares (por
ejemplo, complejos antigeno/anticuerpo). Estas ordenaciones tridimensionales estdn dispuestas conforme a relaciones
matematicas especificas que son bien comprendidas en el campo. La unidad fundamental, o elemento estructural, que
se repite en un cristal se llama unidad asimétrica. La repeticion de la unidad asimétrica en una disposicién que se
ajusta a una simetria cristalografica dada bien definida proporciona la “celda unitaria” del cristal. La repeticion de la
celda unitaria mediante translaciones regulares en las tres dimensiones proporciona el cristal. Ver Giege R. y Ducruix
A. Barret, Crystallization of Nucleic Acids and Proteins, a Practical Approach, 2* ed, pags. 201-16, Oxford University
Press, Nueva York, Nueva York, (1999).

El término “polinucleétido”, como se menciona aqui, significa una forma polimérica de dos o mds nucleétidos,
cualquier termonuclear o desoxirribonucleétido, o una forma modificada de cualquier tipo de nucleétido. El término
incluye formas de ADN de cadena sencilla o doble, pero preferentemente es ADN de cadena doble.

La frase “polinucleédtido aislado”, como se utiliza aqui, significa un polinucleétido (por ejemplo, de origen ge-
némico, de ADNc, o sintético, o alguna combinacién de los mismos) que, en virtud de su origen, el “polinucleétido
asilado” no esta asociado con todo o una porcién de un polinucleétido con el que el “polinucleétido aislado” se en-
cuentra en la naturaleza; estd operablemente unido a un polinucleétido que no esté unido en la naturaleza; o no existe
en la naturaleza como parte de una secuencia mas grande.

El término “vector”, como se utiliza aqui, pretende referirse a una molécula de 4cido nucleico capaz de transportar
otro 4cido nucleico al que ha sido unido. Un tipo de vector es un “pldsmido”, el cual término se refiere a un bucle de
ADN circular de doble cadena dentro del cual se pueden ligar segmentos de ADN adicionales. Otro tipo de vector es
un vector viral, en donde se pueden ligar segmentos de ADN dentro del genoma viral. Ciertos vectores son capaces
de replicacién auténoma en una célula huésped dentro de la que son introducidos (por ejemplo, vectores bacterianos
teniendo un origen de replicacion bacteriano y vectores episomales de mamiferos. Otros vectores (por ejemplo, vecto-
res no episomales de mamiferos) pueden ser integrados dentro del genoma de una célula huésped, en la introduccién
dentro de una célula huésped, y de ese modo se replican a lo largo del genoma huésped. Mds aun, ciertos vectores
son capaces de dirigir la expresién de genes a los que estdn operativamente unidos. Tales vectores son mencionados
aqui como “vectores de expresién recombinante” (o simplemente, “vectores de expresién”). En general, los vectores
de expresion de utilidad en las técnicas de ADN recombinante estdn a menudo en forma de plasmidos. En la presente
especificacion, los términos “plasmido” y “vector” se pueden utilizar intercambiablemente, ya que el plasmido es la
forma de vector mas frecuentemente utilizada. Sin embargo, la invencién pretende incluir otras formas de vectores de
expresion, tales como vectores virales (por ejemplo, retrovirus, adenovirus y virus adeno-asociados defectivos para la
replicacién), los cuales cubren funciones equivalentes.

La frase “célula huésped recombinante” (o simplemente “célula huésped’), como se utiliza aqui, pretende referirse
a una célula dentro de la que se ha introducido ADN exdégeno. Se deberia comprender que tales frases pretenden
referirse no solamente a la célula asunto concreta, sino a la progenie de tal célula. Por motivo de que pueden ocurrir
ciertas modificaciones en las generaciones subsiguientes debido a influencias de las mutaciones o medioambientales,
tal progenie puede no ser, de hecho, idéntica a la célula madre, pero estdn todavia incluidas dentro del d4mbito de
aplicacién de la frase - “célula huésped” como se utiliza aqui. Preferentemente, las células huésped incluyen células
procariotas y eucariotas seleccionadas de cualquier Reino de la Vida. Las células eucariotas preferidas incluyen células
de protistas, flingicas, vegetales y animales. Muy preferentemente, las células huésped incluyen, pero no se limitan a,
la linea celular procariota E. coli; las lineas celulares de mamifero CHO y COS; la linea celular de insectos Sf9; y la
célula fungica Saccharomyces cerevisiae.
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Se pueden utilizar técnicas estdndar para ADN recombinante, sintesis de oligonucle6tidos, y cultivo y transforma-
cién de tejidos (por ejemplo, electroporacion, lipofeccidn). Las reacciones enzimadticas y las técnicas de purificacién
se pueden realizar segin las especificaciones del fabricante, o como se realiza normalmente en la técnica o como se
describe aqui. Las técnicas y procedimientos anteriores pueden ser realizados generalmente segiin métodos convencio-
nales conocidos en la técnica y como se describen en diversas referencias generales y mas especificas que estan citadas
y discutidas por toda la presente especificacion. Ver, por ejemplo, Sambrook y col., Molecular Cloning: A Laboratory
Manual [2° ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N. Y. (1989)], la cual esta incorporada
mediante referencia para cualquier fin.

El término “cebador” significa un oligonucleétido o una molécula corta de dcido nucleico de banda simple que se
une a la secuencia de ADN de interés, y actia como punto de partida para la sintesis de dcidos nucleicos a partir de la
secuencia de ADN de interés.

El término “muestra”, como se utiliza aqui, se utiliza en su mas amplio sentido. Una “muestra bioldgica”, como se
utiliza aqui, incluye, pero no se limita a, cualquier cantidad de una sustancia de un ser vivo o ser anteriormente vivo.
Tales seres vivos incluyen, pero no se limitan a, humanos, ratones, ratas, monos, perros, conejos y otros animales.
Tales sustancias incluyen, pero no se limitan a, sangre, suero, orina, liquido sinovial, células, 6rganos, tejidos, médula
dsea, nédulos linfaticos y bazo.

Esta invencién tiene que ver con la proteina factor intrinseco porcino, con las moléculas de acido nucleico que
codifican para el factor intrinseco porcino, con anticuerpos producidos contra el factor intrinseco porcino, y con
compuestos inhibidores que regulen el factor intrinseco porcino. La revelacion también proporciona métodos para
identificar y obtener la proteina factor intrinseco porcino, la molécula de 4cido nucleico del factor intrinseco porcino,
y anticuerpos para el factor intrinseco porcino y porciones de esos anticuerpos. Esta invencion también demuestra el
empleo de esta proteina en ensayos diagndsticos.

El método para producir el factor intrinseco porcino de esta revelacidn implica las etapas siguientes:
(a) aislar ARN total de tejido de estémago porcino;

(b) clonar ADNCc, que codifica factor intrinseco porcino, mediante RT-PCR;

(c) insertar ADNCc para factor intrinseco porcino dentro de un vector de expresion;

(d) expresar la proteina factor intrinseco recombinante en un sistema de células huésped, durante un periodo de
tiempo y bajo condiciones apropiadas para la expresion de la proteina; y

(e) purificar la proteina factor intrinseco.

La invencién también supone el examinar la actividad de unién del factor intrinseco a la vitamina B,,. La invencién
supone ademads el comprobar la viabilidad de utilizar factor intrinseco recombinante en un analizador de inmunoensa-
yos automatizado.

El factor intrinseco porcino recombinante de esta invencién se puede utilizar en ensayos diagndsticos para detectar
los niveles de vitamina B, en muestras bioldgicas.

El Ensayo Diagndstico para Vitamina B, es parte del mend en plataformas para analizadores diagndsticos teniendo
marcas tales como “IMx”, “AxSYM” y “ARCHITECT”, todas las cuales estan disponibles comercialmente por Abbott
Laboratories, Abbott Park, Illinois. El uso pretendido del ensayo es para la determinacion cuantitativa de la vitamina
B, en suero y plasma humanos. El ensayo de vitamina B, para los analizadores “IMx” y “AXSYM” se basa en la
tecnologia del Inmunoensayo Enzimatico de Microparticulas (MEIA). El ensayo de vitamina B, para el analizador
“ARCHITECT” es un Inmunoensayo de Microparticulas Quimioluminiscentes (CMIA).

El factor intrinseco se produce en el estomago. Se une a la vitamina B, en el intestino delgado proximal, formando
de ese modo un complejo con la vitamina B,,. Este complejo integro se mueve hacia el intestino hasta que alcanza el
ileon distal, donde se une a receptores de alta afinidad, especificos para el factor intrinseco, situados en la superficie
luminal de las células absortivas ileales (enterocitos). El complejo factor intrinseco-vitamina B, se une rdpidamente a
estos receptores superficiales, entra en estas células, y finalmente alcanza la circulacién portal. De este modo, el factor
intrinseco ayuda en el transporte y absorcion de la vitamina By, en el intestino. La capacidad del factor intrinseco
para unirse especificamente a la vitamina B, es utilizada como premisa en los ensayos diagndsticos desarrollados
en Abbott Laboratories, Abbott Park, Illinois. El nivel de vitamina B, en una muestra biolégica es determinativo de
cuanta vitamina B, se une a particulas recubiertas con factor intrinseco.

El porcentaje de identidad entre la secuencia nucleotidica del factor intrinseco porcino y del factor intrinseco
humano es el 83% (ver Figs. 4 y 5). El porcentaje de identidad entre la secuencia nucleotidica del factor intrinseco
porcino y del factor intrinseco de ratén es el 79% (ver Figs. 4 y 5). El porcentaje de identidad entre la secuencia
nucleotidica del factor intrinseco porcino y del factor intrinseco de rata es el 79% (ver Figs. 4 y 5). El porcentaje de
identidad entre la secuencia de aminoacidos del factor intrinseco porcino y del factor intrinseco humano es el 81%

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2321030 T3

(ver Figs. 6 y 7). El porcentaje de identidad entre la secuencia de aminodcidos del factor intrinseco porcino y del factor
intrinseco de ratén es el 73% (ver Figs. 6 y 7). El porcentaje de identidad entre la secuencia de aminoécidos del factor
intrinseco porcino y del factor intrinseco de rata es el 72% (ver Figs. 6 y 7).

Produccion del factor intrinseco porcino recombinante

Una vez que se ha aislado el gen que codifica el factor intrinseco porcino, puede ser introducido después en una
célula huésped procariota o eucariota mediante el empleo de un vector o construccion. El vector, por ejemplo, un bac-
teriofago, césmido o pldsmido, puede comprender la secuencia nucleotidica que codifica el factor intrinseco porcino,
asi como cualquier secuencia reguladora (por ejemplo, promotor) que sea funcional en la célula huésped y sea capaz
de lograr la expresion del factor intrinseco porcino codificado por la secuencia nucleotidica. La secuencia reguladora
(por ejemplo, promotor) estd en asociacién operable con, o operablemente unida a, la secuencia nucleotidica (se dice
que un promotor estd “operablemente unido” con una secuencia codificadora si el promotor afecta a la transcripcién
o expresion de la secuencia codificadora). Los promotores apropiados incluyen, por ejemplo, aquellos de genes que
codifiquen alcohol deshidrogenasa, gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa, fosfoglucoisomerasa, fosfoglicerato qui-
nasa, fosfatasa acida, T7, TPI, lactasa, metalotioneina, citomegalovirus inmediatamente temprano, proteina 4cida de
suero, glucoamilasa, y promotores activados en presencia de galactosa, por ejemplo, GAL1 y GAL10. Adicionalmente,
las secuencias nucleotidicas que codifiquen otras proteinas, oligosacdridos, lipidos, etc., también pueden ser incluidas
dentro del vector, asi como otras secuencias reguladoras tales como una sefial de poliadenilacién (por ejemplo, la sefial
poli-A del antigeno T del SV40, ovoalbimina u hormona de crecimiento bovino). La eleccidn de secuencias presentes
en la construccion depende de los productos de expresion deseados asi como de la naturaleza de la célula huésped.

Como se indic6 antes, una vez que se ha construido el vector, puede ser introducido luego en la célula huésped de
eleccién mediante métodos conocidos por aquellos de destreza normal en la técnica, incluyendo, por ejemplo, trans-
feccidn, transformacién y electroporacion [ver Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2% ed., Vol. 1-3, Sambrook
y col. ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press (1989)]. Después, se cultiva la célula huésped bajo condiciones apro-
piadas que permitan la expresioén de los genes, conduciendo a la produccidn del factor intrinseco porcino deseado, el
cual es luego recuperado y purificado.

Los ejemplos de células huésped procariotas apropiadas incluyen, por ejemplo, bacterias tales como Escherichia
coli, Bacillus subtilis, asi como Cyanobacterias tales como Spirulina spp. (esto es, algas verdeazules). Los ejemplos
de células huésped eucariotas apropiadas incluyen, por ejemplo, células de mamiferos, células vegetales, células de
levaduras tales como Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces carisbergensis, Lipomyces starkey, Candida spp. tal
como Yarrowia (Candida) lipolytica, Kluyveromyces spp., Pichia spp., Trichoderma spp. o Hansenula spp., o células
flingicas tales como células fungicas filamentosas, por ejemplo, Aspergillus, Neurospora y Penicillium. Preferente-
mente, se utilizan células de Saccharomyces cerevisiae (levadura de panadero).

La expresion en una célula huésped se puede realizar de una manera transitoria o estable. La expresion transito-
ria puede ocurrir a partir de construcciones introducidas que contengan sefiales de expresion funcionales en la célula
huésped, pero las cuales construcciones no repliquen y raramente se integren en la célula huésped, o cuando la célula
huésped no esté proliferando. La expresion transitoria también se puede llevar a cabo induciendo la actividad de un
promotor regulable operablemente unido al gen de interés, aunque tales sistemas inducibles exhiben frecuentemente
un bajo nivel basal de expresion. La expresion estable se puede lograr mediante la introduccidn de una construccién
que pueda integrarse dentro del genoma huésped, o que se replique auténomamente en la célula huésped. La expresién
estable del gen de interés puede ser seleccionada mediante el empleo de un marcador seleccionable localizado en o
transfectado con la construccién de expresion, seguido por la seleccidn de células que expresen el marcador. Cuando
la expresion estable resulte de la integracion, el sitio de la integracion de la construccién puede acontecer aleatoria-
mente dentro del genoma huésped, o puede ser elegido como diana mediante el empleo de construcciones conteniendo
regiones de homologia suficiente con el genoma huésped para la recombinacién de la diana con el locus del hués-
ped. Cuando las construcciones sean elegidas como diana para un locus endégeno, todas o algunas de las regiones
reguladoras transcripcionales y traduccionales pueden ser proporcionadas por el locus endégeno.

Para preparar un anticuerpo de la invencion, se moviliza anticuerpo contra un antigeno (esto es, el factor intrinseco
porcino o fragmento del mismo) capaz de provocar la produccién del anticuerpo. La presente invencion incluye el
anticuerpo o anticuerpos aislados movilizados contra el antigeno, asi como porciones de anticuerpos o fragmentos de
los mismos. Ademads, los anticuerpos de la invencidn incluyen anticuerpos monoclonales y recombinantes, y porciones
o fragmentos de los mismos. En diversas formas de realizacidn, el anticuerpo o porcién del mismo puede constar
de secuencias de aminodcidos derivadas totalmente de una tnica especie, tal como un anticuerpo completamente
humano o completamente de ratén, o porciéon del mismo. En otras formas de realizacién, el anticuerpo o porcién
del mismo puede ser un anticuerpo quimérico o un anticuerpo injertado con CDR (CDR, regién determinante de
complementariedad) u otra forma de anticuerpo humanizado.

Fue inesperado el aislamiento de la molécula de 4cido nucleico de la presente invencién debido a que no tuvie-
ron éxito los intentos iniciales para obtener moléculas de 4cido nucleico utilizando RT-PCR. Después de numerosos
intentos (esto es, un total de 10 intentos), se descubrieron cebadores especificos que eran ttiles para aislar tales mo-
Iéculas de 4cido nucleico. Ahora, se conoce la secuencia de ADNc del factor intrinseco porcino que se puede utilizar
para producir la proteina factor intrinseco recombinante. Esta proteina recombinante puede ser utilizada en ensayos
diagndsticos para detectar niveles de vitamina B, en muestras biolégicas (sangre, plasma) de pacientes.
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Los siguientes ejemplos no limitantes ilustran adicionalmente esta invencién.
Ejemplo I
Clonacion de Factor Intrinseco Porcino

Se produjo factor intrinseco porcino por las células parietales del estdmago porcino. Debido a que las células parie-
tales estan sumamente concentradas en la region findica del estémago, se utilizé la regién fiindica para el aislamiento
de ARN total. El tejido estomacal almacenado en solucion RNAlater (comprada a Ambion Inc., Austin, Tejas) fue
homogeneizado en reactivo TRIzol (comprado a Invitrogen, Carlsbad, California), y se aisl6 ARN total utilizando el
protocolo recomendado por el vendedor. E1 ARN total aislado a partir de estdmago porcino fue utilizado como materia
de partida en las reacciones de Reaccién en Cadena de la Polimerasa por Transcriptasa Inversa (RT-PCR). Los disefios
de los cebadores para RT-PCR se basaron en la conocida homologia entre el factor intrinseco humano, de ratén y de
rata. Las primeras seis aplicaciones RT-PCR, cada una de las cuales implicé diferentes condiciones de reaccion, falla-
ron para producir el ADNc para factor intrinseco porcino. Se fabricaron cebadores adicionales (esto es, un total de 8
cebadores) y fueron utilizados en todas las combinaciones posibles en la séptima aplicacién RT-PCR. En esta séptima
aplicacién RT-PCR, se obtuvo un fragmento de ADNCc para factor intrinseco porcino, mencionado aqui como ADNc
200-1254 FI Porcino (1.054 pb de longitud, ID SEC N° 1, su complementaria inversa ID SEC N° 2, y su secuencia
de aminoécidos ID SEC N° 3), utilizando el Cebador Directo hulF200For (ID SEC N° 10) y el Cebador Inverso hulF
Inverso 1 (ID SEC N° 11). El perfil de RT-PCR fue como sigue: la etapa RT fue realizada a una temperatura de 42°C
durante 25 minutos. Esta etapa fue seguida por la etapa PCR, la cual incluia una etapa de desnaturalizacion inicial
a una temperatura de 94°C durante 30 segundos; después 40 ciclos de las condiciones siguientes: una temperatura
de 94°C durante 30 segundos, después una temperatura de 57°C durante 30 segundos, después una temperatura de
72°C durante 1 minuto; seguido por una extension final a una temperatura de 72°C durante 5 minutos. Para obtener
ADNC para factor intrinseco porcino de longitud completa, se fabricaron cebadores adicionales (esto es, un total de 9
cebadores), y se ejecutaron aplicaciones RT-PCR. Las primeras cuatro aplicaciones RT-PCR, cada una de las cuales
implicaba diferentes condiciones de reaccién, fracasaron para producir el ADNc para factor intrinseco porcino. En la
quinta aplicaciéon RT-PCR, se obtuvo un fragmento de ADNCc para factor intrinseco porcino (1.234 pb de longitud),
mencionado aqui como ADNc, ;.45 FI Porcino, utilizando el Cebador Directo hulF-Forl4 (ID SEC N° 12) y el Ce-
bador Inverso hulF 1248Rev (ID SEC N° 13). El perfil de RT-PCR fue como sigue: la etapa RT fue realizada a una
temperatura de 42°C durante 40 minutos. Esta etapa fue seguida por la etapa PCR, la cual inclufa una etapa de des-
naturalizacion inicial a una temperatura de 99°C durante 4 minutos; después 43 ciclos de las condiciones siguientes:
una temperatura de 95°C durante 30 segundos, después una temperatura de 61°C durante 30 segundos, después una
temperatura de 72°C durante 1 minuto; seguido por una extension final a una temperatura de 72°C durante 0’5 minutos.
Este fragmento de ADNCc (1.234 pb de longitud), mencionado aqui como ADNc,,_,543 FI Porcino (representado por la
ID SEC N° 4, y su complementaria inversa ID SEC N° 5, y su secuencia de aminoécidos ID SEC N° 6) fue clonado
dentro del vector de clonacién TA (pCR 2.1, comprado a Invitrogen, Carlsbad, California) y transformado dentro de
células Top10 de E. coli (Invitrogen, Carlsbad, California) para producir el ADNc,4_j543 FI Porcino (ID SEC N° 5).

El ADNcyy 243 FI Porcino (ID SEC N° 5) fue utilizado como molde para producir la secuencia de ADNc que
codifica el péptido maduro del factor intrinseco porcino, mencionado aqui como ADNcs, 1,54 FI Porcino-Péptido
Maduro. La secuencia nucleotidica de la cadena codificadora de ADNcsy_;,54 FI Porcino-Péptido Maduro (1.200 pb de
longitud) estd indicada por la ID SEC N° 7, su complementaria inversa estd indicada por la ID SEC N° 8. La traduccién
del marco de lectura abierto en la ID SEC N° 7 sugiere que el péptido maduro del factor intrinseco porcino contiene
399 aminodcidos, con una secuencia de aminodcidos indicada por la ID SEC N° 9. El péptido maduro codificado tiene
un peso molecular pronosticado de ~44kDa.

Utilizando el ADNcy, ;543 FI Porcino (ID SEC N° 5) como molde, el Cebador Directo pIFMP-Forl (ID SEC N°
14) y el Cebador Inverso pIFMP-RevXhol (ID SEC N° 15), mediante PCR se amplificé el ADNc que codifica el
ADNCcs4_1554 FI Porcino-Péptido Maduro. El perfil de PCR fue como sigue: una etapa de desnaturalizacion inicial
a una temperatura de 95°C durante 5 minutos; después 33 ciclos de las condiciones siguientes: una temperatura de
95°C durante 30 segundos, después una temperatura de 57°C durante 30 segundos, después una temperatura de 72°C
durante 1 minuto; seguido por una extension final a una temperatura de 72°C durante 5 minutos. Este fragmento PCR
fue subclonado dentro del vector de expresion pGEMEX-1 (comprado a Promega Corporation, Madison, Wisconsin).
La proteina expresada era insoluble y formaba cuerpos de inclusién.

Para producir una version soluble de esta proteina, mediante PCR se amplificé el ADNc que codifica el ADNcsy 1254
FI Porcino-Péptido Maduro, utilizando ADNc,,_;»g FI Porcino (ID SEC N° 5) como molde, el Cebador Directo pIF-
PIC-MP-For EcorRI (ID SEC N° 16) y el Cebador Inverso pIF-MP-pMAL-Sall Rev (ID SEC N° 17), y las condiciones
PCR siguientes: una etapa de desnaturalizacion inicial a una temperatura de 95°C durante 5 minutos; después 35
ciclos de las condiciones siguientes: una temperatura de 95°C durante 30 segundos, después una temperatura de 56°C
durante 30 segundos, después una temperatura de 72°C durante 1 minuto; seguido por una extensién final a una
temperatura de 72°C durante 5 minutos. La PCR resultante fue introducida dentro del vector de expresion pMAL
(comprado a Invitrogen, Carlsbad, California) para crear el plasmido pMAL-IF. Este plasmido (pMAL-IF) produce
factor intrinseco porcino como proteina de fusién con Proteina de Unién a Maltosa (MBP, ~43 kDa de peso molecular).
El peso molecular pronosticado de la proteina de fusion pMAL-IF es ~87 kDa. El componente MBP hizo parcialmente
soluble a la proteina factor intrinseco porcino.
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Para incrementar mds la solubilidad de la proteina e intensificar el plegamiento adecuado de la proteina, el inserto
de ADNCc codificando el ADNCc s4_1»54 FI Porcino-Péptido Maduro fue cortado de pMAL-IF utilizando las enzimas de
restriccion EcoRI y Sall, e insertado dentro del vector pET32a (comprado a Novagen, Madison, Wisconsin) digerido
con EcoRI y Sall. Este vector produce factor intrinseco porcino como proteina de fusién con proteina tiorredoxina
(TrX; ~18 kDa de peso molecular). El peso molecular pronosticado de la proteina de fusion pET32a-IF es ~62 kDa.
El componente TrX hizo parcialmente soluble a la proteina factor intrinseco porcino.

Ejemplo IT
Expresion de Factor Intrinseco Porcino Recombinante en E. coli

Se produjo factor intrinseco porcino recombinante en E. coli expresando la proteina a partir del vector pMAL-IF, asi
como del vector pET32a-IF, por induccién del promotor T7 utilizando IPTG (isopropil-beta-D-tiogalactopirandsido).
Las células fueron recolectadas durante tres horas después de la induccién en un caso, y durante cuatro horas después
de la induccién en otro caso. Las células recolectadas de E. coli fueron lisadas, y el lisado celular se clarificé por
centrifugacion. El lisado clarificado se cargd en una columna de afinidad con anticuerpos anti-factor intrinseco. El
factor intrinseco recombinante se uni6 a la columna de afinidad. La columna fue lavada con tampén salino tamponado
con fosfato (PBS) para eliminar cualquier proteina no unida. El factor intrinseco que se uni6 a la columna fue eluido
con tampdn de glicina. Refiriéndonos ahora a la Fig. 1, la banda 1 contiene marcadores de peso molecular (marcados
en kilodaltons). Las bandas 2 y 4 contienen muestras tomadas a la hora post-induccién 0 (HPI 0). Las bandas 3 y 5
contienen muestras tomadas a HPI 4 y HPI 3. La banda 6 representa la pasta celular (células después de concentracién
y centrifugacion). La banda 8 contiene el factor intrinseco porcino nativo [purificado a partir de tripa de cerdo (Sus
scrofa)].

Ejemplo III
Demostracion de la Actividad de Union de Factor Intrinseco Porcino
A. Union a la vitamina By, en blots de conjugado

El factor intrinseco recombinante se uni6 a la vitamina B,,, como se demostré utilizando un blot de conjugado de
vitamina B,,-fosfatasa alcalina. El lisado de E. coli conteniendo el factor intrinseco porcino recombinante expresado
fue aplicado en un SDS-PAGE (Electroforesis en Gel de Poliacrilamida), y se transfirié el gel a una membrana de
nitrocelulosa. Este blot fue investigado con conjugado de vitamina B ,-fosfatasa alcalina y desarrollado utilizando un
sustrato adecuado. La banda de la proteina factor intrinseco recombinante desarroll6 color, demostrando de ese modo
que el factor intrinseco se unié a la vitamina B,,. Refiriéndonos ahora a la Fig. 2, la banda 1 contiene marcadores de
peso molecular (marcados en kilodaltons). Las bandas 2, 3, 4 y 5 representan células de diversos clones expresando
factor intrinseco porcino recombinante. La banda 6 contiene el factor intrinseco porcino nativo [purificado a partir de
tripa de cerdo (Sus scrofa)]. La banda de proteina factor intrinseco recombinante desarroll$ color, demostrando de ese
modo que el factor intrinseco se unié a la vitamina B,.

B. Unién a Anticuerpo anti-factor intrinseco en Western blots

Se demostré la unién del factor intrinseco porcino recombinante a anticuerpo anti-factor intrinseco utilizando
Western blotting. El lisado de E. coli conteniendo el factor intrinseco porcino recombinante expresado fue aplicado
en un SDS-PAGE (Electroforesis en Gel de Poliacrilamida), y se transfiri6 el gel a una membrana de nitrocelulosa.
Este blot fue investigado con anticuerpo anti-factor intrinseco y desarrollado utilizando un sustrato adecuado. La
banda de proteina factor intrinseco recombinante desarroll6 color, demostrando de ese modo que el factor intrinseco
recombinante fue reconocido por el anticuerpo. Refiriéndonos ahora a la Fig. 3, la banda 1 contiene marcadores de
peso molecular (marcados en kilodaltons). Las bandas 2, 3, 4 y 5 representan células de diversos clones expresando
factor intrinseco porcino recombinante. La banda 6 contiene el factor intrinseco porcino nativo [purificado a partir de
tripa de cerdo (Sus scrofa)]. La banda de proteina factor intrinseco recombinante desarroll6 color, demostrando de ese
modo que el factor intrinseco recombinante fue reconocido por el anticuerpo.

C. Viabilidad de Utilizar Factor Intrinseco Porcino Recombinante en Ensayos Diagnosticos “AxSYM” y “ARCHI-
TECT” para Vitamina B,

Se midi6 la capacidad de unién a la vitamina B,, del factor intrinseco porcino recombinante utilizando un Ensayo
de Capacidad de Unién del Factor Intrinseco “ARCHITECT”. El ensayo es un ensayo competitivo de una etapa donde
el factor intrinseco de la muestra de ensayo compite con factor intrinseco recubierto sobre microparticulas por el
trazador de vitamina By,-acridinio. De este modo, la sefial en el ensayo es inversamente proporcional a la concentracién
de factor intrinseco en la muestra de ensayo. Los resultados se leen a partir de una curva de calibracién de vitamina B,
y los resultados de concentracion de vitamina B, son transformados en capacidad de unidn utilizando una ecuacion.
Se determiné que el Valor de Capacidad de Unién para el factor intrinseco porcino recombinante era 904 ng/ml.
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Ejemplo IV

El ensayo de B12 “ARCHITECT” es un ensayo de dos etapas, con un pretratamiento automatizado de la muestra,
para determinar la presencia de vitamina B, en suero y plasma humanos utilizando la tecnologia del Inmunoensayo
de Microparticulas Quimioluminiscentes (CMIA) con protocolos de ensayo flexibles. El analizador “ARCHITECT” y
el método para utilizar el analizador “ARCHITECT” estdn descritos en la Patente U.S. N° 5.795.784, la totalidad de
la cual esta incorporada aqui como referencia. El ensayo para vitamina B, estd descrito en el ARCHITEC™ System
B12, N° de Lista 6C09, 69-0689/R1, diciembre de 1998, Abbott Laboratories, Abbott Park, Illinois, la totalidad del
cual estd incorporada aqui como referencia. Se combinan la muestra y el Reactivo de Pretratamiento 1, el Reactivo
de Pretratamiento 2 y el Reactivo de Pretratamiento 3. Se aspira una alicuota de la muestra pretratada y se transfiere
dentro de un nuevo recipiente de reaccién. Se combinan la muestra pretratada, diluyente del ensayo y microparticulas
paramagnéticas recubiertas con factor intrinseco. La vitamina B, presente en la muestra se une a las microparti-
culas recubiertas con factor intrinseco. Después de lavar, en la segunda etapa se afiade conjugado de vitamina B,
marcado con acridinio. El conjugado de vitamina B, marcado con acridinio es capaz de experimentar una reaccién
quimioluminiscente. Después se afiaden soluciones Preactivadora y Activadora a la mezcla de reaccidn; la reaccion
quimioluminiscente resultante se mide como unidades relativas de luz. Existe una relacion inversa entre la cantidad de
vitamina B, en la muestra y las unidades relativas de luz detectadas por el sistema 6ptico “ARCHITECT”.

En el Manual de Operaciones del Sistema “ARCHITECT” se pueden encontrar detalles adicionales sobre el sistema
y la tecnologia del ensayo, la totalidad del cual estd incorporado aqui como referencia. Los reactivos para el ensayo
estdn descritos abajo (las cantidades por botella son para 100 ensayos):

Microparticulas recubiertas con factor intrinseco porcino en tampdn borato con estabilizantes proteicos (bovinos).
Conservante: agentes antimicrobianos. (I botella, 6’6 ml/botella)

Conjugado de B12 marcado con acridinio en tampén MES. Concentracién minima: 0’7 ng/ml. Conservante: agente
antimicrobiano. (1 botella, 5’9 ml/botella)

Diluyente del Ensayo B12 conteniendo tamp6n borato con EDTA. Conservante: agentes antimicrobianos. (1 bote-
11a, 10 ml/botella)

Reactivo de Pretratamiento 1 B12 conteniendo hidréxido sédico 1’0ON con 0’005% de cianuro potdsico. (1 botella,
27 ml/botella)

Reactivo de Pretratamiento 2 B12 conteniendo alfa-monotioglicerol y EDTA. (1 botella, 5’5 ml/botella)

Reactivo de Pretratamiento 3 B12 conteniendo dicianuro de cobinamida en tamp6n borato con estabilizantes pro-
teicos (aviares). Conservante: azida sddica. (1 botella, 5’5 ml/botella)

Diluyente Manual para Multi-Ensayo “ARCHITECT” conteniendo solucién salina tamponada con fosfato. Con-
servante: agente antimicrobiano. (1 botella, 100 ml/botella)

Solucién Preactivadora “ARCHITECT” conteniendo 1°32% (p/v) de peréxido de hidrégeno.
Soluciéon Activadora “ARCHITECT” conteniendo hidréxido sédico 0’35N.

Tampoén de Lavado “ARCHITECT” conteniendo solucién salina tamponada con fosfato. Conservante: agente an-
timicrobiano.

Ejemplo V

El ensayo “AxSYM” B12 esta basado en la tecnologia del Inmunoensayo Enzimatico de Microparticulas (MEIA).
El analizador “AxSYM” y el método para utilizar el analizador “AxSYM” estdn descritos en la Patente U.S. N°
5.358.691, la totalidad de la cual estd incorporada aqui como referencia. El ensayo para vitamina B, estd tratado
en el Sistema B12 AxSYM® de Abbott, N° de Lista 3C79, 69-0912/R2, febrero de 1999, Abbott Laboratories, Abbott
Park, Illinois, la totalidad del cual estd incorporado aqui como referencia.

Los reactivos “AxSYM” B12 y la muestra son pipeteados en la secuencia siguiente:

La muestra y todos los reactivos “AxSYM” B12 necesarios para un ensayo son pipeteados mediante la Sonda de
Muestreo en diversos pocillos de un Recipiente de Reaccion. El Extrayente 1 y el Extrayente 2 son combinados en un
pocillo del Recipiente de Reaccién. En otro pocillo del Recipiente de Reaccidon se combinan la Muestra, el Desnatu-
ralizante y una porcién de la mezcla Extrayente. El Recipiente de Reaccion es transferido inmediatamente al Centro
de Procesamiento. En el Centro de Procesamiento se realiza un pipeteado adicional con la Sonda de Procesamiento.
A la mezcla de reaccion se afiaden microparticulas recubiertas con factor intrinseco. La vitamina B,, presente en la
muestra se une a las microparticulas recubiertas con factor intrinseco, formando un complejo conteniendo vitamina
B, y microparticulas recubiertas con factor intrinseco. A la celda de la matriz se transfiere una alicuota de la mezcla de
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reaccion. Las microparticulas se unen irreversiblemente a la matriz de fibra de vidrio. Se lava la celda de la matriz para
eliminar las materias no unidas a las microparticulas. En la celda de la matriz se dispensa el conjugado de vitamina
B,,-fosfatasa alcalina, formdndose de ese modo un complejo conteniendo vitamina Bj,, microparticulas recubiertas
con factor intrinseco, y conjugado. El conjugado de vitamina B ,-fosfatasa alcalina es capaz de formar un producto
fluorescente. Se lava la celda de la matriz para eliminar el conjugado no unido. Se adiciona el sustrato 4-metilumbeli-
ferilfosfato a la celda de la matriz, y el producto fluorescente se mide mediante el montaje éptico MEIA. El sustrato
4-metilumbeliferilfosfato es un material fluorogénico. En el Manual de Operaciones del Sistema “AxSYM” se pueden
encontrar detalles adicionales sobre el sistema y la tecnologia del ensayo, la totalidad del cual esta incorporado aqui
como referencia. Abajo se describen los reactivos para el ensayo (las cantidades por botella, para los articulos en el
Paquete de reactivos, son para 100 ensayos):

Paquete de reactivos

Desnaturalizante de BI12

Desnaturalizante de B12: Hidréxido sédico 0’8N con 0’005% de cianuro potdsico suministrado en una botella
aparte del Paquete Dual (1 botella, 13’0 ml/botella)

Paquete Reactivo A

Extrayente 1: Dicianuro de cobinamida en tampdn borato con estabilizante proteico (aviar). Conservante: azida
sddica (1 botella, 87 ml/botella)

Extrayente 2: Alfa-monotioglicerol en EDTA. (1 botella, 3’8 ml/botella)

Microparticulas recubiertas con Factor Intrinseco Porcino en tampén borato con estabilizante proteico (bovino).
Conservante: azida sddica (1 botella, 14’1 ml/botella)

Paquete Reactivo B

Conjugado de B12-fosfatasa alcalina (bovina) en tampdn TRIS con estabilizante proteico (bovino). Concentracién
minima: 0’1 ug/ml. Conservante: azida sédica (1 botella, 12’5 ml/botella).

Desnaturalizante de B12: Hidréxido sédico 0’8N con 0°005% de cianuro potésico (1 botella, 13’0 ml/botella).

Microparticulas recubiertas con Factor Intrinseco Porcino en tamp6n borato con estabilizante proteico (bovino).
Conservante: azida sddica (1 botella, 14’1 ml/botella).

Otros reactivos (no en el paquete de reactivos)

Solucién 1 (MUP): contiene 4-metilumbeliferilfosfato, 1’2 mM, en tampén AMP. Conservante: azida sédica. (4
botellas, 230 ml/botella)

Solucién 3 (Lavado de la Celda de la Matriz): contiene cloruro sédico 0’3M en tampdn TRIS.
Conservantes: azida sddica y agentes antimicrobianos. (4 botellas, 100 ml/botella)

Solucién 4 (diluyente de la linea): contiene tamp6n fosfato 0’ 1M. Conservante: azida sédica y agente antimicro-
biano (1 botella, 10 (/botella).

Solucién de Limpieza de la Sonda AxSYM: contiene 2% de hidréxido de tetraetilamonio (TEAH) (2 botellas, 220
ml/botella).

Las microparticulas recubiertas con factor intrinseco porcino estdn fabricadas tipicamente de un material tal como
poliestireno, y pueden variar desde aproximadamente 0’5 micrémetros hasta aproximadamente 15 micrémetros de
didmetro. Las microparticulas tienen grupos funcionales en la superficie de las mismas, tales como, por ejemplo,
grupos carboxilo o grupos amino, que son ttiles para acoplamiento a proteinas u otras moléculas. Este acoplamiento
puede ser pasivo o activo. En el acoplamiento activo, se utiliza un reactivo activador tal como, por ejemplo, EDAC.

Para microparticulas recubiertas con factor intrinseco porcino para su uso en el ensayo de B12 “ARCHITECT”, el
factor intrinseco porcino es covalente acoplado a microparticulas carboxiladas utilizando el método de activacién de la
EDAC. La EDAC [clorhidrato de 1-etil-3-(dimetilaminopropil)carbodiimida] se utiliza para activar grupos carboxilo
en la microparticula, los cuales grupos pueden experimentar acoplamiento con grupos amino en la proteina (esto es,
el factor intrinseco porcino).
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Para microparticulas. recubiertas con factor intrinseco porcino para su uso en el ensayo de B12 “AxSYM?”, el
anticuerpo anti-factor intrinseco es acoplado primero a las microparticulas utilizando EDAC. Después, se afiade el
factor intrinseco porcino a estas microparticulas. El factor intrinseco porcino se une al anticuerpo anti-factor intrinseco
revestido sobre las microparticulas, por lo que las microparticulas estdn ahora recubiertas con factor intrinseco porcino.

La carga de factor intrinseco porcino sobre las microparticulas es determinada por el disefiador del ensayo, y la
carga adecuada puede ser facilmente determinada por uno de habilidad normal en la técnica.

Abajo se listan las secuencias nucleotidicas y de aminodcidos mencionadas en la especificacion:

Lista de las secuencias nucleotidica y de aminodcidos para los clones de ADNc para el factor intrinseco porcino
ID SEC. N° 1: representa la secuencia nucleotidica del ADNc 200-1254 FI Porcino (1.054 pb)

5-
TACAACTTGAAGGCCCAGAAGCTCCTGACTTACAAGCTCATGGCTACCAA
CACCTCCGACCTGACCACAGGTCAGCTCGCCCTCACCATCATGGCACTCA
CCTCCTCCTGCCGAGACCCTGGGAACAGAATAGCCATTCTACAGGGGCAA
ATGGAGAACTGGGCACCTCCAAGCCTTGATACCCATGCTTCAACCTTCTA
CGAGCCAAGTCTGGGGATCCTGACGCTGTGCCAGAATAACCCGGAGAAG
ACCTTACCGCTAGCAGCCCGTTTTGCCAAGACCCTGCTGGCCAATTCCTC
TCCCTTCAACATGGACACAGGAGCAATGGCAACCTTGGCCCTGACCTGTA
TGTACAACAAGATCCCCGTAGGCTCAGAGGAAGGGTACAGAGCCCTGTTC
AGTCAGGTACTGAGGAATACTGTGGAGAATATCAGCATGAGGATCCAAGA
CAACGGAATCATTGGAAACATCTATAGCACTGGCCTCGCCATGCAGGCTC
TCTCTGTGACACCTGAGCAACCTAACAAGGAGTGGGACTGCCAGAAGACC
ATGGATACTGTACTTACTGAGATTAAGGAGGGGAAATTCCACAACCCCAT
GGCCATTGCCCAAATCCTCCCTTCCCTGAAAGGCAAGACCTATCTAGATG
TGCCCCATGTGTCTTGCAGCCCTGGTCATGAGGTGCCACCAACTCTACCC
AACCACCCCAGCCCTGTTCCCACCCCAGCACCCAACATCACCGTCATATA
CACCATAAATAACCAGCTGAGGGGCGTGGAGCTGCTCTTCAATGAAACCA
TCAGTGTTAGTGTGAAAAGAGGATCCGTGCTACTTATTGTCCTGGAGGAG
GCACAGCG-CAAAAACCCCAAGTI'CAAATTTGAAACGACAATGACGTCCTG
GGGACCGGTGGTCTCTTCTATTAACAATATCGCTGAAAATGTCAACCACAG
GACGTACTGGCAGTTTCTGAGTGGCCAAACGCCCTTAAACGAAGGAGTTG
CGGACTATATACCCTTCAACCACGAGCACATCACAGCCAATTTCACACAGT
ACTAA-3
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ID SEC. N° 2: representa la complementaria inversa de la secuencia nucleotidica del ADNc 200-1254 FI Porcino
(1.054 pb)
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5'-
TTAGTACTGTGTGAAATTGGCTGTGATGTGCTCGTGGTTGAAGGGTATATA
GTCCGCAACTCCTTCGTTTAAGGGCGTTTGGCCACTCAGAAACTGCCAGT
ACGTCCTGTGGTTGACATTTTCAGCGATATTGTTAATAGAAGAGACCACCG
GTCCCCAGGACGTCATTGTCGTTTCAAATTTGAACTTGGGGTTTTTGCGCT
GTGCCTCCTCCAGGACAATAAGTAGCACGGATCCTCTTTTCACACTAACAC
TGATGGTTTCATTGAAGAGCAGCTCCACGCCCCTCAGCTGGTTATTTATG
GTGTATATGACGGTGATGTTGGGTGCTGGGGTGGGAACAGGGCTGGGGT
GGTTGGGTAGAGTTGGTGGCACCTCATGACCAGGGCTGCAAGACACATG
GGGCACATCTAGATAGGTCTTGCCTTTCAGGGAAGGGAGGATTTGGGCAA
TGGCCATGGGGTTGTGGAATTTCCCCTCCTTAATCTCAGTAAGTACAGTAT
CCATGGTCTTCTGGCAGTCCCACTCCTTGTTAGGTTGCTCAGGTGTCACA
GAGAGAGCCTGCATGGCGAGGCCAGTGCTATAGATGTTTCCAATGATTCC
GTTGTCTTGGATCCTCATGCTGATATTCTCCACAGTATTCCTCAGTACCTG
ACTGAACAGGGCTCTGTACCCTTCCTCTGAGCCTACGGGGATCTTGTTGT
ACATACAGGTCAGGGCCAAGGTTGCCATTGCTCCTGTTGTCCATGTTGAA
GGGAGAGGAATTGGCCAGCAGGGTCTTGGCAAAACGGGCTGCTAGCGGT
AAGGTCTTCTCCGGGTTATTCTGGCACAGCGTCAGGATCCCCAGACTTGG
CTCGTAGAAGGTTGAAGCATGGGTATCAAGGCTTGGAGGTGCCCAGTTCT
CCATTTGCCCCTGTAGAATGGCTATTCTGTTCCCAGGGTCTCGGCAGGAG
GAGGTGAGTGCCATGATGGTGAGGGCGAGCTGACCTGTGGTCAGGTCGG
AGGTGTTGGTAGCCATGAGCTTGTAAGTCAGGAGCTTCTGGGCCTTCAAG
TTGTA-3

ID SEC. N° 3: representa la secuencia de aminoacidos del ADNc 200-1254 FI Porcino (351 aa)

YNLKAQKLLTYKLMATNTSDLTTGQLALTIMALTSSCRDPGNRIAILQGQMEN

WAPPSLDTHASTFYEPSLGILTLCQNNPEKTLPLAARFAKTLLANSSPFNMDT
GAMATLALTCMYNKIPVGSEEGYRALFSQVLRNTVENISMRIQDNGIIGNIYST
GLAMQALSVTPEQPNKEWDCQKTMDTVLTEIKEGKFHNPMAIAQILPSLKGKT
YLDVPHVSCSPGHEVPPTLPNHPSPVPTPAPNITVIYTINNQLRGVELLFNETIS
VSVKRGSVLLIVLEEAQRKNPKFKFETTMTSWGPVVSSINNIAENVNHRTYWQ
FLSGQTPLNEGVADYIPFNHEHITANFTQY

19



15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2321030 T3

ID SEC. N° 4: representa la secuencia nucleotidica del ADNc 11545 FI Porcino (1.234 pb)
5
CCTCTACCTCCTGAGCCTTCTCTGGGCTGTGGCCGGAACCAGCACCCAG
ACCCGAAGCTCATGCTCTGTTCCCTCTGCAGAGCAGCCCTTGGTTAATGG
CATCCAGGTGCTCATGGAGCAGTCCGTGACCAGCTCGGCCTTCCCAAAC
CCCAGCATCCTGATTGCCATGAACCTGGCCGGAGCCTACAACACAGAGG
CCCAGGAGCTCCTGACTTACAAGCTCATGGCTACCAACACCTCCGACCTG
ACCACAGGTCAGCTCGCCCTCACCATCATGGCACTCACCTCCTCCTGCCG
AGACCCTGGGAACAGAATAGCCATTCTACAGGGGCAAATGGAGAACTGG
GCACCTCCAAGCCTTGATACCCATGCTTCAACCTTCTACGAGCCAAGTCT
GGGGATCCTGACGCTGTGCCAGAATAACCCGGAGAAGACCTTACCGCTA
GCAGCCCGTTTTGCCAAGACCCTGCTGGCCAATTCCTCTCCCTTCAACAT
GGACACAGGAGCAATGGCAACCTTGGCCCTGACCTGTATGTACAACAAGA
TCCCCGTAGGCTCAGAGGAAGGGTACAGAGCCCTGTTCAGTCAGGTACT
GAGGAATACTGTGGAGAATATCAGCATGAGGATCCAAGACAACGGAATCA
TTGGAAACATCTATAGCACTGGCCTCGCCATGCAGGCTCTCTCTGTGACA
CCTGAGCAACCTAACAAGGAGTGGGACTGCCAGAAGACCATGGATACTGT
ACTTACTGAGATTAAGGAGGGGAAATTCCACAACCCCATGGCCATTGCCC
AAATCCTCCCTTCCCTGAAAGGCAAGACCTATCTAGATGTGCCCCATGTGT
CTTGCAGCCCTGGTCATGAGGTGCCACCAACTCTACCCAACCACCCCAGC
CCTGTTCCCACCCCAGCACCCAACATCACCGTCATATACACCATAAATAAC
CAGCTGAGGGGCGTGGAGCTGCTCTTCAATGAAACCATCAGTGTTAGTGT
GAAAAGAGGATCCGTGCTACTTATTGTCCTGGAGGAGGCACAGCGCAAAA
ACCCCAAGTTCAAATTTGAAACGACAATGACGTCCTGGGGACCGGTGGTC
TCTTCTATTAACAATATCGCTGAAAATGTCAACCACAGGACGTACTGGCAG
TTTCTGAGTGGCCAAACGCCCTTAAACGAAGGAGTTGCGGACTATATACC
CTTCAACCACGAGCACATCACAGCCAATTTCACACAG-3’
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ID SEC. N° 5: representa la complementaria inversa de la secuencia nucleotidica del ADNc 4 1545 FI Porcino
(1.234 pb)
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5'-
CTGTGTGAAATTGGCTGTGATGTGCTCGTGGTTGAAGGGTATATAGTCCG
CAACTCCTTCGTTTAAGGGCGTTTGGCCACTCAGAAACTGCCAGTACGTC
CTGTGGTTGACATTTTCAGCGATATTGTTAATAGAAGAGACCACCGGTCCC
CAGGACGTCATTGTCGTTTCAAATTTGAACTTGGGGTTTTTGCGCTGTGCC
TCCTCCAGGACAATAAGTAGCACGGATCCTCTTTTCACACTAACACTGATG
GTTTCATTGAAGAGCAGCTCCACGCCCCTCAGCTGGTTATTTATGGTGTAT
ATGACGGTGATGTTGGGTGCTGGGGTGGGAACAGGGCTGGGGTGGTTG
GGTAGAGTTGGTGGCACCTCATGACCAGGGCTGCAAGACACATGGGGCA
CATCTAGATAGGTCTTGCCTTTCAGGGAAGGGAGGATTTGGGCAATGGCC
ATGGGGTTGTGGAATTTCCCCTCCTTAATCTCAGTAAGTACAGTATCCATG
GTCTTCTGGCAGTCCCACTCCTTGTTAGGTTGCTCAGGTGTCACAGAGAG
AGCCTGCATGGCGAGGCCAGTGCTATAGATGTTTCCAATGATTCCGTTGT
CTTGGATCCTCATGCTGATATTCTCCACAGTATTCCTCAGTACCTGACTGA
ACAGGGCTCTGTACCCTTCCTCTGAGCCTACGGGGATCTTGTTGTACATA
CAGGTCAGGGCCAAGGTTGCCATTGCTCCTGTGTCCATGTTGAAGGGAGA
GGAATTGGCCAGCAGGGTCTTGGCAAAACGGGCTGCTAGCGGTAAGGTC
TTCTCCGGGTTATTCTGGCACAGCGTCAGGATCCCCAGACTTGGCTCGTA
GAAGGTTGAAGCATGGGTATCAAGGCTTGGAGGTGCCCAGTTCTCCATTT
GCCCCTGTAGAATTGGCTATTCTGTTCCCAGGGTCTCGCAGGAGGAGGTG
AGTGCCATGATGGTGAGGGCGAGCTGACCTGTGGTCAGGTCGGAGGTGT
TGGTAGCCATGAGCTTGTAAGTCAGGAGCTCCTGGGCCTCTGTGTTGTAG
GCTCCGGCCAGGTTCATGGCAATCAGGATGCTGGGGTTTGGGAAGGCCG
AGCTGGTCACGGACTGCTCCATGAGCACCTGGATGCCATTAACCAAGGG
CTGCTCTGCAGAGGGAACAGAGCATGAGCTTCGGGTCTGGGTGCTGGTT
CCGGCCACAGCCCAGAGAAGGCTCAGGAGGTAGAGG-3
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ID SEC. N° 6: representa la secuencia de aminoacidos del ADNc 4,543 FI Porcino (411 aa)

LYLLSLLWAVAGTSTQTRSSCSVPSAEQPLVNGIQVLMEQSVTSSAFPNPSILI
AMNLAGAYNTEAQELLTYKLMATNTSDLTTGQLALTIMALTSSCRDPGNRIAIL
QGQMENWAPPSLDTHASTFYEPSLGILTLCQNNPEKTLPLAARFAKTLLANSS
PFNMDTGAMATLALTCMYNKIPVGSEEGYRALFSQVLRNTVENISMRIQDNGI
IGNIYSTGLAMQALSVTPEQPNKEWDCQKTMDTVLTEIKEGKFHNPMAIAQIL
PSLKGKTYLDVPHVSCSPGHEVPPTLPNHPSPVPTPAPNITVIYTINNQLRGVE
LLFNETISVSVKRGSVLLIVLEEAQRKNPKFKFETTMTSWGPVVSSINNIAENV
NHRTYWQFLSGQTPLNEGVADYIPFNHEHITANFTQ

ID SEC. N° 7: representa la secuencia nucleotidica del ADNCc s,_;,54 FI Porcino-Péptido Maduro (1.200 pb)

5'-
AGCACCCAGACCCGAAGCTCATGCTCTGTTCCCTCTGCAGAGCAGCCCTT
GGTTAATGCATCCAGGTGCTCATGGAGCAGTCCGTGACCAAGCTCGGCCT
TCCCAAACCCCAGCATCCTGATTGCCATGAACCTGGCCGGAGCCTACAAC
ACAGAGGCCCAGGAGCTCCTGACTTACAAGCTCATGGCTACCAACACCTC
CGACCTGACCACAGGTCAGCTCGCCCTCACCATCATGGCACTCACCTCCT
CCTGCCGAGACCCTGGGAACAGAATAGCCATTCTACAGGGGCAAATGGA
GAACTGGGCACCTCCAAGCCTTGATACCCATGCTTCAACCTTCTACGAGC
CAAGTCTGGGGATCCTGACGCTGTGCCAGAATAACCCGGAGAAGACCTTA
CCGCTAGCAGCCCGTTTTGCCAAGACCCTGCTGGCCAATTCCTCTCCCTT
CAACATGGACACAGGAGCAATGGCAACCTTGGCCCTGACCTGTATGTACA
ACAAGATCCCCGTAGGCTCAGAGGAAGGGTACAGAGCCCTGTTCAGTCA
GGTACTGAGGAATACTGTGGAGAATATCAGCATGAGGATCCAAGACAACG
GAATCATTGGAAACATCTATAGCACTGGCCTCGCCATGCAGGCTCTCTCT
GTGACACCTGAGCAACCTAACAAGGAGTGGGACTGCCAGAAGACCATGG
ATACTGTACTTACTGAGATTAAGGAGGGGAAATTCCACAACCCCATGGCC
ATTGCCCAAATCCTCCCTTCCCTGAAAGGCAAGACCTATCTAGATGTGCC
CCATGTGTCTTGCAGCCCTGGTCATGAGGTGCCACCAACTCTACCCAACC
ACCCCAGCCCTGTTCCCACCCCAGCACCCAACATCACCGTCATATACACC
ATAAATAACCAGCTGAGGGGCGTGGAGCTGCTCTTCAATGAAACCATCAG
TGTTAGTGTGAAAAGAGGATCCGTGCTACTTATTGTCCTGGAGGAGGCAC
AGCGCAAAAACCCCAAGTTCAAATTTGAAACGACAATGACGTCCTGGGGA
CCGGTGGTCTCTTCTATTAACAATATCGCTGAAAATGTCAACCACAGGACG
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TACTGGCAGTTTCTGAGTGGCCAAACGCCCTTAAACGAAGGAGTTGCGGA
CTATATACCCTTCAACCACGAGCACATCACAGCCAATTTCACACAGTACTA

A-3’

ID SEC. N° 8: representa la complementaria inversa de la secuencia nucleotidica del ADNc 541,54 FI Porcino-
Péptido Maduro (1.200 pb)

5
TTAGTACTGTGTGAAATTGGCTGTGATGTGCTCGTGGTTGAAGGGTATATA

- GTCCGCAACTCCTTCGTTTAAGGGCGTTTGGCCACTCAGAAACTGCCAGT

ACGTCCTGTGGTTGACATTTTCAGCGATATTGTTAATAGAAGAGACCACCG
GTCCCCAGGACGTCATTGTCGTTTCAAATTTGAACTTGGGGTTTTTGCGCT
GTGCCTCCTCCAGGACAATAAGTAGCACGGATCCTCTTTTCACACTAACAC
TGATGGTTTCATTGAAGAGCAGCTCCACGCCCCTCAGCTGGTTATTTATG
GTGTATATGACGGTGATGTTGGGTGCTGGGGTGGGAACAGGGCTGGGGT
GGTTGGGTAGAGTTGGTGGCACCTCATGACCAGGGCTGCAAGACACATG
GGGCACATCTAGATAGGTCTTGCCTTTCAGGGAAGGGAGGATTTGGGCAA
TGGCCATGGGGTTGTGGAATTTCCCCTCCTTAATCTCAGTAAGTACAGTAT
CCATGGTCTTCTGGCAGTCCCACTCCTTGTTAGGTTGCTCAGGTGTCACA
GAGAGAGCCTGCATGGCGAGGCCAGTGCTATAGATGTTTCCAATGATTCC
GTTGTCTTGGATCCTCATGCTGATATTCTCCACAGTATTCCTCAGTACCTG
ACTGAACAGGGCTCTGTACCCTTCCTCTGAGCCTACGGGGATCTTGTTGT
ACATACAGGTCAGGGCCAAGGTTGCCATTGCTCCTGTGTCCATGTTGAAG
GGAGAGGAATTGGCCAGCAGGGTCTTGGCAAAACGGGCTGCTAGCGGTA
AGGTCTTCTCCGGGTTATTCTGGCACAGCGTCAGGATCCCCAGACTTGGC
TCGTAGAAGGTTGAAGCATGGGTATCAAGGCTTGGAGGTGCCCAGTTCTC
CATTTGCCCCTGTAGAATGGGTATTCTGTTCCCAGGGTCTCGGCAGGAGG
AGGTGAGTGCCATGATGGTGAGGGCGAGCTGACCTGTGGTCAGGTCGGA
GGTGTTGGTAGCCATGAGCTTGTAAGTCAGGAGCTCCTGGGCCTCTGTGT
TGTAGGCTCCGGCCAGGTTCATGGCAATCAGGATGCTGGGGTTTGGGAA
GGCCGAGCTGGTCACGGACTGCTCCATGAGCACCTGGATGCCATTAACC
AAGGGCTGCTCTGCAGAGGGAACAGAGCATGAGCTTCGGGTCTGGGTGC
T-3
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ID SEC. N° 9: representa la secuencia de aminoacidos del ADNCc s,_5s, FI Porcino-Péptido Maduro (399 aa)

STQTRSSCSVPSAEQPLVNGIQVLMEQSVTSSAFPNPSILIAMNLAGAYNTEA
QELLTYKLMATNTSDLTTGQLALTIMALTSSCRDPGNRIAILQGQMENWAPPS
LDTHASTFYEPSLGILTLCQNNPEKTLPLAARFAKTLLANSSPFNMDTGAMAT
LALTCMYNKIPVGSEEGYRALFSQVLRNTVENISMRIQDNGIIGNIYSTGLAMQ
ALSVTPEQPNKEWDCQKTMDTVLTEIKEGKFHNPMAIAQILPSLKGKTYLDVP
HVSCSPGHEVPPTLPNHPSPVPTPAPNITVIYTINNQLRGVELLFNETISVSVK
RGSVLLIVLEEAQRKNPKFKFETTMTSWGPVVSSINNIAENVNHRTYWQFLSG

QYPLNEGVADYIPFNHEHITANFTQY

ID SEC. N° 10: representa la secuencia nucleotidica del Cebador Directo hulF200For (30 nt)

5'-TACAACTTGAAGGCCCAGAAGCTCCTGACT-3

ID SEC. N° 11: representa la secuencia nucleotidica del Cebador Inverso hulF Inverso 1 (33 nt)

5-TTAGTACTGTGTGAAATTGGCTGTGATGTGCTC-3

ID SEC. N° 12: representa la secuencia nucleotidica del Cebador Directo hulF-For14 (29 nt)

5'-CCCTCTACCTCCTGAGCCTTCTCTGGGCT-3’

ID SEC. N° 13: representa la secuencia nucleotidica del Cebador Inverso hulF 1248Rev (25 nt)

5-CTGTGTGAAATTGGCTGTGATGTGC-3’

ID SEC. N° 14: representa la secuencia nucleotidica del Cebador Directo pIFMP-Forl (39 nt)

5'-ATACAGAATTCATGAGCACCCAGACCCGAAGCTCATGCT-3'

ID SEC. N° 15: representa la secuencia nucleotidica del Cebador Inverso pIFMP-RevXhol (44 nt)

5-GATACCTCGAGTTAGTACTGTGTGAAATTGGCTGTGATGTGCTC-3'

ID SEC. N° 16: representa la secuencia nucleotidica del Cebador Directo pIF-PIC-MP-For EcoRI (36 nt)

5'-ATACAGAATTCAGCACCCAGACCCGAAGCTCATGCT-3
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ID SEC. N° 17: representa la secuencia nucleotidica del Cebador Inverso pIF-MP-pMAL-Sall Rev (44 nt)

5-GATATGTCGACTTAGTACTGTGTGAAATTGGCTGTGATGTGCTC-3
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REIVINDICACIONES
1. Un factor intrinseco porcino purificado codificado por una secuencia de dcido nucleico aislado constando de,
o complementaria a, una secuencia nucleotidica codificando el factor intrinseco porcino, en donde la secuencia de
aminodcidos de dicho factor intrinseco porcino es idéntica a una secuencia de aminodcidos seleccionada del grupo que
se compone de la ID SEC N° 3, ID SEC N° 6, y ID SEC N°9.

2. El factor intrinseco porcino purificado de la reivindicacién 1, en donde dicha secuencia de 4cido nucleico es
aislada a partir del género Sus.

3. El factor intrinseco porcino purificado de la reivindicacién 2, en donde dicha especie de dicho género Sus es Sus
scrofa.

4. Un método para determinar la cantidad de vitamina B, en una muestra bioldgica, dicho método comprendiendo
las etapas de:

(a) combinar dicha muestra bioldgica con microparticulas paramagnéticas recubiertas con el factor intrinseco por-
cino purificado de la reivindicacion 1;

(b) permitir que la vitamina B, presente en dicha muestra se una a dichas microparticulas paramagnéticas recu-
biertas con dicho factor intrinseco porcino;

(c) anadir a dicha mezcla de la etapa (b) conjugado capaz de experimentar una reaccion quimioluminiscente;
(d) provocar que suceda dicha reaccidon quimioluminiscente; y

(e) medir la reaccién quimioluminiscente resultante como unidades relativas de luz, para determinar la cantidad de
vitamina B, en dicha muestra biolégica.

5. Un método para determinar la cantidad de vitamina B, en una muestra biolégica, dicho método comprendiendo
las etapas de:

(a) combinar dicha muestra biolégica con al menos un reactivo de pretratamiento;

(b) combinar dicha muestra pretratada de la etapa (a) con microparticulas paramagnéticas recubiertas con el factor
intrinseco porcino purificado de la reivindicacién 1;

(c) permitir que la vitamina B, presente en dicha muestra se una a dichas microparticulas paramagnéticas recu-
biertas con dicho factor intrinseco porcino;

(d) lavar dicha muestra de la etapa (c);
(e) afiadir a dicha mezcla lavada de la etapa (d) conjugado capaz de experimentar una reaccién quimioluminiscente;

(f) afiadir soluciones preactivadora y activadora a dicha mezcla de reaccién de la etapa (e) para provocar que suceda
dicha reaccién quimioluminiscente; y

(g) medir la reaccién quimioluminiscente resultante como unidades relativas de luz, para determinar la cantidad de
vitamina B, en dicha muestra biolégica.

6. Un método para determinar la cantidad de vitamina B, en una muestra biolégica, dicho método comprendiendo
las etapas de:

(a) proporcionar una mezcla constando de dicha muestra bioldgica y de microparticulas recubiertas con el factor
intrinseco porcino purificado de la reivindicacién 1;

(b) permitir que la vitamina B, presente en dicha muestra se una a dichas microparticulas recubiertas con dicho
factor intrinseco, para formar un primer complejo de vitamina B, y factor intrinseco porcino;

(c) anadir a dicho primer complejo un conjugado capaz de formar un producto fluorescente para formar un segundo
complejo comprendiendo el primer complejo y el conjugado capaz de formar un producto fluorescente;

(d) afiadir al segundo complejo un material fluorogénico para producir un producto fluorescente; y

(e) medir el producto fluorescente para determinar la cantidad de vitamina B, en dicha muestra bioldgica.
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7. Un método para determinar la cantidad de vitamina B, en una muestra biolégica, dicho método comprendiendo
las etapas de:

(a) proporcionar una mezcla de reaccién comprendiendo dicha muestra bioldgica;

(b) afiadir a la mezcla de reaccion de la etapa (a) microparticulas recubiertas con el factor intrinseco porcino
purificado de la reivindicacién 1;

(c) permitir que la vitamina B,, presente en dicha muestra se una a dichas microparticulas recubiertas con dicho
factor intrinseco para formar un primer complejo de vitamina B, y factor intrinseco porcino;

(d) transferir a una matriz una porcién de la mezcla de reaccién de la etapa (c);
(e) permitir que dichas microparticulas se unan irreversiblemente a dicha matriz;
(f) lavar dicha matriz para eliminar los materiales no unidos a dichas microparticulas;

(g) dispensar un conjugado capaz de formar un producto fluorescente sobre la matriz, para formar un segundo
complejo comprendiendo el primer complejo y el conjugado capaz de formar un producto fluorescente;

(h) lavar la matriz para eliminar el conjugado no unido;

(i) afiadir a la matriz un material fluorogénico para producir un producto fluorescente; y

(j) medir el producto fluorescente para determinar la cantidad de vitamina B, en dicha muestra biolégica.

8. Un factor intrinseco porcino purificado codificado por una secuencia de dcido nucleico aislado constando de, o
complementaria a, una secuencia nucleotidica idéntica a una secuencia nucleotidica seleccionada de los grupos que se

componen de la ID SEC N° 1, ID SEC N°4, e ID SEC N° 7.

9. El factor intrinseco porcino purificado de la reivindicacién 8, en donde dicha secuencia de acido nucleico es
aislada del género Sus.

10. El factor intrinseco porcino purificado de la reivindicacion 9, en donde dicha especie de dicho género Sus es
Sus scrofa.

11. Un método para determinar la cantidad de vitamina B, en una muestra biolégica, dicho método comprendiendo
las etapas de:

(a) combinar dicha muestra bioldgica con microparticulas paramagnéticas recubiertas con el factor intrinseco por-
cino purificado de la reivindicacién 8;

(b) permitir que la vitamina B, presente en dicha muestra se una a dichas microparticulas paramagnéticas recu-
biertas con dicho factor intrinseco porcino;

(c) afiadir a dicha mezcla de la etapa (b) conjugado capaz de experimentar una reaccién quimioluminiscente;
(d) provocar que suceda dicha reaccién quimioluminiscente; y

(e) medir la reaccidon quimioluminiscente resultante como unidades relativas de luz, para determinar la cantidad de
vitamina B, en dicha muestra biolégica.

12. Un método para determinar la cantidad de vitamina B, en una muestra biolégica, dicho método comprendiendo
las etapas de:

(a) combinar dicha muestra biolégica con al menos un reactivo de pretratamiento;

(b) combinar dicha muestra pretratada de la etapa (a) con microparticulas paramagnéticas recubiertas con el factor
intrinseco porcino purificado de la reivindicacién 8;

(c) permitir que la vitamina B, presente en dicha muestra se una a dichas microparticulas paramagnéticas recu-
biertas con dicho factor intrinseco porcino;

(d) lavar dicha muestra de la etapa (c);

(e) afadir a dicha mezcla lavada de la etapa (d) conjugado capaz de experimentar una reaccién quimioluminiscente;
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(f) afiadir soluciones preactivadora y activadora a dicha mezcla de reaccidn de la etapa (e) para provocar que suceda
dicha reaccidon quimioluminiscente; y

(g) medir la reaccién quimioluminiscente resultante como unidades relativas de luz, para determinar la cantidad de
vitamina B, en dicha muestra bioldgica.

13. Un método para determinar la cantidad de vitamina B, en una muestra biolégica, dicho método comprendiendo
las etapas de:

(a) proporcionar una mezcla constando de dicha muestra bioldgica y de microparticulas recubiertas con el factor
intrinseco porcino purificado de la reivindicacién 8;

(b) permitir que la vitamina B, presente en dicha muestra se una a dichas microparticulas recubiertas con dicho
factor intrinseco, para formar un primer complejo de vitamina B, y factor intrinseco porcino;

(c) afiadir a dicho primer complejo un conjugado capaz de formar un producto fluorescente, para formar un segundo
complejo comprendiendo el primer complejo y el conjugado capaz de formar un producto fluorescente;

(d) afiadir al segundo complejo un material fluorogénico para producir un producto fluorescente; y
(e) medir el producto fluorescente para determinar la cantidad de vitamina B, en dicha muestra bioldgica.

14. Un método para determinar la cantidad de vitamina B, en una muestra biolégica, dicho método comprendiendo
las etapas de:

(a) proporcionar una mezcla de reaccién comprendiendo dicha muestra bioldgica;

(b) anadir a la mezcla de reaccidn de la etapa (a) microparticulas recubiertas con el factor intrinseco porcino
purificado de la reivindicacion 8;

(c) permitir que la vitamina B, presente en dicha muestra se una a dichas microparticulas recubiertas con dicho
factor intrinseco, para formar un primer complejo de vitamina B, y factor intrinseco porcino;

(d) transferir a una matriz una porcion de la mezcla de reaccién de la etapa (c);
(e) permitir que dichas microparticulas se unan irreversiblemente a dicha matriz;
(f) lavar dicha matriz para eliminar los materiales no unidos a dichas microparticulas;

(g) dispensar un conjugado capaz de formar un producto fluorescente sobre la matriz, para formar un segundo
complejo comprendiendo el primer complejo y el conjugado capaz de formar un producto fluorescente;

(h) lavar la matriz para eliminar el conjugado no unido;
(i) anadir a la matriz un material fluorogénico para producir un producto fluorescente; y

(j) medir el producto fluorescente para determinar la cantidad de vitamina B, en dicha muestra bioldgica.
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Distancias entre parejas de secuencias de ClustalW sin titulo (Lento/Exacto, IUB)
Viernes, 4 de febrero de 2005, 10:08 AM

Porcentaje de Identidad
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o |t MR G241829)|768 | 1 | Fideratén
2 [z o) MEMB24[785] 2 | Fiderat
s | 3 (198204 QN E3S] 3 | Fhumano
3 P4 |25 E'Qﬁ 174 | 4 | Fiporcino
| 121314

FIG.b
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Distancias entre parejas de secuencias de ClustalW sin titulo (Lento/Exacto, Gonnet)
Lunes, 31 de enero de 2005, 2:08 PM

Porcentaje de ldentidad
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> Abbott Laboratories Wonderling, Ramani S. Uher, John F.

<120> ENSAYO DIAGNOSTICO PARA VITAMINA B12

<130> 7330WOO01

<140> No recibida todavia

<141> 2006-02-02

<150> 11/052,128
<151> 2005-02-07

<160> 17

<170> FastSEQ para Windows Versién 4.0

<210>1
<211> 1056
<212> ADN
<213> 8. scrofa

<400> 1

tacaactiga
ctgascacayg
gggaacagas
acccatgett
cegyagaaga
cocttocanca
atccocgtag
gtggogsaata
gygsctcgocs
Sagangueca
gooatégoee
tettgcagee
accocageas
ctgotottes
ctgaangagqy
ggaccagqteg
cagtttctga
cacgagcaca

<210>2
<211> 1056
<212> ADN
<213> S. scrofa

<400> 2

ttagtactgt
tocttegeet
thoagegata
EEEgaaeteg
tttoacacts
tatggtgtat
tagagttggt
cttgocttte

aggeocagas
gtoageotoge
tagecattct
caacattcta
cecttacogot
tggacascayy
gctcagagga
toagcatgey
tycaggotot
tyogatackygt
asatoctoco
ctggtentga
ceaseatons
atgaaacoat
cIcagogcan
tekottetsat

tggosasas
tcacagccan

gtgaaatiyy
aagggogttt
ttgkttaatay
gggttitige
acactgatygy

gotectgackt
cecteaccats
CAGIGICAN
cgagcoaagt
agcagooegt
agcaatyggos
agggtacage
gatccaagac
crstyegasa
acttactgag
ttecotgaaa
gytgeeacca
egteatatac
cagtgttagt
aaaccocaag
taacaatatc
geccttasac
tttcacacay

ctgtgatytg
ggcrasteay
sagugaccac

tacaagctea tggctaccas
atggeactes cetectacty
atggagasct gggcoacetes
etggygatoc tgacgotytg
tttgccauga coctgetyyo
acctiggeco tgacctgtat
agecctgtica gtcaggtact
nacggaatea ttggaaacat
cotgagoaae ctascsoggs
sttaaggagg gguaatbeca
ggcsagacct atctagatgt
actctaccea” accaceccag
accatasata accagcotgag
gtgaaasgag gatcegtgct
ttcasatttg asacgacaat
gotgaseaty tcosaccacag
gaaggagtty coggactatat
tactaa

ctogtggtty magggtatat
sasckgocayg tacgtoctgt
cggtaccoay gacgkeoatty

gotgtgocke ctecaggaca ateagtages
( ttteattgan gageagoter acgecectca
atgacggtga tgttgggtge tygggtgyge acaggyctygy ggtggtigoy
ggcacrtcat gaccaggget geaagacaca tggggracat ctagataggt
egggoagyga ggattkgggo satyygsoatyg gggttgtggs atttcecate

cacctecgne
cogagaceet
aagcotrgat
ccagaataac
cadtbectot
gthcancuang
geggaatact
ctatagoact
gtgagactge
canceceaky
gecocatygtyg
cectgttcer
gogegtagng
acttattgte
gacgteetqgy
gacgtactyy
scccticaae

agteeogcasc
ggttgacatt
tegtttonas
tggatcctet
gotggttatt

60
120
180
240
300
360
420
180
540
€00
660
720
780
840
300
960
1020
1056

6D

120
180
240
300
360
42

480
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ottaitctea gtaagtacag tatecatygt
ctocaggtgtc acagagagesg octgcatgge
toogbttgtet togatectom tgetgatatt

caggyotety taceckrest chgagectae

caaggttges attgetoetq tgtceatgtt

ggcaasacgg getgotageg gtasgygbett

CcCccRgactt ggotegtaga aggttgaage
checatityc coctgtagma tggetatict
tgecatgaty gtgigggeoua gotgacotgt
cttataagtc aggagettet gagecttcaa

<210>3

<211> 351

<212> PRT

<213> S. scrofa

<400> 3

cttctggoag teccactoet tgttaggttg
gagyccaglty ctatagatgt ttoccaatgat
ctocacagta ttectoagta cctgactyas
vgggatetty ttgtacatac aggteagage
gaagggagag gaattggecs goaggotett
cteeggygtta ttotggoaca gegtoaggat
atgggtatca aggcttggag gtgeccagtt
gttoccaggg tetogyvegg aggaggtgay
ggtecaggtog gaggtgttge tageostgag
gttgta

540
600
660
720
780
640
900
960
1020
1056

Tyr Asn Leu Ly Ala Glo Lys Leu Leu Thr Tyr Lys Leu Met Ala Thr
10 ‘

Asn Thr Ser Azp Leu Thr Thr Gly Gln Leu Ala Ieuo Thr Ile Met Al

20

25 ao

leu Thr Ser Ser Cys Aryg Asp Pro Gly Aan Ary Ile Als Ile Leu Gin
35 10 45
Gly Gln Het Glu Rsn Trp Rla Pro Pro Ser Leu Asp Thr His Ala Ser

The Pha Tyr Glo Pro Ser Leu Gly Ile Leau Thr Leu Cys Glno Asn Asn
T= 80
Pro Glu Lys Thr Lau Pro Leu Ala Ala Arg Phe Ala Lys Thr Leu Leu

&3 70

S0 95

Ala Asn Ser Ser Pro Phe Agn Met Rap Thr Gly Ala Met Ala Thr Leu

100

165 11¢

Ala Leu Thr Cys Met Tyr Asn Lya Ils Pro Val Gly Sar Glu Glu Gly
115 120 125
Tyr Arg Ala Leu Fhe Ser Gln Val leu Axg Asn Thr Val Glu Aan Ile

130 135

140

Ser Mst Arg Ile Gln Asp Aan Gly Ile Ilé Gly Asn Ile Tyr Ser Thr
155 160
Gly Leu Ala Met Gln Ala Leu Sar Val Thr Pro Glu Gln Pro Asn Lys

145 150
165

170 1715

Glu Trp Rap Cys Gln Lys Thr Mst Asp Thr val Leu Thr Glu Ile Lys

iso

18§ 190

Glu Gly Lys Fhe His Ran Fro Met Als Ile Ala Gln Ile Leu Pro Ser
18% 200 205
Isu Lys Gly Lys Thr Tyr Leu Asp Val Pro His Val Ser Cys Ser Pro

210 215

220

Gly His Glu val Pro Pro ThY Leu Pro Asn His Pro Ser Pro Val gm
235 40
Thy Pro Ala Pro Asn Ile Thr Val Xls Tyr Thr Ile Asn Asn Gln Leu

225 230

248

250 258

Arg Gly Val Glu Leu Leu Phe Rsn Glu Thy Ile 5sxr val Ser Val Lys

250

265 270

Arg Gly Ser Val Leu Leu Ile Val Led Glu Glu Als Cln Arg Lys Aasn
&5 280 285
Pro Lys Phe Lys Phe Glu Thr Thr Met Thy Sar Trp Gly Pro Val Val

250 295

300

Ser Ser Ile Asn Asn Ile Ala Glu Asn Val Asn His Arg Thr Tyr Trp
. 318 320
Gln Phe Leu Ser Gly Giln Thr Pro Leu Asn Glu Gly Val Ala Asp Tyr

30 310
128

330 3is

Ile Pro Phe Aan His Glw His Xle The Ala Asn fhe Thr Gln Tyr

340

348 350
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<210> 4

<211>
<212>
<213>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

1232
ADN

S. scrofa

4

cctotacctc
jtgetetgrt
gtoeygtganc
agectacaac
cgacctgace
cectgggaac
tgatacecat
taacecggay
ctetocetke
caagatecce
tactgtggag
cactggeete
ctgocagaag
catggceatt
tgtgtetige
toccacecss
gyagctgcte
tqtcectggag
ctagugacey
ctggecagtt &
Caaccacgaq

5
1232
ADN

S. scrofa

5

ctgtgtgaaa
gtttaagggce
gatattgtta
cttggggttt
actaacactg
gtatatgacy
tggtggeace
tttecaggyas
ctoagtaagt
tgtcacagag
gtetiggate
tuetgtaccet
kgecatbget
scyggotget
acttggetey
ttgeeceotgt
gatggtgagy
agteaggage
getgggattt
aaccaagggc
ggccacagec

<210> 6
<211> 411
<212> PRT
<213> 8. scrofa

ctgegochtc
Tectetgeag
agetieggecet
acagaggeos
acaggtoage
agaatagcea
gettcaacet
aagaccttac
sacatggaca
gtaggctcag
aatatcagea
gccatygcagg
accatggatsa
geecaaates
agccctoggtc
geaccoaaca
ttcastgaas
gaggcacaqe
gtggtetott
ctgagtygéc
cacatcacaq

ttggctgtoa
gtttggecac
atagsagaga
ttgegetgty
atggtttcat
gtgatgttag
teatgaccag
gygaggattt
acagtatoes
agagoetges
cteatgetga
tocctotgage
ectgtgtona
ageggtaagg

tagaaggtig

agaatggeta
gcgagotgac
tectggyoot
gggaaggecy
tgctctgeag
cagagaagge

ES 2321030 T3

tctgguctgt ggscggeacs
agecagccott ggttaatgye
toeeantcce cageataottg
agyagctoct gacttacaag
togecetcar cateatggea
ttctacaggg goaaatggag
tctacgagee aagtotgagg
cygctagcage ceghbtigoo
caggageaat ggcaacotty
aggaagggta cagageeety
tguggatcca agacaacgga
ctctototglh gacacctyay
ctgtacttac tgagattaag
toesttcect gasaggcaag
atgaggtgcc accaacketa
traccgteoat atacaccata
ccatosgugt tagtgtgaaa
qoaansacce casgtitcaaa
¢tattaacaa tatogctgaa
sascger-ctt nAacgaagga
ccaatttcac ac

tgtgetogty gttgsagggt
teagsaacty ceagtacgtco
ccaccggtee coaggacgie
cctcctecay gacaataagt
tgasgageag ctecacgeece
gtgoctgagat gygascaggg
ggctgcaags cacatgggge
gugcaatygge catggagttyg
tggtettety goagteceac
tggegaggee agtyctatag
tattetocac agtattccteo
ctacggggat ctigttgtac
tgttgaaggg agagoaatty
tcttetocgy ghtatkoatgg
aageatgygt atesaggett
ttoctgtteoe agggtotogy
ctgtggtcay gteggaggtyg

Agcaccoaga
atccaggtyge
attgocatga
ctcatggeta
etcacct ot
aactgggcac
akcoctgacyge
aagaccctyge
gocctgacet
ttcagtcagy
ateattggaa
caacctaaca
gaggggaaat
acctatctayg
TeCRACCanT
aztaicange
Agaggatcey
tttoasaacga
aatgtcaace
gttgeggack

atatagtceg
ctgtggttya
arrgtegtit
agoacggate
ctcagetggt
ctoggggtyst
acatctagat
tggastttoe
tecttgttay
atgtttccaa
agtacetgac
atacaggtca
gecagaagay
cacagogtes
ggaggtgece
caggaggagyg
ttggtagcca

Goocygasgote
tcatgoagca
acetgoecqgy
cecaacacete
ectgecgaga
ctecazrgcet
tgtgccagaa
tggccaattce
gtatgtacaa
tactgaggaa
acatetatag
aggaglggga
teccacaacce
atgtgeccca
cecageectgt
tyagggucgt
tgctacttat
caatgacgte
acaggacgta
atataccett

caactoette
catktttcage
caaatttgaa
ctetttteac
tatttatgot
tgggtagagt
aggtottgec
cctoecttaat
gttgeteagg
tgattcegte
tgaacaggge
gggccaaggt
tettggcaaa
ggatcoccag
agttctccat
Egagtgooat
tgagcttgta

ctgtgtigta gyctocggee aggttcatgg caatcaggat

agetggtoac gyactgeton
agggaaciga geatgagett
tocaggaggta ga

atgagecacet
coggtetagy

ggatgceatt
tgctggttce

oo
120
180
240
300
380
420
489
540
600
€640
720
780
a40
8500
- 140
1020
1080
1140
1200
1232

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600 .
660
220
780
840
500
960
1020
1080
1140
1200
1232
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<400> 6

Lau Tyr
i

Thr Arg

Gly Ile

Agn Bro

Sar Fro
Cys Met
L Phe
Xi=s Gln
210
Het Gin
225
Cys Gln
Phe Hia
¥a ¥hr
Vﬂl !':.a
239
Poo Rain
aos
Giu Isma

Val Lew
Iys Pha
Asn Agn

¥ ¢
Sar Gly

395
Asn His

<210>7
<211> 1200
<212> ADN
<213> 8. scrofa

Lau

Sar

Gln
X5
8oy

i Gln

Thi
Aryg

TEp
118

 Ser

Pre

Phe

Tyr

Sar
195

Ala -

Lys
ASH
Tyr
273
| F3v]
Ile
rm'y
j 75
Gla
355
Ils
&in

Gl

Thr
¥o
280

Thx

Ple
Ile
344
T

Ala

Hiu

Gly
1

 Fro

Pro

Gly

: Ala

Het
1ES
Lva

sl

Sex
Mat

245
e

iwa

¢ Val

Ban

315
val

Thy

Gl

Tin
405

ES 2321030 T3

Lau leu Tzp Ala Val
10
8ar Yal Pro Sax Ala
25
Nat Glu Gin Sex Val
40

Ile Ala Het Asn Leu
55

Lau Tz Tyr Lys Leu

0

Gln Len Ala Lau Thr
0

Gly Asn Arg Jla Ala

165
Fro Ser Leu Aap Thr

Ile J;;g hr Leu Cys
13

Ala Arg Pha Als Lys

i50

Aap Thr Gly Ala Mat
1706

Ile ¥ro Vel Gly Ser

185
Iau Arg Asn Thr Vel
200

» Tim Ile Gly Asn Ils

21%
val Thr Pro Glv Gln
20
Asp Thr val Loy Thr
250
Ala 1le Ala Gln Lia
265
val Pro iz ¥=l Seurc
: 280
Pxo Asn Hiszs Poo Jer
235
1le ¥yr Thy Ile Asn
Il
Clu thr Xle Bor Val
330
Fou Glu Glu Ala Gin
345
Hat Thr Bar Trp Gly
3580
Jun Val Rsn RHis Ary
378

hma Asn Glu Gly val

90
Thi Ala Ran Phs Thr
410

Rla
Mat
Ile
Ils
Hia
Gla

The
:7.1.1

Ala

&lu
Glu
e
PEe |
233
Gla
e
Cys
Pro
Aan

318
-1

Axg

Ala
395
Gln

Gly
Gln
Bar

Gly
6

Am
b 113
Loy

Gla
Ran

-1 % 3

20

ile

vl
300

Val

“Yal

380
ap

Fro

Eax
128
hsn
Imu
Lau
Gly
=

205
The

1ys
Sar
PXo

285
e

Lyo

Bar Thy
15

Ialu. al

M.i Fhe

Tyz Asn

- Aan Thr

beu Thi
95
@y Gin
110
THr Fhea

Pro Glu
Ala Asm
Al T
174
Tyr Arg
130
Ser Mat
Gy Lau
Glo Trp

Glu Gly
253

Lew Lys

270
Gly Bia

Thx FPre

Lo Axg Gy

ey Cly
335

Aon Bxo Lys

Val
363
Tep

Ty

as0
Ber Set

Gin Phw

Tis Pro

Gle
Asn
Pro
™he
Ser
20
Sa:
Het
Ty:
Lys
8o
1680
T™Thi
Ala

Asp
240
Lys

wly

Als
¥nl
320

Her

Iie

440
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<400> 7

agcacccaga
atccagytyc
attgecatga
ctuatggota
ctoaccteet
aactgggcac
atcetgacge
aagacectge
geechgaacet
tteagteagy
atcattggaa
caacctaaca
gaggggasat
acctatctay
CoTARCORIE
aataaccage
agaggatecy
tttgaaacga
aatgteoaace
gtegocggact

<210> 8
<211> 1200
<212> ADN
<213> 8. scrofa

<400> 8

ttagtactgt
toctbogttt
ttcagegata
tttgaacttg
tttcacacta
takggtgtat
tagagttgagt
cttgecttte
chkeaskctea
cteaggigte
teeghtgtot
cagggctcetyg
caaggtigec
YJocaaRaAtyY
coceagactt
ctocattige
tyccatgaty
cttgtaagto
caggatycty
geoxttyace

<210>9

<211> 399
<212> PRT
<213> 8. scrofa

cccgaagete
tcentggugea
apectggoegyg
ccaacacete
cctgecgaga
ctcoecaagect
tgtgocagas
tggcecaatte
gtatgtacan
tactgagyaa
acatctatag
aggagtggga
TceCaRCaaCCe
atgtgoscca
ceagoacetgt
tgagoggeot
tgctactiat
caatgacyte
acaggacgta
atataccctt

gtgaaattogg
aagggcgttt
ttgttaatag
gagttitige
ncactgatyy
atgaeggtga
ggcacctoat
agggaagyla
gtaagtacay
acagagagayg
tggatocton
tacectboot
attgetecty
gekgetagey
ggctogtaga
cecectgtagas
gtgagggega
aggagetcocct
gygtttggga
aagggetgct

ES 2321030 T3

atgototgrt
gteogtgase

agcctacaac

cgacetgace
coctyygaac
tgatacccat
tastotgyay
ctectoactte
casgatecsc
tactgtggay
cactggeete
ctgecagaay
catggecatt
tgtytetige
toccacaess
¢gagetgete
tgtectgyay
ctggguacey
ctoggoagrtt
caaccacgag

ctgtgatgty
ggocactoay
aagagacoac
cotgtgcets
tetoakbtyaa
tyttgggtge
gaccaggget
ggatttggge
tatceatggt
cctgcatgge
tgctgmtatt
ctgaguctad
tgtecatgkt
gteaggtet:
aggttyaage
tggetattet
getgacetgt

gggectotgt

aggcegagee
eEgoAgAYIY

coctctgoag
ageteggect
Acagaggoty
acagqtcagr
agaatagocoa
gcttcaacet
aagaccttac
aascatggaca
gtaggotody
astatcagea
goceatgeagy
accatggata
gaccasatec
agcecggtoc
golicucaacs

tteantgaan
gaggoacage

gtggtetctt
ctgagtggec

cacatcacag

ctogtygtty
dasctgccay
cggteoocay
ctoraggaca
gageayctes
tgoggtoggs
gecaagacacn
aatggecaty
Lttetggoag
gaggeeagty
wtocAcagta
ggggatetty
Jaagggagag
eteeggatin
atgggtates
gttocecaggg

agcagocctt
teccasacee
aggagetect
togoecteac
ttoctacaggy
tectacgagee
cgetagcage
cagyagcaat
aggasgggta
tgaggateca:
ctetetetgt
ctgtacttac
tocottecect
atgaggigec
tascogtoat
coatcaghgt
goannasces
ctattascaa
aaacgocctt
cosattitcac

aagggtatat
téacgtectgt
gacgteatty
ataagtagca
acgocackca
acagggetyy
tyygoeacat
qggttatage
tcecacteet
ctatzgatgt
ttectcagta
thgtacatac
gasttagoea
tterggeaca
aggottggag
teteggeagy

ggtcaggtey gaggtottgy

gttgtaggeoe

ceggroagge

ggtcecggec tgctcaatga

dacasagoat

gagotteygy

ggttaatggyc
cagcatcelg
gactiacaayg
catcatggea
geaaatggag
aagtetgggg
cegttttgee
gucaaccttyg
cagagocaty
agacaacgya
gacacctgag
tgagattaag
gaaaggeaay
accaactcta
atsocaacatn
Eagtgtgaaa
casgttcaaa
tatcgetgaa
aAacgaagya
acagtactas

agtecgeaae
ggttgacatt
tegtitonaa
tggateerct
getggttatt
ggtgyttgyy
ctagataggt
atttececte
tgttaggt:ty
ttecaatgat
cotgactgaa
aggtcagggc
geaggutete
gegtcaggat
gtgccecagtt
agyaggtgag
tagccatgag
tcatggecast
gaacaetygst
tctgygtgot

60
120
180
240
300
360
420
4180
540
600
660
720
780
840
300
960
1020
1080
1140
1200

60
120
1e0
240
3¢0
360
420
480
540
600
660
720
80
B4D
900
8360
1020
1080
1140
1200
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<400> 9

Ser
1

Leu
Ala

Tyr

Gly
Thr
Pro
Ala
145
Tyr
Ser
Gly
Glu
225
Glu
Leu
Gly
The
. Axg
30%
Axg
Pro
Sex
Gln
Ile
k}: 13

<210> 10
<211> 30
<212> ADN

ES 2321030 T3

Thr Gln Thr Arg Ser Ser Cys Ser Val Pro Ser Ala Glu

5

10

Val Asn Gly Ile Gln Val Leu Met Glu Gin Ser Val

Phe Pro
35

Asn Thr

S0

Tht Serx

Thr Ser
Gln Met

Pha Tyr
115

Glu Lys

130

hzn Ser

Leu Thr

Axg Rla

Met Arg
185

Leau Ala

210

Trp Asp

Gly Lys

Lys Gly 1

His Glu
275
Pro Ala
290
Gly Val

Gly Ser
Lys Phe
Sar Ile

355
Phe Leu

il
¥ro Phe

20

Asn

Gla
Asp
Ser

Glu

100

Glu
Thr
Sar
Cys
Leu
180
Ile

Met

260
val

Pro
Glu
Vval

Lys
3a0

Asn

Ser

<213> Secuencia Artificial

Pro
Ala
Leu
Cys
8%

Asn
Pro
Leu
Pro
Mat

165
FPhe

Ser
Gln
hx
70

Arg
Irp
Ser
Pro
Phe
150
Tyr

Ser

Gln

‘Bia

245

s Thr

Pro
Asn

Len

Ala
Lys
230
Asn

Tyx
Pro
Ile

Leu
310

heu Leu

328
Phe

Asn
Gly

x Hia

Glu
Ile
Gln

Gin
390

Ile
Glu
55

Thr
Asp
Ala
Leu
Lau
138
Asn

Gln
Asn
Leu
215

Pio

Thr
295
Fhe

Ile

Ala

Thx
375
His

Leu
40
Leu

Gly
Pro
Pro
Gly
120
Ala
Hat
Lys
val

Gly
200

Sar

Mat

Meat:

Rsp

- Lea

280
Val

Asn
val

Thr

5
Tla

Leu
Gin
Gly
Pro
108
Ile
Ala
Asp
Ile
Lau

185
Ile

Val

Asp

Ala

val

285
Pro

Ile
Glu
Lew

Met
345

Ala

Thr
Leu
Aan
S0

Ser
Leg
Arg
Thy
Pro
170
Arg
Ile
Thr

Ile
230
Pro
Asn
Iyr
The

Gl

330
Thr

Glu Rsn Val

360

Pxo Leu Asp

Ile Thr Ala

Mat

Tyr
Ala
5

Axg
Xan
The
Phe
Gly
155
Val
Asn
Gly
Pro
val
235
Ala
His
His
Thx
Tle
315
Glu
Seyxr
Asn
Glu

Ran
a95

Asn

Lys
60

Leu
Ila
Asp
Len
Ala
140
Ala
Gly
Thy
Asn
Glu
220
Teu
Gln
Yal
Pro
Ile
300
Say
Ala

Trp

-Ley

4%
Len

Thr

Ala
Thr
Cys
125
Lys
Hat
Sear
Val
Ile
205
Gln
Thy
Ile
Sar
Ser
285
Asn
Val
Gin
Gly

His Arqg

365

Thr

30
Ala

Met
Ile
lle
Ris
110
Gln
Thr
Ala
Glu
Glu
190
Tyx
Pro
Glu
Leu
Cys
270
Pro
aAgn

Sar

Arg -

Bro
350
Thx

Gly val Ala

380

Phe Thr Gln

Gln
15

Sar

Gly
Ala
Met
Len
Ala
Asn
Leu
Thr
Glu
17%
Asn

Sex

Ile
255
ey
Val
Gln
Val
Lys
335
vVal
Tyr

Asp

Pro

Ser

Ala

Thr
Ala
a0

aln

Ser

Leu
160
Gly
Ile
Thx
Lys
Lys
240
Ser
Pro

Pxo

Lys
320
Asn
val
Trp
Tyr
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ES 2321030 T3

<220>
<223> Cebador Directo hulF200For

<400> 10
tacaacttga aggcccagaa getcctgact

<210> 11

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador Inverso hulF Inverso 1

<400> 11
ttagtactgt gtgaaattgg ctgtgatgtg ctc

<210> 12

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador Directo hulF-For14

<400> 12
cccetetacct cctgagectt ctetgggcet

<210> 13

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador Inverso hulF 1248Rev

<400> 13
ctgtgtgaaa ttggctgtga tgtge

<210> 14

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador Directo pIFMP-Forl

<400> 14

atacagaatt catgagcacc cagacccgaa gctcatgct

30

33

29

25

39
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ES 2321030 T3

<210> 15

<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador Inverso pIFMP-RevXhol

<400> 15
gatacctcga gttagtactg tgtgaaattg getgtgatgt gete

<210> 16

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador Directo pIF-PIC-MP-For EcoRI

<400> 16
atacagaatt cagcacccag acccgaagct catget

<210> 17

<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador Inverso pIF-MP-pMAL-Sall Rev

<400> 17

gatatgtcga cttagtactg tgtgaaattg gctgtgatgt gctc

44

36

44
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