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DESCRIPCION

Acido nucleico que codifica un factor de conservacién de células madre derivado de la lectina.
Antecedentes de la invencion

La presente invencion se refiere a un 4cido nucleico y a su correspondiente proteina para su utilizacién en relacion
con la conservacion de células madre. Mas especificamente, la invencion se refiere a un 4cido nucleico y a la proteina
que lo codifica y que es capaz de conservar las células madre, asi como a un método de utilizacion de la proteina para
conservar las células madre.

Cada dia la médula 6sea genera y libera en la circulacién varios billones de células sanguineas operativas, totalmen-
te diferenciadas. La produccion de estas células procede de una pequeiia reserva de células madre latentes (incluyendo
las células madre mas primitivas y otras menos primitivas pero todavia células madre inmaduras) mediante un proce-
so denominado hematopoyesis (Zipori 1992). Las células madre mds primitivas tienen capacidad para generar >10"
células que contienen todas linajes sanguineos (Turhan et al. 1989). La produccion de dicho gran nimero de células
se consigue mediante la proliferacién extensa acoplada con sucesivas etapas de diferenciacién que conducen a una
produccion equilibrada de células maduras. Las células madre pierden progresivamente su capacidad para generar
miultiples linajes de células y eventualmente producen células de uno o dos linajes celulares.

Los reguladores solubles y las interacciones célula a célula median la serie de reacciones de diferenciacion de las
células madre inmaduras mediante un proceso controlado estrechamente pero comprendido de forma inadecuada. Se
han aislado y caracterizado varios de los factores solubles del cuerpo tanto en cultivo como en animales (véase, p.
ej., Ogawa (1993) y referencias en el mismo). Los reguladores tales como los factores estimulantes de colonias (p.
ej., IL3, GM-CSF, G-CSF, M-CSF) no solamente producen la proliferacién y diferenciacion de precursores capaces
de producir células de linajes celulares miltiples (IL3 y GM-CSF) o de linajes celulares individuales (G-CSF y M-
CSF), sino que también conservan viabilidad de sus precursores respectivos durante cortos periodos. Otros reguladores
tales como interleucina-1 (IL1), el ligando del kit (KL) y trombopoyetina (Borge et al. 1996) aumenta la viabilidad
de precursores multipotenciales ademds de otras funciones. Ninguna citocina conocida sola o en combinacién puede
conservar viabilidad de precursores primitivos en cultivo liquido sin soporte estromico mas de unos pocos dias.

La regulacidn de las células madre primitivas parece diferenciarse de la de los precursores multilinaje inmaduros.
Las células madre hematopoyéticas, que residen en la médula 6sea predominantemente en un estado latente, no parecen
responder inmediatamente a los reguladores que producen la diferenciacion y la proliferaciéon. El mantenimiento de
estas células en el cuerpo estd mediado mediante interacciones célula a célula y sin los reguladores solubles. El
mantenimiento de las células madre latentes in vitro se ha conseguido cultivando las células en capas adherentes de
estroma con reguladores solubles tales como IL3, IL6, KL y LIF (Young et al. 1996). Recientemente se ha observado
que la adicién del ligando FLK2/FLT3 (FL) a este cultivo de complejo prolonga el mantenimiento de las células madre
latentes durante unas pocas semanas hasta tres meses (Shah et al. 1996).

Aungque la utilizacién del cultivo de células del estroma se ha demostrado hasta ahora que es ttil para el mante-
nimiento de las células madre hematopoyéticas en las instalaciones de laboratorio, dichos métodos no son facilmente
adecuados para la aplicacién clinica. El aislamiento y la creacion de cultivos celulares de estroma para pacientes indi-
viduales no es practico a causa del tiempo de molestia o debido a que la médula del paciente puede ponerse en peligro
por la enfermedad subyacente o la exposicién a los agentes (p. €j., quimioterapia de radiacién) que puede dafiar el
microambiente de la médula dsea.

Las lectinas, definidas como proteinas que se unen a carbohidratos aparte de los anticuerpos o enzimas, (Baronedes
1988) estdn extendidas entre las plantas, procariotas y eucariotas (véase generalmente, Gabius et al. 1993). Cada
lectina reconoce un resto especifico de carbohidrato y forma un enlace no covalente con el carbohidrato mediante
un ataque estereoquimico de los dominios complementarios (p. ej., bolsa hidr6foba). Los carbohidratos estin muy
presentes en las superficies celulares (en forma de glucoproteinas, glucolipidos y polisacdridos) y parecen mediar
los contactos célula-célula incluyendo el reconocimiento celular (Sharon et al. 1989). Los patrones de glucosilacion
anormal estdn asociados a la enfermedad produciendo alteraciones en las propiedades de la superficie de la proteina,
conformacién, estabilidad o resistencia de la proteasa (Dwek 1995).

Gowda et al. (1994) describi6 el aislamiento de una lectina especifica para manosa-glucosa de la alubia del jacinto
(Dolichos lab lab). La purificacion y secuenciado de esta lectina se dice que indica que la proteina comprende dos
subunidades no idénticas. La publicacién de Gowda et al. describe las relaciones evolutivas de la lectina con otras
lectinas, pero no atribuye ninguna funcién a la proteina aparte del enlace al sacdrido.

Las propiedades aglutinantes de la célula de determinadas lectinas vegetales se han conocido desde hace més de 100
afios. Determinadas lectinas se han utilizado como herramientas en los laboratorios de inmunologia como activadores
potentes y especificos de los linfocitos T (fitohemaglutinina (PHA) y concanavalina A (ConA)) y de linfocitos B
(mitégeno de fitolaca (PWM)) durante méas de 30 afios (Sharon ez al. 1989). Algunas lectinas se han utilizado asimismo
para aislar precursores hematopoyéticos durante mas de 15 afios (Gabius 1994a). Grandes cantidades de pacientes de
céancer en Europa han recibido extractos en bruto de lectina de muérdago (Viscum album) por via intravenosa como
terapia contra el cancer experimental sin mayores complicaciones (Gabius 1994b). No se conoce todavia si estas
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lectinas vegetales actian sobre las células de mamifero mediante medios por primera vez o simplemente simulan a sus
homoélogos mamiferos operativos. No se ha desarrollado todavia ninguna lectina con éxito como terapia humana.

En vista de las consideraciones anteriores, es evidente que la regulacién del proceso hematopoyético permanece
completamente incomprendida. Los reguladores mds solubles identificados, tales como los factores estimulantes de
colonias y las interleucinas, producen la proliferacion y diferenciacion de las células madre en cultivo y sus concen-
traciones en la circulacién sanguinea aumentan durante los periodos de sobrecarga hematopoyética (p. ej., pérdida,
infeccién sanguinea). Por ejemplo la patente US n° 4.808.611 describe un método de utilizacién de IL1 y un factor
estimulante de colonias para producir la proliferacion y diferenciacion de células madre hematopoyéticas. Algunos
reguladores solubles, tales como IL1, IL6, IL11, KL, FL y Tpo, aumentan marginalmente la viabilidad de precursores
primitivos en si mismos, pero cuando se afiaden en combinacién producen la proliferacion y diferenciacién de los
precursores. Los reguladores solubles que mantienen o desarrollan precursores primitivos durante periodos prolonga-
dos en ausencia de soporte de estroma no estdn todavia disponibles en el mercado. El documento WO 98/25457 se
refiere a una composicién y al método para conservar las células madre y Colucci et al. describe la clonacién por el
ADNCc de FRIL que conserva los precursores hematopoyéticos en cultivo en suspensiéon. Como consecuencia, nume-
rosos métodos terapéuticos potenciales para enfermedades tales como el cancer y enfermedades genéticas de la sangre
permanecen inexplorados.

Por consiguiente, uno de los objetivos de la presente invencién consiste en solucionar las limitaciones anteriores
en los métodos de regulacion de los procesos hematopoyéticos, proporcionando un factor y el método de proteccion,
conservacidn y expansion de las poblaciones celulares precursoras hematopoyéticas. Otro objetivo de la invencién
consiste en proporcionar unos medios para proteger la integridad de los procedimientos hematopoyéticos in vivo como
un anexo a los tratamientos terapéuticos relacionados con el cancer y otras enfermedades que pueden si no impactar
desfavorablemente de otro modo en el sistema hematopoyético.

Sumario de la invencién
Se ha descubierto actualmente que estos y otros objetivos pueden alcanzarse mediante la presente invencion.

El primer objetivo de la invencién consiste en una molécula de 4cido nucleico aislada que comprende una secuencia
que codifica una proteina que comprende la secuencia de aminodcidos definida por la SEC. ID n°: 2.

En una forma de realizacion del primer objetivo de la invencién la molécula de dcido nucleico aislada codifica una
proteina que:

(a) presenta por lo menos el 95% de identidad de la secuencia de aminodcidos que comprende la SEC. ID n°:

(b) es capaz de unirse a un receptor de flk2/flt3; y
(c) es capaz de conservar las células precursoras hematopoyéticas.

En una segunda forma de realizacién del primer objetivo de la invencién la molécula de dcido nucleico aislada
comprende una secuencia de nucleétidos definida por la SEC. ID n°: 1.

En otra forma de realizacién del primer objetivo de la invencién el dcido nucleico aislado codifica una lectina de
legumbres especifica de manosa/glucosa.

Todavia en una forma de realizacidén adicional del primer objetivo de la invencion el 4cido nucleico aislado codifica
una proteina que mantiene las células madre que son por lo menos células madre unipotentes o células madre pluripo-
tentes, células madre totipotentes, células madre hematopoyéticas o comprenden células madre de nervios, musculos,
piel, intestinos, huesos, rifién, higado, pancreas o timo.

En otra forma de realizacién del primer objetivo de la invencidn la proteina codificada conserva las células madre
que son por lo menos células madre unipotentes y expresa el antigeno CD34 o el receptor FLK2/FLT3 o células que
son células modificadas para expresar los receptores de FLK2/FLT3 en su superficie. En el dltimo caso, otra forma
de realizacion es la proteina codificada que presenta afinidad de enlace significativa para el receptor FLK2/FLT3
en las células, en los que el enlace de la proteina codificada con el receptor FLK2/FLT3 media la inhibicién de la
diferenciacion de las células.

El segundo objetivo de la invencidn consiste en una proteina codificada por el dcido nucleico del primer objetivo
de la invencidn.

El tercer objetivo de la invencidén es una composicion farmacéutica que contiene una proteina codificada por el
acido nucleico del primer objetivo de la invencion.

El cuarto objetivo de la invencién es un método para conservar las células madre in vitro, en el que las células
madre no son células embrionarias humanas, que comprende poner en contacto las células madre con una proteina in
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vitro 0 ex vivo, en el que dicha proteina comprende la secuencia de aminodacidos definida por SEC. ID n® 2 en una
cantidad suficiente para conservar las células madre.

En otra forma de realizacion las células madre de la forma de realizacién del procedimiento comprenden células
humanas que expresan el antigeno CD34 y/o el receptor FLK2/FLT3 o comprenden células murinas que expresan el
antigeno Sca pero que no expresan los antigenos del linaje celular sanguineo murino.

En una segunda forma de realizacién del cuarto objetivo de la invencion el método comprende ademads poner en
contacto las células precursoras con el ligando FLK2/FLT3 en una cantidad suficiente para aumentar selectivamente
el nimero de células madre sin producir la diferenciacién de las mismas.

El quinto objetivo de la invencién consiste en la utilizacién de una proteina que comprende la secuencia de ami-
noécidos definida por la SEC. ID n°: 2 en una cantidad suficiente para conservar las células madre en el que las
células madre no son células embrionarias humanas, destinada a la preparacién de una composicién farmacéutica para
conservar las células madre.

El sexto objetivo de la invencidn consiste en un método de enriquecimiento de células madre, en el que las células
madre no son células embrionarias humanas, que comprende las células madre de cultivo en una cantidad que conserva
las células madre de una proteina que comprende la secuencia de aminoécidos definida por la SEC. ID n®: 2, en el que
la proteina conserva especificamente las células madre, y en el que el cultivo se realiza en condiciones que permitan
la conservacién de las células madre aunque permitiendo que disminuya el nimero de células madre diferenciadas.

En una forma de realizacién del sexto objetivo de la invencidn las células madre comprenden células madre primi-
tivas, incluyen células madre maduras o estdn por lo menos sustancialmente exentas de células de estroma.

En otra forma de realizacidn del sexto objetivo de la invencidn las condiciones de cultivo comprenden el cultivo
en un medio que contiene un agente citotéxico que presenta toxicidad selectiva para las células proliferantes.

En una forma de realizacién adicional de la forma de realizacién del procedimiento del sexto objetivo de la inven-
cidn el agente citotéxico es adriamicina, ciclofosfamida, taxol u otro taxano, cisplatino o 5-fluorouracilo.

El séptimo objetivo de la invencidn consiste en un método in vitro de transfeccion de la secuencia del ADN exégeno
en células somaticas, comprendiendo la mejora la transfeccion de células madre selectivamente conservadas mediante
una proteina que comprende la secuencia de aminoécidos definida por la SEC. ID n°: 2, en el que las células madre no
son células embrionarias humanas.

El octavo objetivo de la invencién consiste en una composicioén para conservar la viabilidad de las células madre
ex vivo, que comprende un medio de crecimiento celular y una proteina que conserva las células madre, en el que la
proteina comprende la secuencia de aminoécidos definida por la SEC. ID n® 2 y en el que las células madre no son
células embrionarias humanas.

El noveno objetivo de la invencién consiste en la utilizacién de una proteina que comprende la secuencia de
aminodcidos definida por la SEC. ID n°: 2 en una cantidad suficiente para conservar las células madre del mamifero en
un estado sustancialmente no proliferante para la preparacién de una composicién farmacéutica destinada a conservar
las células madre en un mamifero en el que las células madre no son células embrionarias humanas.

Breve descripcion de los dibujos
Las formas de realizacion preferidas de la invencién se han seleccionado a titulo ilustrativo y descriptivo, pero
no se pretende en modo alguno que restrinjan el alcance de la invencién. Las formas de realizacion preferida de

determinados aspectos de la invencidn se presentan en los dibujos adjuntos, en los que:

La Figura 1 es una cartografia de un vector de clonacién pCR2.1-DLA preparado por ligadura de un ADNc segtin
la invencién en la secuencia EcoRI del vector de clonacion pCR2.1.

La Figura 2 es una comparacion directa de la secuencia de aminodcidos de la manosa lectina descrita por Gowda
et al. (1994) y la secuencia derivada de aminoacidos de la proteina codificada por el dcido nucleico de la invencién.

La Figura 3 es una cartografia de un vector de clonacién pCR2.1-DLA (D) preparado por ligadura de un ADNc
mutado en la secuencia EcoRI del vector de clonacién pCR2.1.

La Figura 4 es una cartograffa de un vector de clonacién pBS.SpDLA preparado por ligadura de un fragmento
recombinante en la secuencia EcoRI del vector de clonacién pBluescript SK+.

La Figura 5 es una cartografia de un vector de clonacién pCR2.1-SpM1 (D) preparado por ligadura de un clon
recombinante mutado en la secuencia EcoRI del vector de clonacién pCR2.1.
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La Figura 6 es una cartografia de un vector de expresién recombinante pBIN-VicPro preparado por subclonacién
del activador de vicilina obtenido a partir del vector pCW66 en la secuencia EcoRI/Clal del vector binario vegetal
pBIN19 para la transformacién mediada por Agrobacterium.

La Figura 7 es una cartografia de un vector de expresion recombinante pBINVicPro-SpDLA preparado por ligadura
de un fragmento recombinante en la secuencia EcoRI/Sacl del vector pBINVicPro.

La Figura 8 es una cartografia de un vector de expresion recombinante pBINVicPro-SpDLA(D) preparado por
ligadura de un clon recombinante mutado en la secuencia EcoRI del vector pBINVicPro.

La Figura 9 es una cartografia de un vector de expresion recombinante pGEX4T-1-DLA preparado por ligadura
de un clon de ADNCc natural en la secuencia EcoRI/Sall del vector de expresion pGEX4T-1 de E. coli.

La Figura 10 es una cartografia de un vector de expresion recombinante pGEX4T-1-DLA(D) preparado por liga-
dura de un clon de ADNc mutante en la secuencia EcoRI/Xhol del vector de expresion pGEX4T-1 de E. coli

La Figura 11 es un electroforetograma de una transferencia Southern de los extractos de proteina completos de las
células de E. coli transformadas con los vectores de expresion recombinante pGEX4T-1-DLA y pGEX4T-1-DLA(D).

La Figura 12 es un electroforetograma de una transferencia Western de las proteinas de fusién GST purificadas
con y sin escision por trombina.

La Figura 13A es un grafico que demuestra que un extracto en bruto de un cultivo de E. coli que contiene FRIL
expresada estimula especificamente las células 3T3 de hFLK2/FLT3; la Figura 13B es un grafico que demuestra que
el mismo extracto no estimula las células 3T3 no transfectadas.

La Figura 14A es un histograma que demuestra que recFRIL purificada conserva las células mononucleares de la
sangre de la espina dorsal en funcién de la respuesta a la dosis; la Figura 14B es un histograma que demuestra que
recFRIL purificada conserva los precursores hematopoyéticos en funcién de la respuesta a la dosis.

La Figura 15 es un histograma que demuestra que la proteina codificada por un dcido nucleico de la invencidn es
suficiente para conservar las células madre in vitro, mientras que una mezcla de citocina no puede conservar dichas
células.

Descripcion detallada de las formas de realizacion preferidas

La presente invencion se refiere a un acido nucleico aislado que codifica una proteina que conserva las células
madre, y, por consiguiente, la invencién comprende ademds un método de utilizacién del acido nucleico para la pro-
duccion de la proteina codificada y un método de utilizacion de la proteina codificada para la conservaciéon de las
células madre.

Los solicitantes han aislado y secuenciado un 4cido nucleico que presenta la secuencia definida por la SEC. ID n°:
1, y homologos del mismo, incluyendo los homdlogos en otras especies. La invencién comprende ademds fragmentos
exclusivos del acido nucleico de la SEC. ID n® 1 y sus homélogos que codifican una proteina que presenta por lo
menos el 95% de identidad de la secuencia de aminodcidos con la secuencia de aminodcidos que comprende la SEC.
ID n°: 2; es capaz de unirse a un receptor flk2/flt3; y es capaz de conservar las células madre hematopoyéticas.

La proteina codificada por la secuencia de dcidos nucleicos definida por la SEC. ID n® 1 presenta la secuencia de
aminodcidos definida por la SEC. ID n°: 2. L a secuencia TNNVLQVT, forma parte de la SEC. ID n°: 2.

La expresién “Acido nucleico”, tal como se utiliza en la presente memoria, significa cualquier dcido desoxirribo-
nucleico (ADN) o 4cido ribonucleico (ARN) que codifica en su secuencia de nucleétidos una proteina como la descrita
en la presente memoria o uno de sus fragmentos exclusivos. El fragmento puede ser un oligonucleétido (es decir, de
aproximadamente 8 a aproximadamente 50 nucleétidos de longitud) o un polinucleétido (de aproximadamente 50 a
aproximadamente 2.000 o mas nucleétidos de longitud). Por ejemplo, los 4cidos nucleicos incluyen el ARN mensa-
jero (ARNm), el ADN complementario (ADNc), el ADN genémico, el ADN o ARN sintéticos y similares. El dcido
nucleico puede ser de una sola cadena o de doble cadena parcial o completamente (doble). Los dcidos nucleicos dobles
pueden ser homodobles o heterodobles.

La invencién comprende especificamente los 4cidos nucleicos que presentan una secuencia de nucledtidos que
comprende la secuencia definida por SEC. ID n°: 1, o un homélogo de la misma, o fragmentos exclusivos de la misma
que codifican una proteina que presenta por lo menos el 95% de identidad de la secuencia de aminoécidos con la
secuencia de aminodcidos que comprende la SEC. ID n°: 2; es capaz de unirse a un receptor flk2/flt3; y es capaz de
conservar las células madre hematopoyéticas. En la presente memoria, la secuencia de una molécula de dcido nucleico
que codifica la proteina se considera homéloga a una segunda molécula de dcido nucleico si la secuencia de nucleétidos
de la primera molécula de 4cido nucleico es por lo menos aproximadamente 30% homdloga, preferentemente por lo
menos aproximadamente 50% homodloga, y mds preferentemente por lo menos aproximadamente 65% homologa
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a la secuencia de la segunda molécula de acido nucleico. En el caso de los 4cidos nucleicos que presentan gran
homologia, la secuencia de nucleétidos de la primera molécula de 4cido nucleico es por lo menos aproximadamente
75% homologa, preferentemente por lo menos aproximadamente 85% homoéloga y mds preferentemente por lo menos
aproximadamente 95% homologa con la secuencia de nucleétidos de la segunda molécula de 4cido nucleico. Por
ejemplo, una prueba para la homologia de dos secuencias de dcido nucleico es si se hibridan en condiciones normales
de hibridacion, preferentemente en condiciones de hibridacion severas.

Dada la secuencia de acido nucleico descrita en la presente memoria, el especialista puede disefiar mds estructuras
de dcido nucleico que presenten funciones determinadas en varios tipos de aplicaciones. Por ejemplo, el especialista
puede construir oligonucleétidos o polinucleétidos para su utilizacién como cebadores en procedimientos de amplia-
cién de dcido nucleico, tal como la reaccién en cadena de polimerasa (PCR), la reaccién en cadena de ligasa (LCR), la
reaccion en cadena de reparacién (RCR), el ensayo de ligadura de oligonucleétidos de PCR (PCR-OLA) y similares.
Pueden construirse oligonucledtidos ttiles como sondas en estudios de hibridacién, tal como la hibridacién in situ.
Se conocen numerosos métodos para el marcado de dichas sondas con radioisétopos, etiquetas fluorescentes, enzi-
mas, restos de enlace (p. €j., biotina) y similares, de modo que las sondas de la invencién pueden adaptarse para facil
detectabilidad.

Los oligonucleétidos pueden asimismo disefiarse y prepararse para otros fines. Por ejemplo, la invencién permite
al especialista disefiar oligonucleétidos de cadena complementaria y oligonucledtidos de formacion triple y similares,
para su utilizacion en el estudio de las relaciones estructura/funcién. La recombinacién homéloga puede realizarse
mediante la adaptacion del 4cido nucleico de la invencidn para su utilizacién como medio de direccionamiento.

Como una nueva y especifica secuencia de nucledtidos descrita en la presente memoria, el especialista reconocera
que el 4cido nucleico puede producirse mediante cualquier proceso sintético o recombinante tal como es bien sabido en
la materia. Los dcidos nucleicos segtin la invencién pueden modificarse ademds para alterar las propiedades biofisicas o
bioldgicas mediante técnicas conocidas en la materia. Por ejemplo, el 4cido nucleico puede modificarse para aumentar
su estabilidad frente a las nucleasas (p. ej., “encapsulacién del extremo™) o para modificar su lipofilia, solubilidad
o afinidad de enlace a las secuencias complementarias. Los métodos para modificar 4cidos nucleicos para conseguir
fines especificos se describen en la materia, por ejemplo, en Sambrook et al. (1989). Ademads, el 4cido nucleico puede
incluir una o més partes de la secuencia de nucleétidos que no son codificantes de la proteina de interés.

El experto en la materia aprecia que, si una secuencia de aminodcidos (estructura primaria) es conocida, puede
entonces pueden construirse los dcidos nucleicos, presentando cada uno una secuencia que se diferencia de las demas
en por lo menos un nucleétido, pero donde cada dcido nucleico diferente codifica todavia la misma proteina. Por ejem-
plo, si una proteina se ha secuenciado pero su gen correspondiente no se ha identificado, el gen puede obtenerse por
ampliacién del ADN genémico utilizando un conjunto de cebadores degenerados que especifican todas las secuencias
posibles que codifican la proteina.

La proteina codificada por el dcido nucleico de la invencién y los andlogos operativos de la proteina codificada
son esencialmente puros. Para los fines de la presente memoria, la expresion “esencialmente pura” significa que la
protefna y los andlogos operativos estdn exentos de todas las cantidades residuales de otras proteinas asi como de los
materiales utilizados durante el procedimiento de purificacién. Una proteina se considera que es esencialmente pura si
es por lo menos el 85%, preferentemente por lo menos el 90% y mds preferentemente por lo menos el 95% pura. Los
métodos de purificacién de proteina son conocidos en la materia.

La determinacidn de si dos secuencias de aminodcidos son sustancialmente homdlogas se basa, para los fines de la
presente memoria, en las investigaciones por FASTA segtin Pearson et al. (1988). En la presente memoria, la secuencia
de aminoécidos de una primera proteina se considera que es homdloga con la de una segunda proteina si la secuencia
de aminodcidos de la primera proteina presenta por lo menos el 20% de identidad de la secuencia de aminoécidos,
preferentemente por lo menos aproximadamente el 40% de identidad y mas preferentemente por lo menos aproxima-
damente el 60% de identidad, con la secuencia de la segunda proteina. En el caso de las proteinas que presentan gran
homologia, la secuencia de aminodcidos de la primera proteina presenta por lo menos aproximadamente el 75% de
identidad de secuencia, preferentemente por lo menos aproximadamente el 85% de identidad y mas preferentemente
por lo menos aproximadamente el 95% de identidad, con la secuencia de aminodcidos de la segunda proteina.

La proteina codificada por el 4cido nucleico de la presente invencion puede ser un homélogo operativo. Una protei-
na se considera un homdlogo operativo de otra proteina para una funcién especifica, como la descrita a continuacion,
si el homdlogo presenta la misma funcién que la otra proteina. El homdlogo puede ser, por ejemplo, un fragmento de
la proteina o una sustitucién, adicién o mutante por delecién de la proteina.

Como es también conocido, es posible sustituir aminodcidos en una secuencia con aminoécidos equivalentes. Los
grupos de aminodcidos conocidos normalmente por ser equivalentes son:

(a) Ala(A), Ser(S), Thr(T), Pro(P), Gly(G);
(b) Asn(N), Asp(D), Glu(E), GIn(Q);
(c) His(H), Arg(R), Lys(K);
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(d) Met(M), Leu(L), Tle(T), Val(V); y
(e) Phe(F), Tyr(Y), Trp(W).

Las sustituciones, adiciones y/o deleciones en las secuencias de aminodcidos pueden realizarse siempre que la
proteina codificada por el 4cido nucleico de la invencién continde satisfaciendo los criterios operativos descritos en
la presente memoria. Una secuencia de aminodcidos que es sustancialmente la misma que otra secuencia, pero que
se diferencia de la otra secuencia mediante una o mas sustituciones, adiciones y/o deleciones, se considera que es
una secuencia equivalente. Preferentemente, menos del 50%, mds preferentemente menos del 25% y todavia més
preferentemente menos del 10%, del nimero de restos de aminoacidos en una secuencia puede sustituirse, afladirse o
eliminarse de la proteina codificada por el 4cido nucleico de la invencién.

Tal como se utiliza en la presente memoria, la expresion “célula madre” se refiere a cualquier célula somética
normal que presente la capacidad para generar descendencia operativa diferenciada por diferenciacién y proliferacion.
Las células madre comprenden precursores de cualquier sistema de tejido u 6rgano, incluyendo, pero sin limitarse a,
sangre, nervios, musculo, piel, intestino, hueso, rifién, higado, pancreas, timo y similares; tal como se utiliza en la
presente memoria, las células madre no son células embrionarias humanas. Las células precursoras se distinguen de
“las células diferenciadas”, estando definidas las dltimas como aquellas células que pueden o no presentar la capaci-
dad para proliferar, es decir, autorreplicarse, pero que no pueden experimentar diferenciacién adicional a un tipo de
células diferente en condiciones fisiolégicas normales. Ademads, las células madre se distinguen mds de las células
anormales como las células cancerosas, especialmente las células de leucemia, que proliferan (se autorreplican) pero
que generalmente no se diferencian més, a pesar de que parecen ser inmaduras o no diferenciadas.

Las células madre incluyen todas las células en una estirpe de diferenciacion y proliferacion antes de que la mayoria
de las células diferenciadas o completamente maduras. Por lo tanto, por ejemplo, los precursores comprenden el
precursor de la piel en el individuo maduro. El precursor de la piel es capaz de diferenciacidon solamente en un tipo de
célula, pero no es completamente maduro o completamente diferenciado.

La produccién de algunas células sanguineas maduras, operativas procede de la proliferacién y diferenciacion de
“precursores unipotenciales”, es decir, aquellos precursores que presentan la capacidad para preparar inicamente un
tipo de célula sanguinea. Para la produccién de glébulos rojos (eritrocitos), un precursor unipotencial denominado
“CFU-E” (unidad eritroide formadora de colonias) presenta la capacidad de generar dos a 32 células de descendencia
maduras.

Se han caracterizado varios otros precursores hematopoyéticos. Por ejemplo, las células precursoras hematopo-
yéticas comprenden aquellas células que son capaces de ciclos sucesivos de diferenciacion y proliferacion para dar
hasta ocho linajes de células hematopoyéticas maduras diferentes. En el extremo mds primitivo o indiferenciado del
espectro hematopoyético, las células madre hematopoyéticas comprenden las “células madre” hematopoyéticas. Estas
son células raras, que representan desde aproximadamente 1 en 10.000 a aproximadamente 1 en 100.000 de las células
de la médula 6sea, y las células mds primitivas presentan la capacidad de generar >10" células sanguineas maduras
de todas los linajes y son responsables de mantener la produccién de células sanguineas durante la vida de un animal.
Residen principalmente en la médula en estado latente y pueden formar células hijas idénticas mediante un proceso
denominado “autorrenovacion”. Por consiguiente, dichas células precursoras no comprometidas pueden describirse
como que son “totipotentes”, es decir, necesarias y suficientes ambas para generar todos los tipos de células sangui-
neas maduras. Las células precursoras que conservan capacidad para generar todas los linajes de células sanguineas
pero que pueden no autorrenovarse se denominan “pluripotentes”. Las células que pueden producir algunas pero no
todas los linajes sanguineos y pueden no autorrenovarse se denominan “multipotentes”.

La proteina codificada por el 4cido nucleico de la invencién sirve para conservar cualquiera de estas células pre-
cursoras, incluyendo las células precursoras unipotentes, las células precursoras pluripotentes, las células precursoras
multipotentes y/o las células precursoras totipotentes. La proteina es util para la conservacién y el mantenimiento de
las células precursoras en los tejidos hematopoyéticos asi como en los tejidos no hematopoyéticos, tales como los
mencionados anteriormente.

La proteina recombinante codificada por el dcido nucleico de la invencién es especialmente ttil en la conservacién
de los precursores hematopoyéticos en mamiferos tales como el hombre, ratones, ratas, etc. En el hombre, las células
precursoras hematopoyéticas pueden identificarse porque pertenecen a una clase de células definidas por su expresién
de un antigeno de la superficie celular denominado CD34. Estas células pueden denominarse células “CD34*”. En
el ratén, las células precursoras hematopoyéticas pueden denominarse células “Sca*Lin~”, reflejando su firma de
antigeno de la superficie celular. Otras especies de mamifero presentan propiedades de firma similares que identifican
células precursoras hematopoyéticas. Los precursores hematopoyéticos pueden identificarse también por su expresion
del receptor FLK2/FLT3.

Las células madre hematopoyéticas humanas que expresan el antigeno CD34 y/o el receptor FLK2/FLT3 se de-
nominan en la presente memoria “células precursoras primitivas”. Por consiguiente, las células precursoras primitivas
incluyen las células CD34*FLK2/FLT3", las células CD34 FLK2/FLT3" y las células CD34*FLK2/FLT3*. En cam-
bio, las células hematopoyéticas que no expresan el antigeno CD34 o el receptor FLK2/FLT3 (es decir las células
CD34"FLK2/FLT3") se denominan “células precursoras maduras”.
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Preferentemente, la proteina recombinante es eficaz para conservar las células precursoras que expresan el antigeno
CD34 y/o el receptor FLK2/FLT3. Las células precursoras pueden comprender células modificadas que expresen el
antigeno CD34 o los receptores FLK2/FLT3 en su superficie. En un caso preferido, la proteina presenta afinidad de
enlace significativa para el receptor FLK2/FLT3 en las células, en la que el enlace de la proteina con el receptor
FLK2/FLT3 media la inhibicién de la diferenciacion de las células. La proteina codificada por el 4cido nucleico de la
invencion se ha denominado “lectina interactuante con el receptor FLK2/FLT3”, en abreviatura “FRIL”, para describir
este fendmeno, pero esta designacion se utiliza por conveniencia y no debe entenderse que se atribuye por definicién
a cualquier propiedad especifica o a cualquier origen de la proteina.

La proteina recombinante media la “conservacién” de las células precursoras. Esto significa que la proteina inhibe
la diferenciacion de las células precursoras sin eliminar la poblacién celular precursora. En algunos casos, la inhibicién
de la diferenciacién estd acompaifiada de la proliferacién de la poblacién de células precursoras. En otros casos, la
inhibicion de la diferenciaciéon se produce sin proliferacion de la poblacion de las células precursoras. En particular,
inhibicién de los procesos de diferenciacién, significa que el péptido disminuye de manera significativa la cantidad
en que se diferencian las células y puede de hecho detener completamente estos procesos. Aunque el mecanismo
por el que actia la proteina no se entiende por si mismo, una posibilidad teérica es que la proteina mantiene las
células precursoras en estado latente o GO del ciclo celular. A diferencia del mecanismo existente de su actuacion, sin
embargo la proteina no conserva las células precursoras sin destruir las células en cantidades significativas. En este
sentido, la proteina recombinante se distingue de manera significativa de los factores que inhiben o interferencian con
los procesos celulares (p. e€j., replicacion del ADN, sintesis de proteina) y que producen por esta razon mortalidad
significativa de células.

Como resultado de la presente invencidn, numerosos servicios se hacen técnicamente posibles. El método de la
invencién puede incluir la puesta en contacto de las células precursoras con la proteina recombinante in vitro o ex
vivo. Los métodos “in vitro” incluyen los métodos tales como los métodos experimentales de laboratorio que se
realizan completamente fuera del cuerpo vivo. Aunque las células pueden obtenerse a partir de un organismo vivo
para su utilizacién in vitro, se entiende que las células no son devueltas al cuerpo. Los métodos in vitro se emplean
normalmente en instalaciones experimentales para la comprension avanzada de determinados sistemas. Los métodos
“ex vivo” comprenden los métodos clinicos en los que las células se manipulan fuera del cuerpo de un organismo,
por ejemplo, un paciente, con el fin especifico de volver a reemplazar algunas células en el organismo para conseguir
un fin terapéutico deseado. Los métodos “in vivo™ se realizan dentro del cuerpo del organismo, sin que requieran
explantacién o toma de muestras y manipulacién del tejido.

Por ejemplo, la proteina recombinante encuentra utilidad, entre otras, porque permite la conservacion ex vivo de
células precursoras hematopoyéticas aisladas de médula ésea normal o maligna (p. €j., leucémica). Por consiguiente,
la proteina puede emplearse en el cultivo de células mononucleares procedentes de una fuente de dichas células, por
ejemplo, de médula dsea, sangre de cordén umbilical, sangre de placenta o sangre periférica. La proteina recombi-
nante puede utilizarse junto con los factores de crecimiento tales como los factores estimulantes de colonias (CSF)
(p. €j., IL3, GM-CSEF, G-CSF, M-CSF), inteleucinas (p. ej., IL1 a IL18) y KL in vitro para producir selectivamente la
proliferacion y la diferenciacién terminal de precursores maduros mientras que se conserva una poblacion significati-
vamente enriquecida de precursores primitivos. Las patentes US n°® 5.472.867 y US n° 5.186.931 describen métodos
representativos de utilizacién de las CSF y las interleucinas (IL) para ampliar las poblaciones de células precursoras
en los contextos, respectivamente, de la quimioterapia del cidncer y de los trasplantes de médula 6sea. En un caso
preferido segun la presente invencion, el método puede incluir ademads la puesta en contacto de las células precursoras
con el ligando FLK2/FLT3 en una cantidad suficiente para ampliar selectivamente el nimero de células precursoras
sin producir su diferenciacion.

La proteina recombinante aumenta la supervivencia de las células precursoras cuando se cultiva in vitro. Por ejem-
plo, puede utilizarse un procedimiento de seleccién in vitro que implica la utilizacion de la proteina para conservar
las células precursoras en un estado sustancialmente latente en cultivo, mientras que se utiliza un agente citotdxico
que presenta toxicidad selectiva para la proliferacion de las células, p. ej., para destruir las células que pasan a través
del ciclo celular (“células del ciclo”). Los agentes citotéxicos adecuados incluyen, por ejemplo, los compuestos tales
como adriamicina, ciclofosfamida, taxol u otro taxano, cisplatino, 5-fluorouracilo y similares. El método es ttil para
conservar las células precursoras latentes. El método es eficaz incluso cuando las células precursoras estdn sustancial-
mente exentas de células de estroma, que se consideran que normalmente son necesarias para el mantenimiento de
la célula precursora y la propia reconstruccion hematopoyética. La proteina recombinante mejora la capacidad para
seleccionar operativamente las células madre ya sea solas o con otros factores. Dichos métodos de seleccién operativa,
incluyen el método descrito por Berardi et al. (1995) donde la seleccion se realiza utilizando una combinacién de KL
e IL3 con 5-FU.

Conservando las células precursoras en estado latente, la proteina codificada por el dcido nucleico de la invencién
conserva las células precursoras normales, mientras que se destruyen las células de ciclacién. Por ejemplo, purgando ex
vivo pueden utilizarse protocolos para eliminar selectivamente células neopldsicas dirigiendo la eliminacién de células
que se ciclan activamente. Una vez las células precursoras se han purgado de células malignas que se ciclan, pueden
retornarse al paciente y permitir que empiecen de nuevo la proliferacion y diferenciacién normales. En un escenario
especialmente Util, la proteina recombinante permite la seleccidon operativa de las células precursoras normales de una
médula 6sea leucémica.
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Dicha seleccidn y purificacion operativa de las células madre primitivas también puede utilizarse para permitir
procedimientos de trasplante alogénicos. En situaciones en que el tejido autélogo no estd disponible para el trasplante,
el cultivo de células alogénicas en presencia de la proteina codificada por el dcido nucleico de la invencién producird la
seleccion de células madre y la eliminacién de linfocitos T y de otras células efectoras. Esto permitird el trasplante de
precursores mientras que inhibe una reaccion de trasplante contra el huésped. Dichas células madre adquieren dentro
del receptor inmunolégico tolerancia de los antigenos con histocompatibilidad del receptor.

Es una ventaja adicional de la invencién que permite la conservacién de las células durante periodos y en condi-
ciones que permiten el envio de células, (por ejemplo, por correo, a localidades distantes para el trasplante).

La proteina recombinante también permite la manipulacién ex vivo de células precursoras hematopoyéticas pa-
ra su utilizacién en terapia génica conservando las células en cultivo liquido. Por ejemplo, conservando las células
precursoras hematopoyéticas en cultivo durante mas de dos semanas, la proteina permite el aumento de eficacia de
direccionamiento mediante los vectores viricos que introducen células no replicativas (p. ej. vectores tales como los
virus adenoasociados) y proporciona periodos mds prolongados para que la evaluacién de las poblaciones celulares
resultantes determinen la eficacia de transfeccién. De este modo, en otra forma de realizacién, el método puede utili-
zarse junto con los métodos de transfeccion de una secuencia de ADN exdgena en células somadticas. El método puede
incluir a continuacién células precursoras transfectantes selectivamente conservadas por la proteina recombinante.

La invencion también presenta utilidad juntamente con terapias, p. €j., terapias contra el cdncer, que emplean
irradiacién. Especificamente, debido a que la proteina recombinante conserva células precursoras en estado latente, la
administracién de la proteina recombinante a un paciente mamifero in vivo permite la utilizacién de concentraciones
crecientes de irradiacion total del cuerpo para eliminar las células neopldsicas, si bien dejando las células latentes
relativamente no afectadas. La proteina puede emplearse juntamente con otras sustancias citoprotectoras tales como
IL-1 para obtener un efecto aumentado o complementario.

Por lo tanto, el método puede implicar el tratamiento de un paciente mamifero que necesite de terapia hemato-
poyética. En particular, puede utilizarse la proteina recombinante para aumentar la competencia hematopoyética en
un mamifero, es decir, la capacidad del mamifero para generar elementos operativos de sangre madura. Por ejemplo,
puede extraerse del paciente una muestra de tejido que incluyen células precursoras hematopoyéticas. A continuacién
la muestra de tejido puede cultivarse ex vivo en un medio de crecimiento que contiene la proteina recombinante para
conservar los precursores, mientras que se permite que las células de ciclo proliferen, se diferencien y mueran. Las cé-
lulas cultivadas se enriquecen de manera significativa en células precursoras primitivas. Entre tanto, el mamifero puede
someterse a condiciones suficientes que efectiien la mieloablacidén, por ejemplo, irradiacién de la médula 6sea, irra-
diacién completa del cuerpo o mieloablacién producida quimicamente. Por dltimo, las células cultivadas enriquecidas
del precursor pueden administrarse o transfusionarse al mamifero después de la mieloablacién para generar compo-
nentes celulares de la sangre en el mamifero, reconstituyendo de este modo el sistema hematopoyético del mamifero.
El método puede utilizar una muestra de tejido que comprende sangre periférica, sangre del cordén umbilical, sangre
de placenta o médula dsea. Preferentemente, la muestra de tejido es autéloga para el mamifero. La muestra del tejido
puede estar por lo menos sustancialmente exenta de células de estroma.

Aunque se describe en la presente memoria como un procedimiento aut6logo, el médico experto reconocera que los
métodos pueden adaptarse facilmente para el trasplante de células precursoras enriquecidas de un individuo a otro. De
nuevo, cuando el tejido autélogo no esté disponible para el trasplante, pueden utilizarse células alogénicas de cultivo
en presencia de la proteina codificada para producir la seleccion de células madre y la eliminacién de linfocitos T y de
otras células efectoras. Las células precursoras trasplantadas adquieren en el receptor inmunolégico tolerancia de los
antigenos de histocompatiblidad del receptor, mitigando de este modo las reacciones trasplante contra huésped.

La invencién incluye ademds una composicion para conservar la viabilidad de las células precursoras ex vivo o in
vitro. La composicion comprende un medio de cultivo adecuado para el crecimiento y el mantenimiento de las células
del mamifero en el cultivo, junto con una cantidad de la proteina recombinante suficiente para conservar las células
precursoras tal como se describe en la presente memoria. Practicamente cualquier medio de cultivo celular o tisular
puede modificarse para la conservacién de los precursores de este modo. Se conocen medios de cultivo normalizados
adecuados, incluyendo, por ejemplo, el medio de Eagle esencial minimo (MEM), el medio de Eagle modificado por
Dulbecco (DMEM), el medio 5SA modificado de McCoy, el medio de Dulbecco modificado por Iscove (IMDM), el
medio 199, RPMI-1640, formulaciones variantes especializadas de estos medios y similares. Dichos medios pueden
enriquecerse utilizando sueros (por ejemplo, suero bovino fetal), tampones (p. ej., HEPES), hormonas, citocinas,
factores de crecimiento u otros componentes deseados. Numerosos medios estdn disponibles en el mercado, p. €j. en
Sigma Chemical Co., St. Louis, MO.

Receptéculos listos para utilizar, por ejemplo bolsas de sangre, bolsas de medio y frascos, placas de microvalora-
cién, matraces de cultivo tisular y celular, frascos para rodillo, matraces para agitacion, placas de cultivo y similares,
pueden proporcionarse asimismo con la proteina codificada por el 4cido nucleico de la invencién (con o sin medio de
cultivo u otros componentes activos) para activar el almacenamiento y/o cultivo de las células precursoras. La proteina
permite al especialista almacenar las células precursoras bajo refrigeracion, a temperatura ambiente o en un incubador
a 37°C. La capacidad de la proteina para conservar las células a temperatura ambiente es particularmente ttil para
transportar las células.
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Asimismo, las células precursoras en un mamifero pueden conservarse in vivo. En este método, el procedimiento
comprende la administracién al mamifero de la proteina recombinante en una cantidad suficiente para conservar las
células precursoras del mamifero en un estado sustancialmente no proliferante. El mamifero se expone a continua-
cién a condiciones mieloablativas suficientes para efectuar la extirpacidn de las células mieloides proliferantes pero
reservando las células precursoras no proliferantes. Después del tratamiento de extirpacion, se restablece la prolifera-
cién o diferenciacion de las células precursoras conservadas, administrando al mamifero normalmente una citocina en
una cantidad suficiente para mejorar la viabilidad de las células precursoras. Las citocinas preferidas que mejoran la
viabilidad comprenden, por ejemplo el ligando FLK2/FLT3, IL1, IL3, IL6, IL11, KL o una combinacién de las mis-
mas. Segun este método, la proteina recombinante puede utilizarse para aumentar las técnicas aut6logas de trasplante
de médula 6sea en las que las dosis letales de radiacién y/o quimioterapia son seguidas por reinfusion de la médula
almacenada.

Una cantidad eficaz de proteina recombinante puede administrarse a un mamifero por cualquier método conve-
niente, tal como las vias parenterales, p. €j., inyeccién intravenosa, o rutas entéricas, por ejemplo, administracién oral.
Es de esperar que las vias de administracion oral sean utiles ya que las lectinas de procedencia natural resisten tipi-
camente la degradacion oral/géstrica, y pueden presentar biodisponibilidad sustancial por este método (Pusztai et al.
1995). El especialista experto reconoce la utilidad y las limitaciones de varios métodos de administracién y puede
ajustar la dosificacién consecuentemente.

Otros servicios terapéuticos también se presentan al médico general experto a medida que permite la invencion.
Dichos otros servicios incluyen, por ejemplo, la propagacién de las poblaciones de células madre ex vivo para aumen-
tar las posibilidades de trasplante, la mejora de las condiciones para transportar y almacenar las células madre y la
eliminacién de una barrera fundamental que permite la terapia génica para tratar y curar un amplio espectro de enfer-
medades hematoldgicas que limitan la vida tal como la anemia depranocitica y la talasemia.

La proteina codificada por el dcido nucleico de la invencion puede utilizarse también como sonda especifica para
la identificacién o localizacién de las células madre. Dado que la proteina se une especificamente a las células madre
primitivas, una composicién que comprende la proteina ligada a un grupo detectable tal como un marcador fluorescente
puede utilizarse para marcar especificamente e identificar las células madre. Por lo tanto, la clasificacién celular para
aislar células madre puede realizarse, como puede la localizacion histolégica de las células madre en los tejidos y
otros métodos conocidos en la materia. El especialista experto puede seleccionar el tipo o grupo marcador que debe
emplearse y el método de aislamiento de las células segtin la tarea que debe realizarse, ya que numerosos métodos de
marcado de proteinas son conocidos en la materia.

La proteina codificada por el dcido nucleico de la invencién puede utilizarse para aislar las células madre que
expresan FLK2/FLT3-R. La proteina estd ligada preferentemente a un grupo quimico o a un objeto para ayudar al
aislamiento. Por ejemplo, la proteina puede estar quimicamente ligada a perlas magnéticas. La naturaleza multivalente
de la proteina es particularmente util para el aislamiento de células, tal como los precursores hematopoyéticos primi-
tivos, que expresan bajos niveles de FLK2/FLT3-R (es decir, menos de aproximadamente 5.000 receptores/células).
Similares métodos que utilizan anticuerpos ligados a perlas magnéticas requieren concentraciones significativamente
mads elevadas de receptores de la superficie celular.

Preparacion y utilizacion del dcido nucleico de la invencion

La secuencia de 4cido nucleico de la invencién puede aislarse de una fuente natural, tal como la que procede de las
leguminosas. Las legumbres tales como el guisante de jardin o la alubia comun son plantas (“plantas leguminosas™)
de una familia (Leguminosae) de hierbas dicotiledéneas, arbustos y drboles que llevan nédulos (bacterias fijadoras de
nitrégeno) en sus raices. Estas plantas estdn asociadas normalmente con otras semillas (p. €j., tal como el guisante
de jardin o la alubia comun, etc.). Mds especificamente, el dcido nucleico puede aislarse de miembros de la familia
Phaseoleae. En particular, el acido nucleico puede obtenerse a partir de Dolichos lab lab, conocido como jacinto y
otras denominaciones comunes en todo el mundo, de variedades de la alubia comtn (Phaseolus vulgaris), p. €j., alubias
rojas de rifién, alubias blancas de rifién, etc. y a partir de Vigna sinensis, conocido vulgarmente como judia carilla.
En su forma natural aislada de dichas fuentes naturales, el dcido nucleico parece codificar una lectina de legumbre
especifica para manosa/glucosa. Un aislamiento a titulo de ejemplo del 4cido nucleico de la invencién procedente de
Dolichos lab lab se describe a continuacidn en la presente memoria.

El gen completo o los fragmentos adicionales del gen se aislan preferentemente utilizando la secuencia de ADN
conocida o un fragmento de la misma como sonda. Para hacer esto, los fragmentos de restriccién de un banco genémico
o de ADNCc se identifican mediante hibridacién de Southern utilizando sondas de oligonucleétido marcado procedentes
de la SEC. ID n°: 1.

El ADN segtin la invencién puede también sintetizarse quimicamente por métodos conocidos en la materia. Por
ejemplo, el ADN puede sintetizarse quimicamente a partir de los cuatro nucleétidos en conjunto o en parte por mé-
todos conocidos en la materia. Dichos métodos incluyen los descritos en Caruthers (1985). E1 ADN puede también
sintetizarse preparando oligonucledtidos solapantes de doble cadena, llenando en los huecos y ligando los extremos.
Véase, generalmente, Sambrook et al. (1989) y Glover et al. (1995).
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El ADN que expresa los homélogos operativos de la proteina puede prepararse a partir del ADN natural por
mutagénesis dirigida al sitio. Véase, por ejemplo, Zoller et al. (1982); Zoller (1983); y Zoller (1984); McPherson
(1991).

El ADN obtenido puede ampliarse por métodos conocidos en la materia. Un método conocido es el método de
la reaccion en cadena de polimerasa (PCR) descrito en Saiki et al. (1988), Mullis et al., patente US n° 4.683.195
y Sambrook et al. (1989). Es conveniente ampliar los clones en los vectores lambda-gt10 o lambda-gt11 utilizando
los oligémeros especificos para lambda-gt10 o lambda-gtl1 como amplimeros (disponible en Clontech, Palo Alto,
CA).

Pueden prepararse asimismo estructuras de dcido nucleico sintético mayores con servicios especificos y recono-
cibles segun la invencién. Por ejemplo, son conocidos los vectores (p. €j., vectores de expresién recombinante) que
permiten la incorporacién de dcidos nucleicos de interés para clonacién y transformacién de otras células. Dichos
vectores (p. €j., pldsmidos, fagos, cdsmidos, etc.) pueden incorporar la secuencia de nucledtidos de la invencion, o el
gen para la expresion de la proteina codificada por el dcido nucleico de la invencién.

El ADN de la invencién puede replicarse y utilizarse para expresar la proteina recombinante después de la insercién
en una amplia variedad de células huésped en una amplia variedad de clonacién y de vectores de expresion. El huésped
puede ser procaridtico o eucariético. E1 ADN puede obtenerse de fuentes naturales, y opcionalmente, modificarse. Los
genes pueden sintetizarse también en conjunto o en partes.

Los vectores de clonacidon pueden comprender segmentos de secuencias de ADN cromosémicas, no cromosdémicas
y sintéticas. Dichos vectores de clonacién procariéticos adecuados comprenden plasmidos de E. coli, tales como colE1,
pCR1, pBR322, pMB9, pUC, pKSM y RP4. Los vectores procaridticos comprenden también derivados del ADN del
fago tales como M13fd y otros fagos filamentosos de ADN de una sola cadena.

Los vectores para la expresién de proteina en bacterias, especialmente E. coli, son asimismo conocidos. Dichos
vectores comprenden el pK233 (o cualquiera de la familia tac de plasmidos), T7 y lambda P, . Ejemplos de vectores
que expresan proteinas de fusién son los vectores PATH descritos en Dieckmann y Tzagoloff (1985). Estos vectores
contienen secuencias de ADN que codifican la antranilato sintetasa (TrpE) seguido de un polienlazador en el terminal
carboxi. Otros sistemas de vector de expresion estdn basados en la beta-galactosidasa (pEX); la proteina de fijacién a
la maltosa (pMAL); glutatién S-transferasa (pGST). Véase, por ejemplo, Smith (1988) y Abath (1990).

Estan disponibles vector utiles para la clonacion y expresién en levadura. Un ejemplo adecuado es el plasmido del
circulo de 2u.

Son también conocidos para su utilizacién en las células de mamifero los vectores de clonacién/expresién ade-
cuados. Dichos vectores incluyen derivados bien conocidos derivados de secuencias de ADN derivadas de SV-40,
adenovirus, citomegalovirus (CMV). Algunos de dichos vectores, cuando se acoplan con vectores procedentes de una
combinacién de plasmidos y de ADN de fago, es decir, vectores lanzadera, permiten el aislamiento y la identificacién
de secuencias de codificacién de proteinas en procariotas.

Se conocen en la materia vectores de expresion eucaritica adicionales (p. €j., Southern et al. (1982); Subramani
et al. (1981); Kaufmann et al. (1982a); Kaufmann et al. (1982b); Scahill et al. (1983); Urlaub et al. (1980).

Los vectores de expresion utiles para la presente invencidn contienen por lo menos una secuencia de control de
expresion que estd operativamente ligada a la secuencia del ADN o el fragmento que debe expresarse. La secuencia
de control se inserta en el vector para controlar y regular la expresion de la secuencia clonada del ADN. Ejemplos de
secuencias utiles de control de expresion son el sistema lac, el sistema trp, el sistema tac, el sistema trc, el operador
principal y las zonas activadoras del fago lambda, la zona de control de la proteina de revestimiento fd, los activadores
glucoliticos de levadura, p. ej., el activador para la 3-fosfoglicerato cinasa, los activadores de fosfatasa 4cida de leva-
dura, p. €j., PhoS5, los activadores de los factores de emparejamiento alfa de levadura y los activadores procedentes del
polioma, adenovirus, retrovirus y virus de simio, p. €j., los activadores precoz y tardio o SV40 y otras secuencias co-
nocidas para controlar la expresion de los genes de las células procaridticas o eucaridticas y sus virus o combinaciones
de los mismos.

Los huéspedes de expresion ttiles incluyen células procariéticas y eucaridticas bien conocidas. Algunos huéspedes
procaridticos adecuados comprenden, por ejemplo, E. coli, tal como E. coli SG-936, E. coli HB101, E. coli W3110, E.
coli X1776, E. coli X2282, E. coli DHI y E. coli MRCI, Pseudomonas, Bacillus, tales como B. subtilis y Streptomyces.
Las células eucaridticas adecuadas comprenden células de levaduras y otros hongos, de insectos y de animales, tales
como las células COS vy las células CHO, las células humanas y las células vegetales en cultivo tisular.

Proteinas de fusion

La proteina puede expresarse en forma de una proteina de fusién con un socio de fusiéon apropiado. El socio
de fusién facilita preferentemente la purificacién y la identificacién. Pueden conseguirse rendimientos aumentados
cuando el socio de fusion se expresa naturalmente en la célula huésped. Algunos socios de fusion utiles incluyen la
beta-galactosidasa (Gray et al. 1982); trpE (Itakura et al. 1977); proteina A (Uhlen ef al. 1983); glutatién S-transferasa
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(Johnson 1989; Van Etten et al. 1989); y la proteina de fijacién a la maltosa (Guan et al. 1987; Maina et al. 1988;
Riggs 1990).

Dichas proteinas de fijacién pueden purificarse por cromatografia de afinidad utilizando reactivos que se unen al
socio de fusion. El reactivo puede ser un ligando especifico del socio de fusiéon o un anticuerpo, preferentemente un
anticuerpo monoclonal. Por ejemplo, las proteinas de fusién que contienen beta-galactosidasa pueden purificarse por
cromatografia de afinidad utilizando una columna de anticuerpo anti-beta-galactosidasa (Ullman 1984). Asimismo, las
proteinas de fusién que contienen la proteina de fijacion a la maltosa pueden purificarse por cromatografia de afinidad
utilizando una columna que contiene amilosa reticulada; véase Guan, solicitud de patente europea 286.239.

Opcionalmente, el ADN que codifica la proteina de fusidn estd modificado genéticamente de modo que la proteina
de fusién contiene una secuencia escindible entre la proteina y el socio de fusién. La proteina puede aparecer en
el terminal amino o en el lado del terminal carboxi de la secuencia de escisién. Las secuencias de escisién tanto
quimicas como enzimadticas son conocidas en la materia. Ejemplos adecuados de secuencias que son enzimaticamente
escindibles incluyen las secuencias que son reconocidas especificamente y escindidas por la colagenasa (Keil et al.,
1975); enterocinasa (Hopp et al. 1988); factor Xa (Nagai et al. 1987); y trombina (Eaton et al. 1986). La colagenasa
escinde entre la prolina y X en la secuencia Pro-X-Gly-Pro en la que X es un aminoécido neutro. La enterocinasa
escinde después de la lisina en la secuencia Asp-Asp-Asp-Asp-Lys. El factor Xa escinde después de la arginina en la
secuencia Ile-Glu-Gly-Arg. La trombina escinde entre la arginina y la glicina en la secuencia Arg-Gly-Ser-Pro.

Los agentes de escisién quimicos especificos son también conocidos. Por ejemplo el bromuro de cianégeno escinde
a los restos de metionina en proteinas.

La proteina recombinante se purifica por métodos conocidos en la materia. Dichos métodos incluyen la croma-
tografia de afinidad que utiliza anticuerpos especificos. Alternativamente, la proteina recombinante puede purificarse
utilizando una combinacién de intercambio i6nico, expresion por tamafio en cromatografia de interaccién hidréfoba
utilizando métodos conocidos en la materia. Estos y otros métodos adecuados se describen, p. ej., en Marston (1987,
1990).

Pueden separarse mezclas de proteinas, por ejemplo, por SDS-PAGE segiin el método de Laemmli (1970). Los
pesos moleculares se determinaron resolviendo las bandas simples en SDS-PAGE y comparando sus posiciones con
las de patrones conocidos. Los técnicos en la materia entienden que el método debe ajustarse dentro de un intervalo
de 3 a 5%. Los pesos moleculares pueden variar ligeramente entre determinaciones.

Fragmentos y sondas

Asimismo, los fragmentos del dcido nucleico especificados como SEC. ID n°: 1, tales como cebadores y sondas
son ttiles como herramientas en numerosas técnicas de ingenierfa molecular. Los fragmentos pueden utilizarse como
cebador (“amplimero”) para ampliar selectivamente el dcido nucleico tal como el ADN genémico, el ARN total,
etc. El fragmento puede también ser un oligonucleétido complementario a una molécula de dcido nucleico diana, es
decir, el fragmento puede ser una sonda. En ambos casos, el oligonucleétido puede ser ARN o ADN. La longitud del
oligonucleétido no es critica, siempre que sea capaz de hibridarse con la molécula diana. El oligonucleétido deberia
contener por lo menos 6 nucleétidos, preferentemente por lo menos 10 nucleétidos, y, mds preferentemente por lo
menos 15 nucledtidos. No existe limite superior para la longitud del oligonucleétido. Los fragmentos mds largos son
mads dificiles de preparar y requieren tiempos de hibridacién mds prolongados. Por consiguiente, el oligonucleétido
no deberia ser mds largo de lo necesario. Normalmente, el oligonucleétido no contendrd mas de 50 nucleétidos,
preferentemente no mas de 40 nucleétidos, y, mds preferentemente, no mas de 30 nucleétidos.

Los métodos para determinar si una molécula sonda de 4cido nucleico reconoce a una molécula especifica de dcido
nucleico diana en una muestra son conocidos en la materia. Generalmente, una sonda marcada que es complementaria
con una secuencia de 4cido nucleico que se sospecha que estd en una muestra se prepara. Preferentemente, la molécula
de 4cido nucleico diana estd inmovilizada. La presencia de la sonda hibridada con la molécula de 4cido nucleico diana
indica la presencia de la molécula de acido nucleico en la muestra. Ejemplos de métodos de andlisis adecuados se
describen en Dallas et al. (1975); Grunstein et al. (1975); 1a patente US n°® 4.731.325, patente US n° 4.683.195, patente
US n° 4.882.269 y publicacién PCT WO 90/01069.

Las sondas descritas anteriormente estdn marcadas segin métodos conocidos en la materia. La etiqueta puede ser
un dtomo radioactivo, una enzima o un grupo croméforo.

Los métodos para marcar sondas de oligonucleétido han sido descritos, por ejemplo, en Leary et al. (1983); Renz
et al. (1984); Richardson et al. (1983); Smith er al. (1985); y Meinkoth et al. (1984).

El marcador puede ser radioactivo. Algunos ejemplos de marcadores radioactivos ttiles comprenden P, 1, 3!
y *H. La utilizacién de marcadores radioactivos ha sido descrita en el documento de patente UK n° 2.034.323 y las
patentes US n°® 4.358.535 y n°® 4.302.204.

Algunos ejemplos de marcadores no radioactivos incluyen enzimas, croméforos, dtomos y moléculas detectables
por microscopio electrénico e iones metalicos detectables por sus propiedades magnéticas.
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Algunos marcadores enzimaticos utiles comprenden enzimas que producen un cambio detectable en un sustrato.
Algunas enzimas ttiles y sus sustratos incluyen, por ejemplo, peroxidasa de rdbano picante (pirogalol y o-fenilen-
diamina), beta-galactosidasa (fluoresceina beta-D-galactopirandsido) y fosfatasa alcalina (5-bromo-4-cloro-3-indolil
fosfato/nitro azul de tetrazolio). La utilizacién de marcadores enzimaticos ha sido descrita en el documento UK n°
2.019.404 y EP 63.879, incorporado cada uno en la presente memoria como referencia y por Rotman (1961).

Los croméforos dtiles incluyen, por ejemplo, moléculas fluorescentes, quimioluminiscentes y bioluminiscentes, asi
como tintes. Algunos croméforos especificos ttiles en la presente invencién comprenden, por ejemplo, fluoresceina,
rodamina, rojo de Texas, ficoeritrina, umbeliferona y luminol.

Los marcadores pueden conjugarse con el anticuerpo o sonda de nucledtido por métodos que son bien conocidos
en la materia. Los marcadores pueden unirse directamente mediante un grupo funcional en la sonda. La sonda contiene
o puede estar producida para que contenga dicho grupo funcional. Algunos ejemplos de grupos funcionales adecuados
incluyen, por ejemplo, amino, carboxilo, sulthidrilo, maleimida, isocianato e isotiocinato.

Alternativamente, los marcadores tales como enzimas y moléculas croméforas pueden conjugarse con anticuerpos
o nucledétidos por medio de agentes de acoplamiento, tales como dialdehidos, carbodiimidas, dimaleimidas y similares.

El marcador puede también conjugarse con la sonda mediante un ligando acoplado a la sonda mediante un método
descrito anteriormente y un receptor para que el ligando se acople al marcador. Cualquiera de las combinaciones
ligando-receptor conocidas es adecuada. Algunos pares de ligando-receptor adecuados comprenden, por ejemplo,
biotina-avidina o -estreptavidina y anticuerpo-antigeno. La combinacién biotina-avidina es la preferida.

En cualquier caso, los métodos para la preparacion y utilizacion de sondas de dcido nucleico estdn bien documen-
tadas en la materia. Por ejemplo, véase Keller ef al. (1993) y Hames et al. (1995).

Los siguientes ejemplos se proporcionan para ayudar a una comprension adicional de la invencién. Los materiales
y condiciones particulares empleados se pretende que sean mds ilustrativos de la invencion.

Ejemplo 1
Aislamiento del ARN vy sintesis del ADNc

Se prepar6 ARN completo a partir de semillas de Dolichos lab lab a media maduracién almacenadas a -70°C
siguiendo el procedimiento de Pawloski et al. (1994). Se obtuvo poli (A*) ARN procedente de este ARN completo
utilizando el sistema de aislamiento de ARNm PolyATract (Promega) segtin las instrucciones del fabricante. Se utilizé
transcriptasa inversa de virus de mieloblastosis aviar (Promega) para generar ADNc de 0,5 ug de poli(A*)ARN, o 3,0
pg de ARN completo, utilizando 1 g de oligo(dT) en condiciones de reaccién normales (Sambrook et al. 1989).

Ejemplo 2A
Reaccion en cadena de polimerasa y clonacion del ADNc

Basandose en la secuencia de aminodcidos publicada por Gowda et al. (1994), se disefiaron dos cebadores de
oligonucledtido degenerados utilizando el codén Phaseolus (Devereux et al. 1984):

MLA AA (AG) TT (TC) GA (TC) CC (AT) AA (TC) CA (AG) GA (AG) GA (SEC. ID n°: 3)
MLZ TT (AT) CC (AG) TT (TC) TGCCA (AG) TCCCA (SEC. ID n°: 4)

Se amplié un producto de 500+ bp procedente del ADNc preparado como se describe en el Ejemplo 1, mediante
30 ciclos de reaccién en cadena de polimerasa (PCR), comprendiendo cada ciclo 40 s a 94°C, 40 s a 50°C, 60 s a 72°C
seguido de una etapa de ampliacién a 72°C durante 10 min. Las reacciones se realizaron en 50 ul que contenia 30
pmoles de cada cebador, desoxirribonucleétidos 0,2 mM y 0,5 unidades de AmpliTaq polimerasa (Perkin Elmer) en el
correspondiente tamp6n.

El producto de 500 bp obtenido por PCR se cloné en el vector de clonacién, pCR2.1 (Invitrogen) y se secuenci6

mediante la terminacién de la cadena de dideoxi secuenasa (United States Biochemicals) utilizando los siguientes
cebadores:

GTACCGAGCTCGGAT (SEC.IDn": 5)
TCTAGATGCATGCTCGAG (SEC. ID n*: 6)

Esta secuencia se denominé “FRILa”, en relacién con el gen que codifica la proteina de interés, denominado
“FRIL” como se indicé anteriormente.
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Ejemplo 2B
Basandose en la secuencia del producto amplificado por FRILa, se preparé un cebador especifico:
MLX GTTGGACGTCAATTCCGATGTG (SEC.ID n* 7)

Se preparé también un cebador degenerado correspondiente a los primeros cinco aminodcidos de la secuencia
publicada por Gowda et al. (1994):

MLI  GC (TC) CA (AG) TC (TC) CT (TC) TC (TC) TT (SEC. ID n°: 8)

Los cebadores MLX y MLI se utilizaron en combinacién para ampliar un producto de 480 bp del ADNc prepa-
rado como en el Ejemplo 1, mediante 30 ciclos PCR utilizando las mismas condiciones descritas anteriormente. Este
fragmento secundario ampliado se cloné en el vector pCR2.1 y se secuencié como se describié anteriormente y se
denominé “FRILb”.

Ejemplo 2C

El extremo 3’ de FRIL se obtuvo mediante ampliacion rdpida de los extremos del ADNc por reaccion en cadena de
polimerasa (RACE-PCR) (véase, p. €j., Frohman 1990) utilizando el RACEKIT 5°/3” (Boehringer Mannheim) segtin
las instrucciones del fabricante. En la sintesis de ADNc para el RACE 3’, se utiliz6 un cebador (“AP”) con anclaje
oligo(dT) suministrado con el kit, a una concentracién de 32,5 uM, utilizando las condiciones normales descritas
anteriormente en el Ejemplo 1.

AP GACCACGCGTATCGATGTCGAC (SEC.IDn": 9)

Se realizaron ampliaciones por PCR anidadas utilizando el cebador con anclaje AP en combinacién con un cebador
especifico que presenta la secuencia siguiente:

MLB AAGTTAGACAGTGCAGGAAAC (SEC. ID n°: 10)

Las condiciones de ampliacién fueron otra vez 30 ciclos de 40 s a 94°C, 40 s a 55°C, 60 s a 72°C cada uno, con
una etapa de ampliacién a 72°C durante 10 min. Se obtuvo un producto de 900+ bp, que se subclon6 en PCR2.1 y se
secuencié como se describié anteriormente, y se denominé “FRILc” (SEC. ID n°: 1).

Ejemplo 2D

Para obtener el clon del ADNc completo, se utilizé el cebador AP con anclaje en combinacién con un cebador
especifico correspondiente a los primeros 5 aminoécidos codificados en el terminal 5’:

MLII GCACAGTCATTGTCATTTAG (SEC.IDn" 11)

Se obtuvo el ADNc completo mediante 30 ciclos de PCR, comprendiendo cada ciclo 60 s a 94°C, 60 s a 58°C,
90 s a 72°C, con una etapa de ampliacién a 72°C durante 10 min. Se realizé la reaccién en 100 ul que contenia 30
pmol de cada cebador, desoxirribonucleétido 0,2 mM, 1,0 unidad de Pfu polimerasa (Stratagene). Se disefiaron los
cebadores MLII y AP para generar una secuencia EcoRI en cada extremo (3’ y 5°) de la secuencia del polinucleétido.
El ADNc completo se ligé en la secuencia EcoRI del vector de clonacién pCR2.1, dando como resultado el producto
final “pCR2.1-DLA” ilustrado esquemdticamente en la Figura 1.
Ejemplo 3

Secuencia de nucleotidos de FRIL

El clon FRILc obtenido como se describe en el Ejemplo 2C se secuencié completamente utilizando el método de
terminacion de la cadena didesoxi. La secuencia de nucleétidos del ADNc completo es:

14



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

1 GCACAGTCAT TGTCATTTAG TTTCACCAAG TTTGATCCTA ACCAAGAGGA
S1  TCTTATCTTC CAAGGTCATG CCACTTCTAC AAACAATGTC TTACAAGTCA
101 CCAAGTTAGA CAGTGCAGGA AACCCTGTGA GTTCTAGTGC GGGAAGAGTG
151 TTATATTCTG CACCATTGCG CCTTTGGGAA GACTCTGCGG TATTGACAAG
201 CTTTGACACC ATTATCAACT TTGAAATCTC AACACCTTAC ACTTCTCGTA
251 TAGCTGATGG CTTGGCCTTC TTCATTGCAC CACCTGACTC TGTCATCAGT
301 TATCATGGTG GTTTTCTTGG ACTCTTTCCC AACGCAAACA CTCTCAACAA
351 CTCTTCCACC TCTGAAAACC AAACCACCAC TAAGGCTGCA TCAAGCAACG
401 TTGTTGCTGT TGAATTTGAC ACCTATCTTA ATCCCGATTA TGGTGATCCA
451 AACTACATAC ACATCGGAAT TGACGTCAAC TCTATTAGAT CCAAGGTAAC
501 TGCTAAGTGG GACTGGCAAA ATGGGAAAAT AGCCACTGCA CACATTAGCT
551 ATAACTCTGT CTCTAAAAGA CTATCTGTTA CTAGTTATTA TGCTGGGAGT
601 AAACCTGCGA CTCTCTCCTA TGATATTGAG TTACATACAG TGCTTCCTGA
651 ATGGGTCAGA GTAGGGTTAT CTGCTTCAAC TGGACAAGAT AAAGAAAGAA
701 ATACCGTTCA CTCATGGTCT TTCACTTCAA GCTTGTGGAC CAATGTGGCG
751 AAGAAGGAGA ATGAAAACAA GTATATTACA AGAGGCGTTC TGTGATGATA
801 TATGTGTATC AATGATTTTC TATGTTATAA GCATGTAATG TGCGATGAGT
851 CAATAATCAC AAGTACAGTG TAGTACTTGT ATGTTGTTTG TGTAAGAGTC
901 AGTTTGCTTT TAATAATAAC AAGTGCAGTT AGTACTTGT
(SEC.ID. n° 1)

La secuencia de nucledtidos de FRIL permitié la deduccidén de una secuencia derivada de aminoécidos para la

proteina FRIL:

ES 2 265 663 T3

AQSLSFSFTK FDPNQEDLIF QGHATSTNNV LQVTKLDSAG NPVSSSAGRV

LYSAPLRLWE DSAVLTSFDT IINFEISTPY TSRIADGLAF FIAPPDSVIS

YHGGFLGLFP NANTLNNSST SENQTTTKAA SSNVVAVEFD TYLNPDYGDP

NYIHIGIDVN SIRSKVTAKW DWQNGKIATA HISYNSVSKR LSVTSYYAGS

KPATLSYDIE LHTVLPEWVR VGLSASTGQD KERNTVHSWS FTSSLWTNVA

KKENENKYIT RGVL

(SEC. ID. n°2)

En la Figura 2 se presenta una ilustracién comparativa de la secuencia derivada de aminoacidos FRIL con la
secuencia de aminodcidos descrita de la manosa lectina determinada por Gowda et al. (1994). La tnica secuencia
procedente de la proteina FRIL comprende los dominios que corresponden directamente y con homologia sustancial
a la subunidad a (SEC. ID n°®: 12) y a la subunidad 8 (SEC. ID n°: 13) de la proteina descrita por Gowda et al. (1994).
Cuando la subunidad S de la proteina de Gowda ef al. se asigna al dominio N-terminal y es seguida linealmente por la
subunidad a, el ordenamiento de los polipéptidos presenta homologia con otras lectinas de la legumbre. Sin embargo,
la secuencia derivada de aminodcidos FRIL comprende una insercién de siete restos de aminoacidos (aa27-34) que
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no aparece en la proteina descrita por Gowda et al. En la Figura 2 son asimismo facilmente discernibles otras varias
diferencias entre las secuencias de aminodcidos de las dos proteinas.

Ejemplo 4
Mutagénesis especifica para el sitio

Para establecer funcionalmente los homdélogos de la proteina codificados por el ADNc de FRIL, se realizé una
mutacién en el clon del ADNc del FRIL. Los dominios de la proteina derivada y la lectina del guisante que incluyen
la secuencia de mutacién se presentan a continuacion:

FRIL .YLNPDYG.DPNYIHIGIDV (SEC. ID n°: 14)
Guisante FY NAAWDPSNRDRHIGIDV (SEC.ID n°: 15)

Es sabido que el resto de asparagina (la “N” resaltada) en la lectina del guisante estd implicado en el enlace a su
ligando del sacérido. La correspondiente asparagina en FRIL (posicién 141 de la secuencia de aminoécidos, basada
en la secuencia que incluye el péptido sefal de 15 aminoécidos) se muté a acido aspartico (“D”). Esta mutacion se
denominé “N141D” por conveniencia.

Para introducir la mutacion, se realiz6 la PCR recombinante (Higuchi 1990). Se realizaron dos reacciones por
PCR por separado del ADNc completo utilizando dos cebadores que contienen la misma mutacién y producen dos
productos con una zona solapante:

Mutl CCATAATCGGGATCAAGATAGGTG (SEC. ID n°: 16)
MutlII CACCTATCTTGATCCCGATTATGG (SEC.ID n": 17)

Se purificaron los productos por PCR primaria con el kit de purificaciéon por PCR QIAquick (QIAGEN), segtin
las instrucciones del fabricante. Se combinaron a continuacién los productos primarios solapantes y se ampliaron
conjuntamente en una Unica segunda reaccion utilizando cebadores de flanqueamiento:

M1 Forw  AACTCAGCCGCACAGTCATTGTCA (SEC. ID n®: 18)
APEcoRl  GAATTCGACCACGCGTATCGATGTCGAC (SEC. ID n®: 19)

Se realizaron tanto las reacciones por PCR primarias como las secundarias en 100 ul que contenian 50 pmoles de
cada cebador, desoxirribonucleido 0,4 mM y 1,0 unidad de Pfu polimerasa (Stratagene) en el tamp6n correspondiente.
La reaccién PCR primaria ampli6 los dos fragmentos separados en 30 ciclos, comprendiendo cada ciclo 40 s a 94°C,
40 s a 50°C, 60 s a 72°C, con una etapa de ampliacién a 72°C durante 10 min. La reaccién PCR segunda ampli6 el
fragmento recombinante en 12 ciclos utilizando las mismas condiciones descritas anteriormente.

El fragmento completo resultante contenia la mutacién. El producto mutado recombinante se cloné en la secuencia
EcoRI del vector de clonacién pCR2.1, como se ilustré esquemdticamente en la Figura 3, y se secuencié como se
describi6 anteriormente. Este plasmido se denomina “pCR2.1-DLA(D)”.

Ejemplo 5

Construccion de vectores de expresion vegetales y transformacion de Nicotiana tabacum

Se utilizé PCR recombinante para modificar los extremos 5° tanto de los clones de FRIL natural como mutante, para
introducir un péptido sefial para la introduccién de la proteina en el reticulo endoplasmico. Siguiendo el procedimiento
de Higuchi (1990), se ampliaron la secuencia que codifica el péptido sefal y los clones de ADNc completos en dos
reacciones PCR primarias independientes. Se obtuvo la secuencia del péptido sefial a partir de la ampliacién del vector
pTA4 binario, que alberga la secuencia completa del gen inhibidor de @-amilasa (Hoffman et al. 1982; Moreno et al.
1989).

Se utilizaron los siguientes cebadores para la ampliacion de la secuencia del péptido sefial:

Sigforw GAATTCATGGCTTCCTCCAAC (SEC. ID n°: 20)
Sigrev TGACTGTGCGGCTGAGTTTGCGTGGGTG (SEC.ID n": 21)

Los cebadores M1Forw (SEC. ID n°®: 18) y APEcoRI (SEC. ID n°: 19) utilizada para la ampliaciéon del ADNc de
FRIL en el Ejemplo 4 anterior, se utilizaron de nuevo para ampliar el ADNc de FRIL.

Los cebadores utilizados para las reacciones secundarias fueron Sigforw y APEcoRI, que se disefiaron para generar
las secuencias EcoRI en los extremos 5° y 3’. Las reacciones de PCR tanto primaria como secundaria se realizaron
como se expuso anteriormente para la mutagénesis dirigida al sitio.
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El producto natural SpDLA recombinante se clond en la secuencia EcoRI del vector de clonacién pBluescriptSK+
(Stratagene) para dar el vector pBS-SpDLA, como se muestra en la Figura 4. Se clon6 el mutante SpDLA(D) en la
misma secuencia del vector de clonacién pCR2.1 para dar el vector pCR2.1-SpM1, como se muestra en la Figura 5.
La secuencia de nucleétidos de cada producto de PCR se determiné como se describi6 anteriormente para verificar el
acoplamiento correcto del péptido sefial. La secuencia de nucle6tidos de SpDLA estd definida por SEC. ID n®: 22 y la
secuencia de aminodacidos derivada esta definida por SEC. ID n°: 23.

Ejemplo 6

Se construy6 un vector binario para la expresion especifica de la semilla de FRIL. Para la expresion de la semilla, se
clond el activador vicilina obtenido a partir del pCW66 (Higgins et al. 1988) en las secuencias EcoRl/Kpnl del vector
de expresion pBIN19 vegetal, para formar pBINVicPro, como se ilustra en la Figura 6. Corriente abajo del activador
vicilina, se ligé la secuencia SpDLA del ADNc en la secuencia EcoRI/Sacl dando lugar al pBINVicPro-SpDLA, que
se ilustra en la Figura 7. Se ligé el clon SpDLA(D) del ADNc mutado en la secuencia EcoRI del vector pBINVicPro
para dar pBINVicPro-SpDLA(D), que se ilustra en la Figura 8. No se afiadieron secuencias de terminacién adicionales,
basandose en cambio en los codones de terminacién y la secuencia de poliadenilacién de los clones DLA y DLA(D) del
ADNCc. Ambos vectores se transfirieron en la cepa LBA4404 de Agrobacterium tumefaciens segiin el procedimiento
de congelacién-descongelacion descrito por An et al. (1988).

La transformacion de los discos de la hoja de Nicotiana tabacum mediada por Agrobacterium se realizd y se
ensay6 como describe (Horsch et al. 1985) utilizando LBA4404 que alberga el vector de expresién pBINVicPro-
SpDLA (Figura 9) especifico para la semilla. Las plantas resistentes a kanamicina (resistencia que es comunicada por
transformacion con los vectores a base de pBIN19 que llevan el gen) se les puntué por su capacidad para formar raices
en dos etapas consecutivas de propagacion en el medio Murashige-Skoog que contiene 3% de sacarosa y 100 mg/ml
de sulfato de kanamicina (Sigma).

Ejemplo 7
Expresion del FRIL recombinante en E. coli

El ADNc natural de FRIL y los clones mutantes (sin péptidos sefial), se ligaron en la EcoRI/Sall y EcoRl/Xhol
del vector de expresion pGEX 4T-1 (Pharmacia), para formar los montajes de expresion pGEX-M1 y pGEX M1(D),
ilustrados respectivamente en las Figuras 9 y 10. La cepa de E. coli huésped, BL21(D3), se adquirié en Novagen, y se
transformé con el montaje anterior utilizando el método del cloruro célcico (véase Sambrook et al. 1989; Gelvin et al.
1988; Altabella et al. 1990; y Pueyo et al. 1995). La produccién del activador tac (Ptac) se consiguié afiadiendo IPTG
(isorpropil-B-D-tiogalactopirandsido) (Sigma) a una concentracién final de 1,0 mM cuando las células alcanzaron una
densidad 6ptica de 0,4 a 0,6 a 600 nm. Se dejaron desarrollar los cultivos durante 12 h a 37°C después de la adicién de
IPTG. Los cultivos no inducidos de referencia se mantuvieron en condiciones similares. Se lisaron las células mediante
tratamiento con 4 mg/ml de lisozima en solucién salina tamponada con fosfato que contenia TRITON® X-100 al 1%.

La proteina celular completa se extrajo en células de E. coli transformadas y se analizé en SDS-PAGE en un gel
al 15% utilizando un procedimiento normalizado (Sambrook ef al. 1989). Las células de 1 ml del cultivo de E. coli
se pusieron en suspension en el mismo volumen del tampén de carga (Tris HCl 50 mM pH 6,8, DTT 100 mM, SDS
al 2%, glicerol al 10%, azul de bromofenol al 0,1%) y se agitaron. Después de la transferencia a una membrana de
nitrocelulosa, se tifié la proteina con azul brillante R250 de Coomassie. En la Figura 11 se muestra una separacion
representativa, con las bandas identificadas en la banda 1, a continuacién.

TABLA 1
Clave para la Figura 11

Banda n°® Contenido

Marcador de masa molecular (Bio-Rad)

Extracto de proteina completo de BL21(D3) pGEX-M1 no inducido
Extracto de proteina completo de BL21(D3) pGEX-M1 inducido
Extracto de proteina completo de BL21(D3) pGEX-M1(D) no inducido
Extracto de proteina completo de BL21(D3) pGEX-M1(D) inducido

[ N OS B S

La separacién de las proteinas en la Figura 11 demuestra que las células inducidas (bandas 3, 5) ambas produjeron
un polipéptido abundante con una masa molecular de aproximadamente 60 kDa (indicada por una flecha). Las células
no inducidas no pudieron producir ninguna cantidad significativa de esta proteina (bandas 2, 4).
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Ejemplo 8
Purificacion de FRIL recombinante

Las células de E. coli inducidas (200 ml) descritas en el Ejemplo 7 se recogieron después de 12 h de induccién a
37°C por centrifugacién a 5.000 g durante 10 min. Se lavé el sedimento con Tris-HC1 50 mM pH 8,0, EDTA 2 mM
y se volvieron a poner en suspensioén en 1/10 vol. de tensioactivo TRITON al 1% en TBS (Tris 20 mM pH 7,5, NaCl
500 mM). Se lisaron las células afladiendo 4 mg/ml de lisozima y se incubaron a temperatura ambiente durante 30 a
60 min. Después de la centrifugacién a 5.000 g, se descart6 el sobrenadante que contenia las proteinas solubles totales
y el sedimento resultante, que comprende los cuerpos de inclusién y que contiene acumulada la proteina de fusién
recombinante, se extrajo con guanidina-HCl 8 M (Marston et al. 1993).

La proteina de fusidon recombinante solubilizada por guanidina-HCI se purific6 en perlas de GST-Sefarosa (Phar-
macia) segun las instrucciones del fabricante y se eluyé en 1 ml de glutatién reducido (Sigma). Las muestras de
las proteinas de fusién purificadas se escindieron con trombina (Novagen) utilizando 5 unidades de escisiéon/ml de
proteina de fusién purificada.

Para el andlisis de inmunotransferencia (transferencia Western), se separaron las proteinas purificadas por SDS-
PAGE de acuerdo general con el método descrito en el Ejemplo 7. Se equilibr6 el gel en tampén de transferencia
(Tris 25 mM pH 8,3, glicina 192 mM, MeOH al 20%) y se transfirié sobre nitrocelulosa (Bio-Rad) durante 1 h a
100 V utilizando el aparato de electrotransferencia de Bio-Rad. Se bloqued el enlace no especifico incubando las
transferencias durante por lo menos 1 h en 1XTBS (Tris 20 mM pH 7,5, NaCl 500 mM) que contenia gelatina al 3%.
La transferencia fue seguida de incubacién con un anticuerpo primario (suero de conejo policlonal producido contra
el péptido N-terminal de la subunidad 8 del homélogo Phaseolus vulgaris de FRIL, dilucién 1:100, 3 h), seguido de
incubacién con un anticuerpo secundario (IgG anti-conejo de cabra conjugado con peroxidasa de rdbano picante a una
dilucién de 1:1.000 durante 1 h). Se lavaron las transferencias y se desarroll6 el color con el reactivo del desarrollo de
color (Bio-Rad). En la Figura 12 se muestra un resultado representativo, con las bandas identificadas en la Tabla 2, a
continuacién.

TABLA 2
Clave para la Figura 12

Banda n° Contenido
1 Proteina de fusién M1 purificada
2 Proteina de fusiéon M1(D) purificada
3 Referencia
4 Proteina de fusién M1 purificada después de la escisiéon con trombina
5 Proteina de fusiéon M1(D) purificada después de la escision con trombina
6 Referencia

La separacion mostrada en la Figura 12 demuestra que las dos formas de la proteina de fusion presentan similares
masas moleculares de aproximadamente 60 kDa, y que la trombina escindié ambos tipos de proteina de fusién para
producir un nuevo polipéptido de masa molecular 30 kDa.

Ejemplo 9

La FRIL recombinante estimula especificamente la proliferacion de las células 3T3 que expresan el receptor FLK2/
FLT3

La proteina recombinante interactda con el receptor FLK2/FLT3 de tirosina cinasa de mamifero. Un andlisis bio-
l6gico especifico y cuantitativo que utiliza fibroblastos NIH 3T3 transfectados con un receptor hibrido que posee
una parte extracelular del receptor murino FLK2/FLT3 combinada con la parte intracelular del receptor Fms humano
(Dosil et al. 1994) o con el receptor humano completo (Small et al. 1994) puede utilizarse para evaluar la actividad
biolégica de la lectina durante la purificacion. Las diluciones en serie dos veces de muestras de lectina a través de filas
de una placa de 96 pocillos permitié mas del orden de mil veces acceder a la actividad biolégica de FLK2/FLT3 3T3.
El ligando FLK2/FLT3 (FL) murino o humano (Lyman et al. 1993; Hannum et al. 1994) o la proteina recombinante
codificada por el dcido nucleico de la invencidn salva de la muerte las células transfectadas por FLK2/FLT3 en este
ensayo.

Se cultivaron especificamente células 3T3 en placas de cultivo tisular (Becton Dickinson Labware, Lincoln Park,
Nueva Jersey) y se eliminaron de las placas lavando las células dos veces en solucién salina tamponada de Hank
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(HBSS; Gibco Laboratories, Grand Island, NY). El tampén no enzimatico de disociacién de células (Gibco) se afia-
de durante 15 minutos a temperatura ambiente. Las células resultantes se lavan en el medio. Las células 3T3 con
FLK?2/FLT3 se cultivaron a una concentracién final de 3.000 células por pocillo en un volumen de 100 ul de medio
definido por el suero que contiene 10 mg/ml de thIL1-a, AIMV al 10% (Gibco) y modificacién por Dulbecco al 90%
del medio de Eagle (DMEM; Gibco) en placas de 96 pocillos. En estas condiciones del ensayo, las células mueren
después de dos a cuatro dias de cultivo en un incubador humidificado a 37°C y CO, al 5% a menos que el ligando
afladido exdgenamente salve las células de la muerte. Cada placa de 96 pocillos contiene suero de ternero, que esti-
mula a todas las células 3T3, como referencia positiva y medio solamente como referencia negativa (“blanco”). Las
células 3T3 transfectadas con Fms completo (respuesta bioldgica mostrada en Tessler et al. 1994) sirven como células
diana de referencia transfectadas con el receptor y células 3T3 paternas sirven como células de referencia no transfec-
tadas. La proliferacion y la supervivencia celular se cuantifica mediante adicién de XTT (Diagnostic Chemicals Ltd,
Charlottetown, Prince Edward Island, Canada), que es una sal de tetraformazano escindida por las células que respi-
ran activamente (Roehm et al. 1991), se cuantifica espectrofotométricamente utilizando un lector de placas cinético
Vmax (Molecular Devices Corp., Mountain View, CA) y se registra como actividad relativa (unidades/ml) o actividad
especifica (unidades/mg). Una unidad de actividad bioldgica se define como la dilucién reciproca a la cual se detecta
la estimulacién maxima media de las células.

El extracto de proteina en bruto de los cultivos de E. coli descritos en el Ejemplo 7, anteriormente, se ensayé
para determinar si la recFRIL expresada posefa alguna capacidad para estimular las células 3T3 con FLK2/FLT3
utilizando este ensayo. Los datos de este experimento se resumen en las Figuras 13A y 13B. Especificamente, la
Figura 13A es un grafico que demuestra que el extracto en bruto del cultivo de E. coli que contiene FRIL expresado
estimula especificamente las células hFLK2/FLT3; la Figura 13B es un grafico que demuestra que el mismo extracto
no estimula las células 3T3 no transfectadas. En las Figuras 13A y 13B, el control del medio esta representado por una
linea llena. La ordenada (absorbancia) indica la viabilidad celular medida por XTT a los tres dias. La abscisa demuestra
la dilucién reciproca de la muestra de extracto. La inhibicion aparente de la proliferacién observada a concentraciones
mayores (Figura 13A) no se comprende, pero puede referirse a los componentes téxicos en el extracto de E. coli en
bruto o a las consecuencias de la conservacion relacionada con la dosis de los fibroblastos 3T3.

Ejemplo 10
FRIL recombinante conserva las células mononucleares y precursoras en cultivo liquido

La proteina recFRIL conserva los precursores operativos durante por 1o menos dos semanas en cultivo liquido. Las
Figuras 14A y 14B ilustran los resultados de un experimento en el que recFRIL se demuestra que actda en funcién de
la respuesta a la dosis para conservar precursoras sanguineas de la médula espinal humana.

Las Figuras 14A y 14B demuestran que FRIL recombinante conserva células y precursores mononucleares de la
sangre de la espina dorsal en funcién de la respuesta a la dosis en cultivo liquido. Las células mononucleares de la
médula espinal obtenidas por separacién FICOLL-PAQUE® (Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ) se cultivaron en
medio exento de suero (X-VIVO 10, BioWhittaker, Walkersville, MD) a una concentracién de 200.000 células/ml
en un volumen de 4 ml durante dos semanas sin cambios de medio. Las células recogieron se sedimentaron y se
volvieron a poner en suspensién en X-VIVO 10 antes de determinar el nimero de células viables por exclusién con
azul de tripano (GIBCO, Gran Island, NY). Estos resultados se presentan en la Figura 14A. Se evalud el nimero de
precursores y la capacidad de células recogidas colocando en placas las células en medio de ensayo de colonias de
metilcelulosa exento de suero completo (StemCell Technologies, Vancouver, BC, Canad4). Después de dos semanas,
se puntuaron las colonias resultantes y los resultados se presentan en la Figura 14B. En las Figuras 14A y 14B, el
término “blastocitos” se refiere a las colonias que constan de células primitivas, morfolégicamente indiferenciadas;
el término “mezcla” se refiere a las colonias que constan de células mieloides y eritroides; el término “eritroide” se
refiere a las colonias que constan de células eritroides; y el término “mieloide” se refiere a las colonias que constan
de células mieloides. El niimero de células se muestra en ordenadas; la abscisa presenta la dilucién reciproca de la
muestra.

Para evaluar si recFRIL actda directamente o indirectamente a través de las células accesorias para conservar las
células madre, las células mononucleares de la sangre de la médula espinal se enriquecieron en primer lugar para los
precursores que expresan el antigeno CD34 por aislamiento del lecho inmunomagnético (Dynal Corp., Lake Success,
NY). Se colocaron en placas quinientas células CD34* en pocillos que contienen 100 ul de medio exento de suero
(BIT9500, StemCell Technologies) en presencia de recFL (PeproTech, Princeton, NJ) o una mezcla en citocina de
rhIL3 + rhIL6 + rhIL11 + rhTpo + FL (BioSource International, Camarillo, CA) en placas de 96 pocillos y se cultivaron
durante cuatro semanas sin cambios de medio. Los nimeros de precursores operativos procedentes de estos cultivos se
evaluaron colocando en placas las células en medio de ensayo de colonias con metilcelulosa exenta de suero completo
(StemCell Technologies). Después de dos semanas, las colonias resultantes se puntuaron y los resultados se presentan
en la Figura 15 (barras negras = recFRIL; barras blancas = mezcla de citocina). Evidentemente, los precursores se
conservaron solamente en los cultivos que contienen recFRIL. Por lo tanto, recFRIL purificado actda directamente
sobre los precursores hematopoyéticos primitivos.
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REIVINDICACIONES
1. Molécula de 4cido nucleico aislada que codifica una proteina que:

(a) presenta por lo menos el 95% de identidad de la secuencia de aminodcidos con la secuencia de aminodcidos
que comprende la SEC. ID n°: 2;

(b) es capaz de unirse a un receptor de flk2/flt3; y
(c) es capaz de conservar las células precursoras hematopoyéticas.

2. Molécula de 4cido nucleico aislada segtn la reivindicacién 1, que comprende una secuencia de nucleétidos
como esta definida por la SEC. ID. n®: 1.

3. Acido nucleico aislado segun la reivindicacién 1, en el que el dcido nucleico codifica una lectina de legumbre
especifica para manosa/glucosa.

4. Acido nucleico aislado segtn la reivindicacidn 1, en el que la proteina codificada conserva las células madre que
son por lo menos células madre unipotentes.

5. Acido nucleico aislado segtn la reivindicacién 1, en el que la proteina codificada conserva las células madre que
son células madre pluripotentes.

6. Acido nucleico aislado segtin la reivindicacién 1, en el que la proteina codificada conserva las células madre que
son células madre totipotentes.

7. Acido nucleico aislado segtn la reivindicacion 1, en el que la proteina codificada conserva las células madre que
son células madre hematopoyéticas.

8. Acido nucleico aislado segin la reivindicacién 1, en el que la proteina codificada conserva las células madre que
son células madre de nervios, miisculos, piel, intestinos, huesos, rifién, higado, pancreas o timo.

9. Acido nucleico aislado segtin la reivindicacion 4, en el que la proteina codificada conserva las células madre que
expresan el antigeno CD34.

10. Acido nucleico aislado segtn la reivindicacién 4, en el que la proteina codificada conserva las células madre
que expresan el receptor FLK2/FLT3.

11. Acido nucleico aislado segiin la reivindicacién 9, en el que la proteina codificada conserva las células madre
que son células modificadas para expresar los receptores FLK2/FLT3 en su superficie.

12. Acido nucleico aislado segiin la reivindicacién 11, en el que la proteina codificada presenta afinidad de enlace
significativa para el receptor FLK2/FLT3 en las células, en la que el enlace de la proteina modificada con el receptor
FLK?2/FLT3 media la inhibicién de diferenciacién de las células.

13. Proteina codificada por el dcido nucleico segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12 y 30.

14. Composicién farmacéutica que contiene una proteina segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12.

15. Método para la conservacién de células madre in vitro, en el que las células madre no son células embrionarias
humanas, que comprende poner en contacto las células madre con una proteina in vitro o ex vivo en una cantidad

suficiente para conservar las células madre, en el que dicha proteina

(a) presenta por lo menos el 95% de identidad de la secuencia de aminodcidos con la secuencia de aminodcidos
que comprende la SEC. ID n°: 2;

(b) es capaz de unirse a un receptor de flk2/flt3; y
(c) es capaz de conservar las células precursoras hematopoyéticas.
16. Utilizacién de una proteina en una cantidad suficiente para conservar las células madre en la que las células

madre no son células embrionarias humanas, para la preparaciéon de una composicién farmacéutica para conservar las
células madre, en la que dicha proteina
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(a) presenta por lo menos el 95% de identidad de la secuencia de aminoécidos con la secuencia de aminodcidos
que comprende la SEC. ID n®: 2;

(b) es capaz de unirse a un receptor de flk2/flt3; y
(c) es capaz de conservar las células precursoras hematopoyéticas.
17. Método segtn la reivindicacion 15, en el que las células madre comprenden células madre hematopoyéticas.

18. Método segun la reivindicacion 17, en el que las células madre comprenden células humanas que expresan el
antigeno CD34 y/o el receptor FLK2/FLT3.

19. Método segtn la reivindicacién 17, en el que las células madre comprenden células murinas que expresan el
antigeno Sca pero que no expresan antigenos maduros de la estirpe de células sanguineas.

20. Método segtin la reivindicacion 15, en el que el método comprende ademds la puesta en contacto de las células
madre con el ligando FLKJ2/FLKT3 en una cantidad suficiente para expandir selectivamente el nimero de células
madre sin provocar la diferenciacién de las mismas.

21. Método de enriquecimiento de células madre, en el que las células madre no son células embrionarias humanas,
que comprende el cultivo de las células madre en una cantidad de una proteina para la conservacion del precursor, en
el que dicha proteina

(a) presenta por lo menos el 95% de identidad de la secuencia de aminoécidos con la secuencia de aminoacidos
que comprende la SEC. ID n°: 2;

(b) es capaz de unirse a un receptor de flk2/flt3; y
(c) es capaz de conservar las células precursoras hematopoyéticas, y

en el que el cultivo se realiza en condiciones que permitan la conservacién de células madre mientras permite que
disminuya el nimero de células diferenciadas.

22. Método segin la reivindicacion 21, en el que las células madre comprenden las células madre primitivas.
23. Método segtin la reivindicacién 21, en el que las células madre comprenden las células madre maduras.

24. Método segtin la reivindicacion 21, en el que las células madre estdn por lo menos sustancialmente exentas de
células de estroma.

25. Método segtin la reivindicacién 21, en el que las condiciones de cultivo comprenden el cultivo en un medio
que contiene un agente citotéxico que presenta una toxicidad selectiva para las células proliferantes.

26. Método segtn la reivindicacién 25, en el que el agente citot6xico es adriamicina, ciclofosfamida, taxol u otro
taxano, cisplatino o 5-fluorouracilo.

27. Método in vitro de transfeccién de la secuencia del ADN exdgeno en células somdticas, la mejora que com-
prende la transfeccidn de células madre selectivamente conservadas mediante una proteina, en el que las células madre
no son células embrionarias humanas, y en el que dicha proteina

(a) presenta por lo menos el 95% de identidad de la secuencia de aminodcidos con la secuencia de aminoacidos
que comprende la SEC. ID n®: 2;

(b) es capaz de unirse a un receptor de flk2/flt3; y
(c) es capaz de conservar las células precursoras hematopoyéticas.
28. Composicion para conservar la viabilidad de las células madre ex vivo, que comprende un medio de cultivo y
una proteina que conserva las células madre, en la que las células madre no son células embrionarias humanas, y en el

que dicha proteina

(a) presenta por lo menos el 95% de identidad de la secuencia de aminodcidos con la secuencia de aminodcidos
que comprende la SEC. ID n®: 2;

(b) es capaz de unirse a un receptor de flk2/flt3; y

(c) es capaz de conservar las células precursoras hematopoyéticas.
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29. Utilizacién de una proteina en una cantidad suficiente para conservar las células madre del mamifero en un
estado sustancialmente no proliferante para la preparacion de una composicién farmacéutica destinada a conservar las
células madre en un mamifero en el que las células madre no son células embrionarias humanas, y en el que dicha
proteina

(a) presenta por lo menos el 95% de identidad de la secuencia de aminodcidos con la secuencia de aminodcidos
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que comprende la SEC. ID n®: 2;

(b) es capaz de unirse a un receptor de flk2/flt3; y

(c) es capaz de conservar las células precursoras hematopoyéticas.

30. Molécula de 4cido nucleico aislada que comprende una secuencia que codifica una proteina que comprende la

secuencia de aminodcidos definida por la SEC. ID n°: 2.
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CION DE CELULAS HUESPED DERIVADO DE LECTINA

NUMERO DE SECUENCIAS: 24

DIRECCION DE LA CORRESPONDENCIA:
(A) REMITENTE: Hoffmann & Baron, LLP
(B) CALLE: 6900 Jericho Turnpike
(C) CIUDAD: Syosset
(D) ESTADO: Nueva York
(E) PAIS: US.A.
(F) Cddigo postal: 11791

LISTADO DESCIFRABLE POR ORDENADOR:

(A) TIPO DE MEDIO: Disquete, 3,50 pulgadas, 1,44 Mb de almacenamiento

(B) ORDENADOR: IBM PC compatible
(C) SISTEMA OPERATIVO: MS-DOS
(D) PROGRAMA INFORMATICO: WordPerfect

DATOS ACTUALES DE LA SOLICITUD:
(A) NUMERO DE SOLICITUD: PCT/US98/13046
(B) FECHA DE PRESENTACION: 23 Junio, 1998
(C) CLASIFICACION:

DATOS ANTERIORES DE LA SOLICITUD:
(A) NUMERO DE SOLICITUD: 08/881.189
(B) FECHA DE PRESENTACION: 24 Junio, 1997

INFORMACION DEL APODERADO / AGENTE
(A) NOMBRE: Feit, Irving N.
(B) NUMERO DE REGISTRO: 28.601

(C) NUMERO DE REFERENCIA / ETIQUETA: 381-44 PCT

INFORMACION DE TELECOMUNICACIONES:
(A) TELEFONO: (516) 822-3550
(B) TELEFAX: (516) 822-3582

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID r° 1:

®

(xi)

CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 939 nucleétidos
(B) TIPO: acido nucleico
(C) NUMERO DE CADENAS: doble
(D) CONFIGURACION: lineal

DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 1:
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GCACAGTCAT TGTCATTTAG TTTCACCAAG
c 60

CAAGGTCATG CCACTTCTAC AAACAATGTC
A 120

AACCCTGTGA GTTCTAGTGC GGGAAGAGTG
A 180

GACTCTGCGG TATTGACAAG CTTTGACACC
C 240

ACTTCTCGTA TAGCTGATGG CTTGGCCTTC
T 300

TATCATGGTG GTTTTCTTGG ACTCTTTCCC
c 360

TCTGAAAACC AAACCACCAC TAAGGCTGCA
Cc 420

ACCTATCTTA ATCCCGATTA TGGTGATCCA
c 480

TCTATTAGAT CCAAGGTAAC TGCTAAGTGG
A 540

CACATTAGCT ATAACTCTGT CTCTAAAAGA
T 600

ABACCTGCGA CTCTCTCCTA TGATATTGAG
A 660

GTAGGGTTAT CTGCTTCAAC TGGACAAGAT
T 720

TTCACTTCAA GCTTGTGGAC CAATGTGGCG

A 780

AGAGGCGTTC TGTGATGATA TATGTGTATC
G 840

TGCGATGAGT CAATAATCAC AAGTACAGTG
C 900

AGTTTGCTTT TARATAATAAC AAGTGCAGTT
939

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID n° 2:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

TTTGATCCTA

TTACAAGTCA

TTATATTCTG

ATTATCAACT

TTCATTGCAC

AACGCAAACA

TCAAGCAACG

AACTACATAC

GACTGGCAAA

CTATCTGTTA

TTACATACAG

AAAGAAAGAA

AAGAAGGAGA

ACCAAGAGGA

CCAAGTTAGA

CACCATTGCG

TTGAAATCTC

CACCTGACTC

CTCTCAACAA

TTGTTGCTGT

ACATCGGAAT

ATGGGAAAAT

CTAGTTATTA

TGCTTCCTGA

ATACCGTTCA

ATGAAAACAA

TCTTATCTT

CAGTGCAGG

CCTTTGGGA

AACACCTTA

TGTCATCAG

CTCTTCCAC

TGAATTTGA

TGACGTCAA

RGCCACTGC

TGCTGGGAG

ATGGGTCAG

CTCATGGTC

GTATATTAC

AATGATTTTC TATGTTATAA GCATGTAAT

TAGTACTTGT ATGTTGTTTG TGTAAGAGT

AGTACTTGT
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(A) LONGITUD: 270 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(C) CONFIGURACION: lineal
(ii) TIPO DE MOLECULA: péptido
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 2:

Ala Gln Ser Leu Ser Phe Ser Phe Thr Lys Phe Asp Pro Asn Gln
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Glu

1

Asp Leu Ile
Gln

val Thr Lys
Gly
35
Arg Val Leu
val
50

Leu Thr Ser
Tyr

65
80

Thr Ser Arg
Asp

Ser Val Ile
Ala

Phe

20
Leu

Tyr

Phe

Ile

Ser

100

5

Gln Gly His

Asp Ser Ala

Ser Ala Pro

Asp Thr Ile

Ala Asp Gly

85

Tyr His Gly

Ala Thr

25
Gly Asn

40
Leu

Arg
55

Ile Asn
70

Leu Ala

Gly Phe

105

10
Ser

Pro

Leu

Phe

Phe

90

Leu

Thr

Val

Trp

Glu
75

Phe

Gly

Asn

Ser

Glu

60

Ile

Ile

Leu

Asn

Ser

45
Asp

Ser

Ala

Phe

15
Val Leu

30
Ser Ala

Ser Ala

Thr Pro

Pro Pro

95

Pro Asn

110
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Lys

Asn
160

Lys

Ser

Asp

Ser

Ser
240

Asn

Asn

Ala

Pro
145

Ser

Ile

val

Ile

Ala
225

Phe

Lys

Thr

Ala

130
Asp

Ile

Ala

Thr

Glu

210
Ser

Thr

Leu

115
Ser

Arg

Thr

Ser

185

Leu

Thr

Ser

Ile

Asn

Ser

Gly

Ser

Ala

180

His

Gly

Ser

Thr

260

Asn

Asn

Asp

Lys

165
His

Thr

Gln

Leu

245

Arg

ES 2 265 663 T3

Ser

val

Pro
150

Val

Ile

Ala

Val

230

Trp

Gly

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID n° 3:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 23 nucleétidos
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) NUMERO DE CADENAS: una
(D) CONFIGURACION: lineal

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 3:

AARTTYGAYC CWAAYCARGA RGA

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID n° 4:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 20 nucleétidos
(B) TIPO: acido nucleico
(C) NUMERO DE CADENAS: una

Ser

val

135
Asn

Thr

Ser

Gly

215
Lys

Thr

val

Thr
120
Ala

Tyr

Ala

Ser

200

Pro

Glu

Asn

Leu

Ser Glu

Val Glu

Ile His

Lys Trp

170
Asn Ser

185
Lys Pro

Glu Trp

Val Ala
250

Tyr Met

265

Asn

Phe

Ile
155

Asp

Val

Ala

Val

Thr
235

Lys

Cys

Gln

Asp

140
Gly

Trp

Ser

Thr

Axg

220
val

Lys

Ile

Thr
125
Thr

Ile

Gln

Lys

Leu

205
val

His

Glu

Asn

Thr Thr

Tyr Leu

Asp Val

Asn Gly

175
Arg Leu

190
Ser Tyr

Gly Leu

Ser Trp

Asn Glu
255
Asp

270

23
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(D) CONFIGURACION: lineal
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n° 4:

TTWCCRTTYT GCCARTCCCA

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID n° 5:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 15 nucleétidos
(B) TIPO: acido nucleico
(C) NUMERO DE CADENAS: una

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 5:
GTACCGAGCT CGGAT

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID n° 6:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 18 nucledtidos
(B) TIPO: acido nucleico
(C) NUMERO DE CADENAS: una
(D) CONFIGURACION: lineal

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 6:
TCTAGATGCA TGCTCGAG

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID n° 7:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 22 nucleétidos
(B) TIPO: acido nucleico
(C) NUMERO DE CADENAS: una
(D) CONFIGURACION: lineal

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 7:
GTTGGACGTG AATTCCGATG TG

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID n° 8:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 17 nucleétidos
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) NUMERO DE CADENAS: una
(D) CONFIGURACION: lineal

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 8:
GCYCARTCYCTYTCYTT

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID n° 9:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

20

15

18

22

17
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(A) LONGITUD: 22 nucleétidos
(B) TIPO: acido nucleico

(C) NUMERO DE CADENAS: una
(D) CONFIGURACION: lineal

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n® 9:
GACCACGCGT ATCGATGTCG AC

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID n° 10:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 21 nucleétidos
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) NUMERO DE CADENAS: una
(D) CONFIGURACION: lineal

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 10:
AAGTTAGACA GTGCAGGAAA C

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID n° 11:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 20 nucleétidos
(B) TIPO: acido nucleico
(C) NUMERO DE CADENAS: una
(D) CONFIGURACION: lineal

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 11:
GCACAGTCAT TGTCATTTAG

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID n° 12:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 132 aminoéacidos
(B) TIPO: aminoécido
(C) CONFIGURACION: lineal
(ii) TIPO DE MOLECULA: péptido
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 12:

22

21

20
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Ile
Leu

Asn
val

Asn
Gly

Lys
Leu

Ser
Tyr

65
80

Asp
Leu

Ser
Trp
Ser

Ala

Ser

Ala Glu Ser Asn Val Val Ala Val Glu Phe

Ile Ala Thr Ala His Ile Ser Tyr Asn Ser

50

val

Ile

Ala

Phe

Ile
130

20

35

Thr Thr Tyr Tyr Pro Gly Arg Gly Lys Pro

Glu Leu His Thr Val Leu Pro Glu Trp Val

Ser Thr Gly Gln Asn Ile Glu Arg Asn Thr

100

Thr Ser Ser Leu Trp Thr Asn Val Ala Lys

115
Ser Gly

5

85

70

ES 2 265 663 T3

40

55

120

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID n° 13:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 105 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(C) CONFIGURACION: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: péptido

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 13:

105

25
Ser Ile Arg Ser Lys Val Thr Ala Ser Trp

90

10
Pro Asp Tyr Gly Asp Pro Asn Tyr Ile His

75

Asp Thr Asp Tyr

15
Ile Gly Ile Asp

30
Asp Trp Gln Asn

45
Val Ser Lys Arg

60

Ala Thr Ser

Arg Val Gly

95
Val His Ser

110

Val Gly Vval

125
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Ala Gln Ser

Glu

Asp Leu Ile

Gly

Asn Pro Val

Leu

35

Arg Leu Trp

Ile

50

Tyr Ile Phe

Phe
65
80

Ile Ala Pro

Gly

Leu Phe Pro Asn

100

ES 2 265 663 T3

Leu Ser Phe Ser Phe Thr Lys Phe

5 10
Phe Gln Gly Thr Ala Thr Ser Lys

20 25
Ser Ser Ser Ala Gly Arg Val Leu

40
Glu Asp Ser Ala Val Leu Thr Ser

55
Thr Asn Tyr Thr Ser Arg Ile Ala

70 75
Pro Asp Ser Val Ile Ser Tyr His
85 90

Ala Ala Glu Ser Gly
105

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID n° 14:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 18 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(C) CONFIGURACION: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: péptido

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 14:

1
Asp Val

Tyr Leu Pro Asp Tyr Gly Asp Tyr Ile Gly Ile
5

10

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID n° 15:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 19 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(C) CONFIGURACION: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: péptido

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n% 15:

1
Ile Asp Val

Phe Tyr Asn Ala Trp Asp Pro Ser Asn Arg Asp Arg His Ile Gly
5

10 15

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID r° 16:

Asp Pro Asn Gln

15
Leu Asp Ser Ala

30
Tyr Ser Ala Pro

45
Phe Asp Pro Thr

60
Asp Gly Leu Ala

Gly Gly Phe Leu

95
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(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 24 nucleétidos
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) NUMERO DE CADENAS: una
(D) CONFIGURACION: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (genémico)
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 16:

CCATAATCGG GATCAAGATA GGTG

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID n° 17:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 24 nucleétidos
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) NUMERO DE CADENAS: una
(D) CONFIGURACION: lineal

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 17:
CACCTATCTT GATCCCGATT ATGG

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID n° 18:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 24 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) NUMERO DE CADENAS: una
(D) CONFIGURACION: lineal

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 18:
AACTCAGCCG CACAGTCATT GTCA

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID n° 19:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 28 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) NUMERO DE CADENAS: una
(D) CONFIGURACION: lineal

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 19:
GAATTCGACC ACGCGTATCG ATGTCGAC

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID n° 20:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 21 nucleétidos
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) NUMERO DE CADENAS: una
(D) CONFIGURACION: lineal

24

24

24

28
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(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 20:
GAATTCATGG CTTCCTCCAA C

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID n° 21:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 28 nucleétidos
(B) TIPO: acido nucleico
(C) NUMERO DE CADENAS: una
(D) CONFIGURACION: lineal

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 21:
TGACTGTGCG GCTGAGTTTG CGTGGGTG

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID n° 22:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 1005 nucledtidos
(B) TIPO: acido nucleico
(C) NUMERO DE CADENAS: dos
(D) CONFIGURACION: lineal

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 22:

10

21

28
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ATGGCTTCCT CCAACTTACT CACCCTAGCC CTCTTCCTTG TGCTTCTCAC CCACGCAAA
C 60

TCAGCCGCAC AGTCATTGTC ATTTAGTTTC ACCAAGTTTG ATCCTAACCA AGAGGATCT
T 120

ATCTTCCAAG GTCATGCCAC TTCTACAAAC AATGTCTTAC AAGTCACCAA GTTAGACAG

T 180

GCAGGAAACC CTGTGAGTTC TAGTGCGGGA AGAGTGTTAT ATTCTGCACC ATTGCGCCT

T 240

TGGGAAGACT CTGCGGTATT GACAAGCTTT GACACCATTA TCAACTTTGA AATCTCAAC

A 300

CCTTACACTT CTCGTATAGC TGATGGCTTG GCCTTCTTCA TTGCACCACC TGACTCTGT

c 360

ATCAGTTATC ATGGTGGTIT TCTTGGACTC TTTCCCAACG CAAACACTCT CAACAACTC

T 420

TCCACCTCTG AAAACCAAAC CACCACTAAG GCTGCATCAA GCAACGTTGT TGCTGTTGA
A 480

TTTGACACCT ATCTTAATCC CGATTATGGT GATCCAAACT ACATACACAT CGGAATTGA
o 540

GTCAACTCTA TTAGATCCAA GGTAACTGCT AAGTGGGACT GGCAAAATGG GAAAATAGC
c 600

ACTGCACACA TTAGCTATAA CTCTGTCTCT AAAAGACTAT CTGTTACTAG TTATTATGC
T 660
GGGAGTAARAC CTGCGACTCT CTCCTATGAT ATTGAGTTAC ATACAGTGCT TCCTGAATG
G 720

GTCAGAGTAG GGTTATCTGC TTCAACTGGA CAAGATAAAG AAAGAAATAC CGTTCACTC
A 780

TGGTCTTTCA CTTCAAGCTT GTGGACCAAT GTGGCGAAGA AGGAGAATGA AAACAAGTA
T 840

ATTACAAGAG GCGTTCTGTG ATGATATATG TGTATCAATG ATTTTCTATG TTATAAGCA
T 900

GTAATGTGCG ATGAGTCAAT AATCACAAGT ACAGTGTAGT ACTTGTATGT TGTTTGTGT
A 960

AGAGTCAGTT TGCTTTTAAT AATAACAAGT GCAGTTAGTA CTTGT

1005

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID n° 23:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

11
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(A) LONGITUD: 286 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(C) CONFIGURACION: lineal

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 23:

Met Ala Ser Ser Asn Leu Leu Thr Leu Ala Leu Phe Leu Val Leu

Leu
5 10 15

Thr His Ala Asn Ser Ala Ala Gln Ser Leu Ser Phe Ser Phe Thr

Lys
20 25 30

Phe Asp Pro Asn Gln Glu Asp Leu Ile Phe Gln Gly His Ala Thr

Ser
35 40 45

Thr Asn Asn Val Leu Gln Val Thr Lys Leu Asp Ser Ala Gly Asn

Pro
50 55 60
Val Ser Ser Ser Ala Gly Arg Val Leu Tyr Ser Ala Pro Leu Arg

Leu
65 70 75

80
Trp Glu Asp Ser Ala Val Leu Thr Ser Phe Asp Thr Ile Ile Asn
Phe
85 90 95
Glu Ile Ser Thr Pro Tyr Thr Ser Arg Ile Ala Asp Gly Leu Ala

Phe
100 105 110

Phe Ile Ala Pro Pro Asp Ser Val Ile Ser Tyr His Gly Gly Phe
Leu
115 120 125
Gly Leu Phe Pro Asn Ala Asn Thr Leu Asn Asn Ser Ser Thr Ser

12
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Glu
130
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135

140

Asn Gln Thr Thr Thr Lys Ala Ala Ser Ser Asn Val Val Ala Val

Glu
145
160

150

155

Phe Asp Thr Tyr Leu Asn Pro Asp Tyr Gly Asp Pro Asn Tyr Ile

His

Ile Gly
Trp

Asp Trp
Ser

Val Ser
Pro
210
Ala Thr
Trp
225
240
Val Arg
Asn

Thr Val
Ala

Lys Lys

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

Ile
Gln
195

Lys

Leu

val

His

Glu
275

165

Asp Val Asn Ser

180
Asn Gly Lys Ile

Arg Leu Ser Val

215
Ser Tyr Asp Ile
230

Gly Leu Ser Ala

245
Ser Trp Ser Phe
260

Asn Glu Asn Lys

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID n° 24:

(A) LONGITUD: 8 aminoécidos
(B) TIPO: aminoacido
(C) CONFIGURACION: lineal

Thr Asn Asn Val Leu GIn Val Thr

1

5

Ile

Ala

200

Thr

Glu

Ser

Thr

280

13

170

Arg
185
Thr

Ser

Leu

Thr

Ser

265
Ile

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 24:

Ser Lys Val

Ala His Ile

Tyr Tyr Ala

220
His Thr Val

235
Gly Gln Asp
250

Ser Leu Txp

Thr Arg Gly

175

Thr Ala Lys

190
Tyr Asn

Ser

205
Gly Ser Lys

Leu Pro Glu

Lys Glu Arg
255

Thr Asn Val

270

Val Leu

285
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