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DESCRIPCION

Anticuerpos contra la lipasa pancredtica canina.
Antecedentes de la invencion
Campo de la invencion

La invencidn se refiere a la deteccion de la lipasa pancredtica. Mds especificamente, la invencion se refiere a los
polipéptidos de la lipasa pancredtica, a los polinucleétidos que codifican los polipéptidos; a anticuerpos especificos
para los polipéptidos y al procedimiento para usar los polipéptidos y anticuerpos para detectar la lipasa pancredtica en
muestras bioldgicas.

Descripcion de la técnica relacionada

Las citas completas a las referencias descritas en este documento por autor y fecha se proporcionan en la seccién
Bibliografia al final de la memoria descriptiva.

Las lipasas son enzimas solubles en agua que hidrolizan sustratos insolubles en agua en mds productos de lip6lisis
polares (Petersen y Drablos, 1994). Se han identificado una plétora de lipasas en microorganismos, plantas y animales
(Lin y col., 1986; Jaeger y col., 1994; Petersen y Drablos, 1994; Mukherjee y Hills, 1994; Lawson y col., 1994).
Las lipasas comparten una triada comun de los aminodcidos (serina, dcido aspdrtico o glutdmico e histidina) en el
sitio activo, que también se comparte con las serina proteasas (Svendsen, 1994). Otra caracteristica comun de casi
todas las lipasas son los motivos del sitio de glicosilacion (Antonian, 1988). Se ha mostrado que muchas lipasas
estan relacionadas filogenéticamente. La familia de genes de la lipasa pancredtica es una gran familia de genes con 9
subfamilias (Petersen y Drablos, 1994; Carriere y col., 1997; Carriere y col., 1998; Hirata y col., 1999). Ademds, hay
otros grupos de lipasas relacionadas filogenéticamente, y atin otras lipasas que no pertenecen a una familia de genes
definida (Anderson y Sando, 1991).

La principal funcién de las lipasas es la hidrdlisis de los lipidos. Es necesaria una lipasa cada vez que un lipido
apolar necesita cruzar una membrana bioldgica. Los triglicéridos son ejemplos de primera clase de los lipidos apolares.
Por consiguiente la lipasa es necesaria para que los triglicéridos se absorban desde del tracto intestinal. Hay dos lipasas
digestivas en la mayoria de las especies de vertebrados, es decir, una lipasa preduodenal y una lipasa pancreatica cldsica
(Carriere y col., 1994). Se ha mostrado que la lipasa preduodenal se origina a partir de un tnico tejido en todas las
especies examinadas hasta la fecha (Moreau y col., 1988). Se identific6 una lipasa faringea en vacas y ovejas, una lipasa
lingual en ratas y ratones, y una lipasa géstrica en seres humanos, monos, caballos, cerdos, cobayas, gatos y perros
(Moreau y col., 1988). No se ha podido identificar ninguna lipasa preduodenal en pollos (Moreau y col., 1988). En los
seres humanos y en los perros se ha demostrado que la lipasa géstrica contribuye significantemente a la digestion de
los triglicéridos de la dieta (Carriere y col., 1993a; Carriere y col., 1993b). Sin embargo, la lipasa pancredtica (también
Ilamada lipasa pancredtica cldsica) es la enzima mas importante en la digestién de los triglicéridos de la dieta (Carriere
y col., 1991; Carriere y col., 1993a).

Se ha mostrado recientemente por inmunolocalizacién que la lipasa pancredtica estd presente s6lo en las células
acinares pancredticas en perros clinicamente saludables, lo que sugiere que la lipasa pancredtica clasica puede ser un
marcador ideal para la funcién y patologia del pancreas exocrino (Steiner y col., 2002). Esta hipdtesis se ha confirmado
en estudios clinicos que han demostrado que la medida de la inmunorreactividad de la lipasa pancreética en suero es
un marcador especifico para lar funcién pancredtica exocrina y también muy sensible para la pancreatitis en el perro
(Steiner y col., 2001a; Steiner y col., 2001b; Steiner y col., 2001c). Steiner y col., Can. J. Vet. Res. (2003) 67:175-182
divulga un antisuero contra la lipasa pancredtica canina y el uso del mismo en ELISA para la deteccién de la lipasa
pancredtica canina.

La lipasa pancredtica tiene un peso molecular aproximado de 50 kilodaltons. La purificacién de la lipasa pancreati-
ca clasica se ha informado en muchas especies (Vandermeers y Chroistophe, 1968; Rathelot y col., 1981; Bosc-Bierne
y col., 1984; Gieseg y col., 1992; Mejdoub y col., 1994; Steiner y Williams, 2003).

Los sintomas clinicos de la pancreatitis no son especificos y la enfermedad puede ser dificil de diagnosticar.
La pancreatitis estd asociada con una cantidad aumentada de enzimas digestivas y zimdgenos que pasan al torrente
sanguineo. Una de estas enzimas es la lipasa pancredtica. Se ha desarrollado una serie de ensayos para detectar la
presencia de la lipasa en suero por medio del uso de ensayos cataliticos. Sin embargo, estos ensayos carecen tanto
de sensibilidad como de especificidad para la pancreatitis en seres humanos y en perros. Por consiguiente, existe una
necesidad de un procedimiento y un dispositivo, simple y rapido, para detectar de manera sensible y especifica la
lipasa pancredtica.

Resumen de la invencion
La descripcion divulga una molécula aislada de dcido nucleico que tiene una secuencia de nucleétidos que codifica
los polipéptidos de la lipasa pancredtica canina, variantes alélicas o fragmentos de la misma. También se divulgan

vectores y células huésped que contienen las secuencias, y procedimientos para expresar los polipéptidos.
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La invencién estd dirigida a anticuerpos monoclonales secretados por lineas celulares que tienen nimero de dep6-
sito ATCC PTA-6652 o PTA-6653 que se unen especificamente a los polipéptidos de la lipasa pancredtica canina. La
invencién proporciona ademds una linea celular que secreta los anticuerpos monoclonales.

Otro aspecto de la invencion estd dirigido a los procedimientos para determinar la presencia o la cantidad de
lipasa pancredtica canina en una muestra biolégica. El procedimiento incluye usar los anticuerpos monoclonales de la
invencion para unir especificamente a los polipéptidos de la lipasa pancredtica canina en la muestra. El procedimiento
incluye usar patrones de la lipasa pancredtica canina recombinante.

Otros aspectos de la invencion estdn dirigidos a los dispositivos y kits que comprenden los anticuerpos de la
invencion para llevar a cabo los procedimientos para detectar la lipasa pancredtica canina en muestras bioldgicas.

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 representa el disefio del cebador para la identificacién y la amplificacién de la lipasa pancredtica
canina. Se muestra una serie de cebadores redundantes (1, 2, 3, 5) para PCR de amplificacién rdpida de los extremos
3’ (3’RACE) (UPM - mezcla de cebadores universales, Clontech) y PCR anidada, asi como los cebadores usados para
la amplificacién rapida de los extremos 5° (5’RACE) (4, 6). Se muestra la regién de la secuencia de aminodcidos del
extremo N-terminal previamente publicada.

La Figura 2 muestra el gen de la lipasa pancredtica canina de 1,429 Kb, denominado cPL1 (SEC. ID N° 2).

La Figura 3 muestra la proteina de la lipasa pancredtica canina traducida, denominada cPLP1 (SEC. ID N° 3). La
secuencia de aminodcidos se dedujo a partir del andlisis de la secuencia del ADNCc.

La Figura 4 muestra una serie de péptidos de la lipasa pancredtica canina [SEC. ID N° 10-52] que es por lo general
una serie de péptidos 20 meros que abarcan la SEC. ID N° 3 en solapamiento de secuencias de 10 aminoécidos.

La Figura 5 muestra la lipasa pancredtica canina purificada, recombinante, que contiene una etiqueta 6xHis. La
proteina puede identificarse en su forma purificada en aproximadamente 55 kDa en un gel tefiido con Coomassie o te-
fiido con His (A) o en una transferencia Western usando un anticuerpo monoclonal anti-His o el anticuerpo monoclonal
7E11 (B).

La Figura 6 representa los valores de anticuerpos para cPLP1 en ratones inmunizados con ADN (A) usando un ELI-
SA convencional de competicién con los sueros inmunes o en pollos (B) usando la proteina recombinante expresada
como inmundgeno.

La Figura 7 demuestra la capacidad de los dos anticuerpos monoclonales, 4G11 y 7E11, para reaccionar con la
lipasa pancredtica canina en suero canino.

La Figura 8 representa la capacidad del anticuerpo monoclonal 4G11 para inhibir la actividad enzimadtica de
cPLP1.

La Figura 9 contiene los datos del ELISA que demuestran que los anticuerpos monoclonales 4G11 y 7E11 no
compiten uno con el otro para unirse a cPLPI.

La Figura 10 demuestra la capacidad del anticuerpo monoclonal 7E11 para competir con un anticuerpo anti-lipasa
pancredtica humana para unirse a cPLP1.

La Figura 11 muestra los resultados de un ensayo ELISA sandwich para la lipasa pancredtica canina usando los
anticuerpos monoclonales 7E11 y 4G11.

Descripcion detallada

9

Como se usa en este documento, las formas singulares “un”, “una” y “el”, “la” incluyen los referentes plurales a
menos que el contexto lo establezca claramente de otra manera.

Se ha informado la secuencia de aminodcidos del extremo N terminal de la lipasa pancredtica canina purificada
(Steiner y Williams, Biochimie, 2002):

KEVCFPRLGCFSDDSPWAGIVERPL [SEC. ID N°: 1]

Basandose en esta secuencia de aminodcidos publicada y en similitudes de secuencia entre las lipasas pancredticas
de otras especies, se disefiaron y usaron una serie de cebadores redundantes para 3> RACE (amplificacion rapida de
los extremos del ADNc) y PCR anidada (Figura 1) de los que se obtuvo el extremo 3’ completo del gen. La secuencia
completa del gen (ADNc) y la secuencia de aminodcidos traducida se muestra en las Figuras 2 y 3.
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Por consiguiente, en un aspecto la solicitud divulga moléculas de ADNc canino (por ejemplo, denominada en
este documento cPL1, SEC. ID N° 2), que codifican las proteinas de las lipasas caninas tales como la proteina de la
lipasa pancredtica canina (por ejemplo, denominada en este documento cPLP1, SEC. ID N° 3). También se divulgan
la proteina de cPLP1, sus fragmentos, sus derivados, y sus variantes.

Por consiguiente, en un aspecto, la solicitud divulga las moléculas aisladas de dcido nucleico que codifican los poli-
péptidos descritos en este documento o porciones biolégicamente activas de los mismos. La presente solicitud divulga
las secuencias de acido nucleico que codifican las moléculas de proteinas que se han identificado como miembros de
la familia de proteinas de la lipasa y estdn relacionadas con la subfamilia de la lipasa pancredtica (las secuencias de
la proteina se proporcionan en la Fig. 3, la transcripcién/secuencias del ADNc se proporcionan en la Fig. 2). En este
documento se divulgan las secuencias del péptido proporcionado en la Fig. 3, asi como las variantes obvias descritas
en este documento, en particular las variantes alélicas segtin se identifican en este documento y usando la informacién
en la Fig. 3.

La presente solicitud divulga las moléculas aisladas de péptidos y proteinas que estdn constituidas por, estdn cons-
tituidas esencialmente por, o comprenden las secuencias de aminoécidos de los péptidos de la lipasa divulgados en la
Fig. 3, (codificados por la molécula del 4cido nucleico mostrada en la Fig. 2), asi como todas las variantes obvias de es-
tos péptidos que estdn dentro de la técnica para hacer y utilizar. Algunas de estas variantes se describen detalladamente
a continuacion.

Segtin se usa en este documento, se dice que un péptido estd “aislado” o “purificado” cuando estd sustancial-
mente libre de material celular o libre de precursores quimicos o de otros productos quimicos. Los péptidos pueden
purificarse hasta homogeneidad o hasta otros grados de pureza. El nivel de purificacion se basard en el uso previsto.
La caracteristica critica es que la preparacion permita la funcién deseada del péptido, atin en presencia de cantida-
des considerables de otros componentes (las caracteristicas de una molécula aislada de 4cido nucleico se analizan a
continuacién).

En algunos usos, “sustancialmente libre de material celular” incluye preparaciones del péptido que tienen menos
que aproximadamente 30% (en peso seco) de otras proteinas (es decir, proteina contaminante), menos que aproxima-
damente 20% de otras proteinas, menos que aproximadamente 10% de otras proteinas, 0 menos que aproximadamente
5% de otras proteinas. Cuando el péptido se produce de manera recombinante, puede también estar sustancialmente
libre de medio de cultivo, es decir, el medio de cultivo representa menos que aproximadamente 20% del volumen de
la preparacion de la proteina.

El lenguaje “sustancialmente libre de precursores quimicos u otros productos quimicos” incluye las preparaciones
del péptido en las que esta separado de los precursores quimicos o de otros productos quimicos que estan implicados en
su sintesis. En una forma de realizacion, el lenguaje “sustancialmente libre de precursores quimicos u otros productos
quimicos” incluye las preparaciones del péptido de la lipasa que tienen menos que aproximadamente 30% (en peso
seco) de precursores quimicos u otros productos quimicos, menos que aproximadamente 20% de los precursores
quimicos u otros productos quimicos, menos que aproximadamente 10% de los precursores quimicos u otros productos
quimicos, 0 menos que aproximadamente 5% de los precursores quimicos u otros productos quimicos.

El péptido aislado de la lipasa puede purificarse de las células que naturalmente lo expresan, puede purificarse
de las células que se han alterado para que lo expresen (recombinante), o puede sintetizarse usando procedimientos
conocidos de sintesis de proteinas. Por ejemplo, una molécula de dcido nucleico que codifica el péptido de la lipasa se
clona en un vector de expresion, el vector de expresion se introduce en una célula huésped y la proteina se expresa en
la célula huésped. A continuacion puede aislarse la proteina de las células por medio de un esquema de purificacién
adecuado usando técnicas convencionales de purificacion de proteinas. Muchas de estas técnicas se describen en detalle
a continuacion.

Por consiguiente, la presente solicitud divulga las proteinas que estdn constituidas por las secuencias de aminoaci-
dos proporcionadas en la Fig. 3 (SEC. ID N°: 3), por ejemplo, las proteinas codificadas por la transcripcién/secuencias
del 4cido nucleico ADNc mostradas en la Fig. 2 (SEC. ID N° 2). La secuencia de aminoécidos de tal proteina se
proporciona en la Fig. 3. Una proteina estd constituida por una secuencia de aminodcidos cuando la secuencia de
aminodcidos es la secuencia final de aminoécidos de la proteina.

La presente solicitud ademds divulga las proteinas que estdn constituidas esencialmente por las secuencias de
aminodcidos proporcionadas en la Fig. 3 (SEC. ID N°: 3), por ejemplo, las proteinas codificadas por la transcrip-
cién/secuencias del dcido nucleico ADNc mostradas en la Fig. 2 (SEC. ID N°: 2). Una proteina estd constituida
esencialmente por una secuencia de aminodcidos cuando tal secuencia de aminodcidos esta presente con solamente
unos pocos residuos adicionales de aminoécidos, por ejemplo desde aproximadamente 1 hasta aproximadamente 100 o
similar residuos adicionales, tipicamente desde 1 hasta aproximadamente 20 residuos adicionales en la proteina final.

La presente solicitud ademds divulga las proteinas que comprenden las secuencias de aminoécidos proporcionadas
en la Fig. 3 (SEC. ID N°: 3), por ejemplo, las proteinas codificadas por la transcripcién/secuencias del 4cido nucleico
ADNCc mostradas en la Fig. 2 (SEC. ID N°: 2). Una proteina comprende una secuencia de aminoécidos cuando la
secuencia de aminodcidos es al menos parte de la secuencia final de aminodcidos de la proteina. En tal manera, la
proteina puede ser solamente el péptido o puede tener moléculas de aminoacidos adicionales, tales como residuos de
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aminodcidos (secuencia codificada contigua) que estdn asociados con el mismo naturalmente o secuencias de pépti-
dos/residuos de aminodcidos heter6logos. Tal proteina puede tener unos pocos residuos de aminodcidos adicionales
o puede comprender varios cientos 0 mas aminodcidos adicionales. Las clases de preferencia de proteinas que estdn
comprendidas de los péptidos de la lipasa de la presente solicitud son las proteinas maduras que se presentan en la
naturaleza. A continuacién se proporciona una breve descripcion de como pueden producirse/aislarse varios tipos de
estas proteinas.

Los péptidos de la lipasa de la presente solicitud pueden unirse a las secuencias heter6logas para formar proteinas
quiméricas o de fusion. Tales proteinas quiméricas y de fusién comprenden un péptido de lipasa ligado de manera ope-
rativa a una proteina heteréloga que tiene una secuencia de aminoacidos sustancialmente no homdloga al péptido de la
lipasa. “Ligado de manera operativa” indica que el péptido de lipasa y la proteina heteréloga estian fusionados en mar-
co. La proteina heter6loga puede fusionarse al extremo N terminal o al extremo C terminal del péptido de la lipasa.

En algunos usos, la proteina de fusién no afecta la actividad del péptido de la lipasa per se. Por ejemplo, la
protefna de fusion puede incluir, pero no se limita a, proteinas de fusién enzimdticas, por ejemplo fusiones de beta-
galactosidasa, fusiones GAL de doble hibrido de levadura, fusiones de poli-His, fusiones de Ig, etiquetadas con MYC y
etiquetadas con HI. Tales proteinas de fusion, particularmente las fusiones de poli-His, pueden facilitar la purificacién
del péptido de la lipasa recombinante. En ciertas células huésped (por ejemplo, células huésped de mamifero), la
expresion y/o secrecion de una proteina pueden aumentarse usando una secuencia de sefial heteréloga.

Puede producirse una proteina quimérica o de fusién por técnicas convencionales de ADN recombinante. Por
ejemplo, los fragmentos de ADN que codifican las diferentes secuencias de la proteina se unen juntos en marco de
acuerdo con técnicas convencionales. En otra forma de realizacion, el gen de fusién puede sintetizarse por medio
de técnicas convencionales, incluidos los sintetizadores automatizados de ADN. Como alternativa, puede llevarse
a cabo la amplificacién por PCR de los fragmentos del gen usando cebadores ancla que dan lugar a proyecciones
complementarias entre dos fragmentos consecutivos del gen que pueden posteriormente hibridarse y amplificarse
nuevamente para generar una secuencia quimérica del gen (véase Ausubel y col., Current Protocols in Molecular
Biology, 1992). Ademads, en el comercio estdn disponibles muchos vectores de expresion que codifican ya un resto
de fusién (por ejemplo, una proteina GST). Puede clonarse un dcido nucleico que codifica un péptido de lipasa en un
vector de expresion tal que el resto de fusion se une en marco al péptido de la lipasa.

Segiin se menciond anteriormente, la presente solicitud también divulga y permite las variantes obvias de la se-
cuencia de aminodcidos de las proteinas de la presente invencion, tales como las formas maduras del péptido que se
presentan en la naturaleza, variantes alélicas/de secuencia de los péptidos, variantes de los péptidos derivadas de ma-
nera recombinante que no se presentan en la naturaleza, y pardlogos de los péptidos. Tales variantes pueden generarse
facilmente usando técnicas conocidas en la técnica de los campos de la tecnologia de acidos nucleicos recombinan-
tes y de bioquimica de las proteinas. Se entiende, sin embargo, que las variantes excluyen cualquier secuencia de
aminodcidos divulgada antes de la invencion.

Tales variantes pueden identificarse/producirse facilmente usando técnicas moleculares y la informacién de las
secuencias divulgadas en este documento. Ademads, tales variantes pueden distinguirse facilmente de otros péptidos
en base a la secuencia y/o la homologfa estructural con los péptidos de la lipasa de la presente invencion. El grado de
homologia/similitud presentes se basard principalmente en si el péptido es una variante funcional o una variante no
funcional, y en la cantidad de divergencia presente en la familia del pardlogo.

Para determinar el porcentaje de similitud de dos secuencias de aminodcidos o de dos secuencias de dcidos nuclei-
cos, se alinean las secuencias para una comparacién 6ptima (por ejemplo, pueden introducirse huecos en una o ambas
de una primera y una segunda secuencia de aminoécidos o de dcidos nucleicos para la alineacién 6ptima y las secuen-
cias no homologas pueden ignorarse para el objeto de la comparacién). En una forma de realizacion de preferencia, al
menos el 30%, el 40%, el 50%, el 60%, el 70%, el 80% o el 90% o mas de la longitud de una secuencia de referencia
se alinea para el objeto de la comparacidn. A continuacién se comparan los residuos de aminodcidos o los nucleétidos
en las posiciones correspondientes de los aminodcidos o las posiciones de los nucleétidos. Cuando una posicion en la
primera secuencia estd ocupada por el mismo residuo de aminodcido o nucleétido que la posicién correspondiente en
la segunda secuencia, entonces las moléculas son idénticas en esa posicidon (como se usa en este documento “simili-
tud” de aminodcido o dcido nucleico es equivalente a “homologia” de aminoacido o 4cido nucleico). El porcentaje de
similitud entre las dos secuencias es una funcién del nimero de posiciones idénticas compartidas por las secuencias,
considerando el niimero de huecos y la longitud de cada hueco, que es necesario introducir para la alineacién éptima
de las dos secuencias.

La comparacién de secuencias y la determinacidn del porcentaje de identidad y similitud entre dos secuencias pue-
den lograrse usando un algoritmo matematico. (Computational Molecular Biology, Lesk, A. M., ed., Oxford University
Press, Nueva York, 1988; Biocomputing: Informatics and Genome Projects, Smith, D. W., ed., Academic Press, Nueva
York, 1993; Computer Analysis of sequence Data, Part 1, Griffin, A. M., and Griffin, H. G., eds., Humana Press, Nueva
Jersey, 1994; Sequence Analysis in Molecular Biology, von Heinje, G., Academic Press, 1987; y Sequence Analysis
Primer, Gribskov, M. and Devereux, J., eds., M Stockton Press, Nueva York, 1991). En una forma de realizacion de
preferencia, la similitud por ciento entre dos secuencias de aminodcidos se determina usando el algoritmo de Needle-
man y Wunsch (J. Mol. Biol. (48): 444-453 (1970)) algoritmo que se ha incorporado en el programa GAP en el paquete
de software GCG (disponible en http://www.gcg.com), usando una matriz Blossom 62 o una matriz PAM250, y un
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peso de hueco 16, 14, 12, 10, 8, 6 6 4 y un peso de longitud de 1, 2, 3,4, 5 6 6. En otra forma de realizacién de prefe-
rencia, la similitud por ciento entre dos secuencias de nucleétidos se determina usando el programa GAP en el paquete
de software GCG (Devereux, J., y col., Nucleic Acids Res. 12 (1):387 (1984)) (disponible en http://www.gcg.com),
usando una matriz NWSgapdna.CMP y un peso de hueco de 40, 50, 60, 70 u 80 y un peso de longitudde 1, 2,3, 4,5 6
6. También de preferencia, la similitud por ciento entre dos secuencias de aminoacidos o de nucleétidos se determina
usando el algoritmo de E. Myers y W. Molinero (CABIOS, 4: 11-17 (1989)) que se ha incorporado en el programa
ALIGN (versién 2.0), usando una tabla de residuos de peso PAM120, una penalizacién de longitud de hueco de 12 y
una penalizacién de hueco de 4.

Las secuencias de acidos nucleicos y proteinas de la presente solicitud pueden utilizarse ademds como una “se-
cuencia incégnita” para realizar una buisqueda contra bases de datos de secuencias para, por ejemplo, identificar otros
miembros de la familia o secuencias relacionadas. Tales bisquedas pueden realizarse usando los programas NBLAST
y XBLAST (version 2.0) de Altschul, y col. (J. Mol. Biol. 215: 403-410 (1990)). Las busquedas de nucleétidos de
BLAST pueden realizarse con el programa NBLAST, puntuacién = 100, longitud de palabra = 12 para obtener las se-
cuencias de nucleétidos homdlogas a las moléculas de 4cido nucleico de la invencion. Las bisquedas de proteinas de
BLAST pueden realizarse con el programa XBLAST, puntuacién = 50, longitud de palabra = 3 para obtener secuen-
cias de aminodcidos homologas a las proteinas de la invencidn. Para obtener alineaciones con huecos para el objeto
de la comparacién, puede utilizarse Gapped BLAST segtin se describe en Altschul y col. (Nucleic Acids Res. 25 (17):
3389-3402 (1997)). Cuando se utilizan los programas BLAST y Gapped BLAST, pueden usarse los pardmetros por
defecto de los respectivos programas (por ejemplo, XBLAST y NBLAST).

Las formas de longitud total preprocesadas, asi como las formas maduras procesadas, de proteinas que comprenden
uno de los péptidos de la presente solicitud pueden identificarse ficilmente por tener similitud de la secuencia completa
con uno de los péptidos de la lipasa de la presente solicitud asi como por ser codificadas por el mismo locus genético
que el péptido de la lipasa divulgado en este documento.

Las variantes alélicas de un péptido de lipasa pueden identificarse fiacilmente por ser una proteina canina que tiene
un alto grado (significativo) de homologia/similitud de secuencia con al menos una porcién del péptido de la lipasa asi
como por ser codificadas por el mismo locus genético que el péptido de la lipasa divulgado en este documento. Segtin
se utiliza en este documento, dos proteinas (o una regioén de las protefnas) tienen homologia significativa cuando
las secuencias de aminodcidos son tipicamente homologas en al menos aproximadamente 70-80%, 80-90%, y mas
tipicamente al menos aproximadamente 90-95% o m4s. Una secuencia de aminoécidos significativamente homologa,
segun la presente invencion, serd codificada por una secuencia de dcido nucleico que hibridara a una molécula de dcido
nucleico que codifica el péptido de la lipasa bajo condiciones rigurosas como mds se describe mas completamente a
continuacion.

Los pardlogos de un péptido de la lipasa pueden identificarse facilmente por tener cierto grado de homolo-
gia/similitud de secuencia significativa al menos a una porcién del péptido de la lipasa, por ser codificado por un
gen de caninos, y por tener actividad o funcién similar. Dos proteinas serdn consideradas tipicamente pardlogos cuan-
do las secuencias de aminodcidos tengan tipicamente al menos aproximadamente 60%, o mds, y mds tipicamente al
menos aproximadamente 70% o mds homologia con una regién o un dominio dado. Tales pardlogos serdn codificados
por una secuencia de dcido nucleico que hibridard a una molécula de 4cido nucleico que codifica el péptido de la lipasa
bajo condiciones moderadas a rigurosas como se describe mds completamente a continuacion.

Las variantes que no se presentan en la naturaleza de los péptidos de la lipasa de la presente solicitud pueden ge-
nerarse facilmente usando técnicas recombinantes. Tales variantes incluyen, pero no se limitan a deleciones, adiciones
y sustituciones en la secuencia de aminoacidos del péptido de la lipasa. Por ejemplo, una clase de sustituciones son
las sustituciones de aminodcidos conservadas. Tales sustituciones son las que sustituyen un aminoacido dado en un
péptido de lipasa por otro aminodcido de caracteristicas iguales. Se consideran tipicamente como sustituciones con-
servadoras los reemplazos, uno por otro, entre los aminodcidos alifaticos Ala, Val, Leu e Ile; el intercambio de los
residuos de hidroxilo Ser y Thr; el intercambio de los residuos dcidos Asp y Glu; la sustitucién entre los residuos
amida Asn y Gln; el intercambio de los residuos bésicos Lys y Arg; y los reemplazos entre los residuos aromaticos
Phe y Tyr. Las pautas con respecto a qué cambios de aminodcidos son probablemente silenciosas desde el punto de
vista fenotipico se encuentran en Bowie y col., Science 247: 1306-1310 (1990).

Los péptidos variantes de la lipasa pueden ser completamente funcionales o pueden carecer de funcién en una o
mas actividades, por ejemplo la capacidad de unir el sustrato, la capacidad de hidrolizar el sustrato, etc. Las variantes
completamente funcionales contienen tipicamente sé6lo la variacién conservadora o la variacién en residuos no criticos
o0 en regiones no criticas. Las variantes funcionales pueden también contener la sustitucién de aminodcidos similares
que no dan lugar a ningtin cambio o que dan lugar a un cambio insignificante en la funcién. Como alternativa, tales
sustituciones pueden afectar positivamente o negativamente la funcién hasta cierto grado.

Los aminoécidos que son esenciales para la funcién pueden identificarse por medio de procedimientos conoci-
dos en la técnica, tales como la mutagénesis dirigida a sitios o la mutagénesis de barrido de alanina (Cunningham
y col., Science 244: 1081-1085 (1989)), particularmente usando los resultados proporcionados en la Fig. 2. El ulti-
mo procedimiento introduce mutaciones tnicas de alanina en cada residuo en la molécula. Las moléculas mutantes
resultantes se prueban posteriormente para la actividad bioldgica tal como la actividad de lipasa o en ensayos tales
como una actividad proliferativa in vitro. Los sitios que son criticos para la pareja de unién/unién del sustrato pueden
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también determinarse por andlisis estructural tal como la cristalizacién, la resonancia magnética nuclear o el marcado
por fotoafinidad (Smith y col., J. Mol. Biol. 224: 899-904 (1992); de Vos y col. Science 255: 306-312 (1992)).

La presente solicitud divulga ademds fragmentos de los péptidos de la lipasa, ademds de las proteinas y los péptidos
que comprenden y estan constituidos por tales fragmentos. En un aspecto, la solicitud divulga los residuos identificados
en la Fig. 4. Sin embargo, no debe interpretarse que los fragmentos divulgados en este documento abarquen fragmentos
que puedan haberse divulgado publicamente antes de la presente invencion.

Segin se usa en este documento, un fragmento comprende al menos 8, 10, 12, 14, 16 o mds residuos de aminoacidos
contiguos del péptido de la lipasa. Tales fragmentos pueden elegirse en base a la capacidad para conservar una o mas
de las actividades bioldgicas del péptido de la lipasa o podrian elegirse por la capacidad para realizar una funcion,
por ejemplo unir un sustrato o actuar como un inmunégeno. Los fragmentos particularmente importantes son los
fragmentos biolégicamente activos, los péptidos que tienen, por ejemplo, aproximadamente 8 o mds aminodcidos de
longitud. Tales fragmentos comprenderan tipicamente un dominio o un motivo del péptido de la lipasa, por ejemplo,
un sitio activo, un dominio transmembranario o un dominio de unién al sustrato. Ademads, los fragmentos posibles
incluyen, pero no se limitan a, fragmentos que contienen dominios o motivos, fragmentos de péptidos solubles, y
fragmentos que contienen estructuras inmunogénicas. Los dominios y los sitios funcionales predichos son facilmente
identificables por medio de los programas informéticos bien conocidos y facilmente disponibles para los expertos en
la técnica (por ejemplo, andlisis PROSITE).

Los polipéptidos contienen frecuentemente aminoacidos con diferentes de los 20 aminoacidos denominados co-
munmente como los 20 aminodcidos que se presentan en la naturaleza. Ademds, muchos aminodcidos, incluidos los
aminodcidos terminales, pueden modificarse por procesos naturales, tales como procesamientos y otras modificaciones
postraduccionales, o por medio de técnicas quimicas de modificacién bien conocidas en la técnica. Las modificacio-
nes comunes que se presentan naturalmente en los péptidos de la lipasa estan descritas en textos basicos, monografias
detalladas, y en la bibliografia de investigacién, y son bien conocidas por los expertos en la técnica (algunas de estas
caracteristicas se identifican en la Fig. 3).

Las modificaciones conocidas incluyen, pero no se limitan a, acetilacidn, acilacién, ADP ribosilacién, amidacion,
union covalente de flavina, union covalente de un resto hemo, unién covalente de un nucleétido o de un derivado
de nucleétido, unién covalente de un lipido o de un derivado de lipido, unién covalente de fosfatidilinositol, entre-
cruzamiento, ciclizacion, formacién de enlaces disulfuro, demetilacidn, formacién de entrecruzamientos covalentes,
formacién de cistina, formacién de piroglutamato, formilacién, carboxilaciéon gamma, glicosilacién, formacién de
ancla de GPI, hidroxilacién, yodinacién, metilacion, miristoilacién, oxidacion, procesamiento proteolitico, fosforila-
cion, prenilacion, racemizacion, selenoilacion, sulfatacidn, adicién de aminodcidos a proteinas mediada por ARN de
transferencia tal como arginilacién y ubiquitinacion.

Tales modificaciones son muy conocidas por los expertos en la técnica y se han descrito en gran detalle en la
bibliografia cientifica. Varias modificaciones particularmente comunes, glicosilacién, unién de lipidos, sulfatacion,
carboxilacién gamma de los residuos de 4cido glutdmico, hidroxilacién y ADP ribosilacién, por ejemplo, se describen
en la mayoria de los textos bdsicos, tales como Proteins-Structure and Molecular Properties, 2° Ed., T. E. Creighton,
W. H. Freeman and Company, Nueva York (1993). Muchas revisiones detalladas sobre este tema estan disponibles,
tales como, por Wold, F., Posttranslational Covalent Modification of Proteins, B. C. Johnson, Ed., Academic Press,
Nueva York 1-12 (1983); Seifter y col. (Meth. Enzymol. 182: 626-646 (1990)) y Rattan y col. (Ann. N.Y. Acad. Sci.
663: 48-62 (1992)).

Por consiguiente, los péptidos de la lipasa de la presente solicitud también abarcan los derivados o los andlogos en
los que un residuo de aminodcido sustituido no es uno codificado por el cédigo genético, en los que estd incluido un
grupo sustituyente, en los que el péptido maduro de la lipasa estd fusionado con otro compuesto, tal como un com-
puesto para aumentar la semivida del péptido de la lipasa (por ejemplo, polietilenglicol), o en los que los aminoacidos
adicionales estan fusionados al péptido maduro de la lipasa, tal como una secuencia lider o una secuencia secretora o
una secuencia para la purificacién del péptido maduro de la lipasa o una secuencia de pro-proteina.

Anticuerpos

La invencién proporciona anticuerpos secretados por las lineas celulares que tienen nimero de depdsito ATCC
PTA-6652 o PTA-6653 que se unen de manera selectiva a uno de los péptidos de la presente invencion, a una proteina
que comprende tal péptido, asi como a variantes y fragmentos de los mismos. Seglin se usa en este documento, un
anticuerpo se une selectivamente a un péptido diana cuando se une al péptido diana y no se une significativamente a
protefnas no relacionadas. Un anticuerpo ain se considera que se une selectivamente a un péptido incluso si se une
también a otras proteinas que no son sustancialmente homélogas con el péptido diana a condicién de que tales proteinas
compartan homologia con un fragmento o dominio del péptido diana del anticuerpo. En este caso, se entenderd que el
anticuerpo que se une al péptido es atin selectivo a pesar de cierto grado de reactividad cruzada.

Segin se usa en este documento, se define a un anticuerpo en términos coherentes con los reconocidos dentro de
la técnica: son proteinas de subunidades multiples producidas por un organismo mamifero en respuesta a un desafio
antigénico. Los anticuerpos de la presente invencién incluyen anticuerpos monoclonales, asi como fragmentos de tales
anticuerpos, incluidos, pero no limitados a, fragmentos Fab o F(ab’), y Fv.
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Se conocen muchos procedimientos para generar y/o identificar anticuerpos para un péptido diana dado. Varios de
tales procedimientos estdn descritos por Harlow, Antibodies, Cold Spring Harbor Press, (1989).

En general, para generar anticuerpos, se usa un péptido aislado como un inmunégeno y se administra a un organis-
mo mamifero, tal como una rata, conejo o ratén. Puede usarse la proteina de longitud total, un fragmento del péptido
antigénico o una proteina de fusién. Los fragmentos particularmente importantes son los que abarcan dominios fun-
cionales, y dominios de homologia o divergencia de secuencia entre la familia, tales como los que pueden identificarse
facilmente usando procedimientos de alineacion de proteinas y como se presenta en las Figuras.

Los anticuerpos se preparan de preferencia a partir de regiones o fragmentos discretos de las proteinas de la lipasa.
Pueden prepararse anticuerpos a partir de cualquier regién del péptido como se describe en este documento. Sin
embargo, las regiones de preferencia incluirdn las implicadas en la funcién/actividad y/o en la interaccién lipasa/pareja
de unién.

Un fragmento antigénico comprenderd tipicamente al menos 8 residuos de aminodcidos contiguos. El péptido an-
tigénico puede comprender, sin embargo, al menos 10, 12, 14, 16 o mas residuos de aminoécidos. Tales fragmentos
pueden seleccionarse seglin una propiedad fisica, tales como fragmentos que corresponden a regiones que estin loca-
lizadas en la superficie de la proteina, por ejemplo, regiones hidrdfilas o pueden seleccionarse segtin la condicién de
secuencia Unica.

En un aspecto, los anticuerpos de la invencidn son anticuerpos monoclonales producidos por una linea celular de
mieloma de ratén. Esta linea celular puede producirse fusionando una linea celular de mieloma de rat6n con las células
del bazo de ratén a las que se les ha inyectado proteina de lipasa pancredtica canina completa, o una porcién antigénica
de la misma. Como se describe mas completamente en los Ejemplos a continuacién, dos de tales lineas celulares se
han depositado con la Type Culture Collection (ATCC), 10801 University Boulevard, Manassas, Virginia 20110-2209
el 31 de marzo de 2005. A estas lineas celulares se les asign6 los Nimeros de Depdsito de Patente PTA-6652 y PTA-
6653. Los depésitos se mantendran bajo los términos del Tratado de Budapest en el International Recognition del
Depésito de Microorganismos. Los depdsitos se proporcionan por conveniencia para los expertos en la técnica y no
son una admisién de que se requiera el depdsito a tenor del 35 U.S.C. § 112. Los anticuerpos secretados a partir de las
lineas celulares se han denominado 4G11y 7E11.

Ambos anticuerpos se unen tanto a la lipasa pancredtica canina nativa, purificadas como a la cPL1 recombinante.
Los anticuerpos no compiten por el mismo epitopo en cPLP1 y pueden usarse en un ELISA sandwich. Ambos anti-
cuerpos se unen a la lipasa pancredtica canina nativa en el suero canino. El anticuerpo 4G11 inhibe parcialmente la
actividad enzimética de cPLP1, mientras que 7E11 no lo hace. El anticuerpo 7E11 detecta la proteina cPLP1 en trans-
ferencias Western, mientras que 4G11 no lo hace. 7E11 compite con un anticuerpo anti lipasa pancredtica humana por
la unién a cPLP1, mientras que 4G11 no lo hace. El anticuerpo 4G11 parece tener una mayor afinidad por la CPL1
que 7E11 en base a las DO obtenidas de un ELISA sandwich.

Los anticuerpos pueden usarse para aislar una de las proteinas de la presente solicitud por medio de técnicas
convencionales, tales como cromatografia de afinidad o inmunoprecipitacién. Los anticuerpos pueden facilitar la puri-
ficacién de la proteina natural a partir de células y proteinas producidas de manera recombinante expresadas en células
huésped. Ademads, tales anticuerpos son Utiles para detectar la presencia de una de las proteinas de la presente solicitud
en células, tejidos o liquidos para determinar el patrén de expresion de la proteina entre diversos tejidos en un organis-
mo y durante el transcurso del desarrollo normal. Ademas, tales anticuerpos pueden usarse para detectar la proteina in
situ, in vitro, o en un lisado celular o sobrenadante para evaluar la abundancia y el patrén de expresién. También, tales
anticuerpos pueden usarse para evaluar la distribucién anormal de tejidos o la expresion anormal durante el desarrollo
o progresion de una afeccion biolégica. Puede usarse la deteccion de fragmentos circulantes de la proteina de longitud
total con anticuerpos para identificar el recambio.

Ademas, los anticuerpos pueden usarse para evaluar la expresion en estados de enfermedad tales como en estados
activos de la enfermedad o en un individuo con una predisposicién hacia una enfermedad relacionada con la funcién
de la proteina. Cuando un trastorno es causado por una distribucién tisular inadecuada, expresion del desarrollo, nivel
de expresion de la proteina, o forma expresada/procesada, puede prepararse el anticuerpo contra la proteina normal. Si
un trastorno esta caracterizado por una mutacion especifica en la proteina, pueden usarse anticuerpos especificos para
esta proteina mutante para ensayar la presencia de la proteina mutante especifica.

Polinucleotidos

La solicitud divulga polinucleétidos aislados que codifican la lipasa pancredtica canina. El término “polinucleétido
de lipasa” o “4cido nucleico de lipasa” se refiere a la secuencia en SEC. ID N°: 2. El término “polinucleétido de lipasa”
o “4cido nucleico de lipasa” incluye también variantes y fragmentos del polinucledtido de lipasa.

Un 4cido nucleico de lipasa “aislado” es uno que estd separado de otro dcido nucleico presente en la fuente natural
del 4cido nucleico de lipasa. De preferencia, un acido nucleico “aislado” estd libre de secuencias que naturalmente
son vecinas al dcido nucleico de la lipasa (es decir, secuencias localizadas en los extremos 5’ y 3’ del 4cido nucleico)
en el ADN gendmico del organismo del que deriva el 4cido nucleico. Sin embargo, puede haber algunas secuencias
de nucledtidos vecinas, por ejemplo hasta aproximadamente 5 KB. El punto importante es que el 4cido nucleico de la
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lipasa esta aislado de secuencias vecinas de manera que puede someterse a las manipulaciones especificas descritas en
este documento, tales como la expresidon recombinante, la preparacion de sondas y cebadores, y otros usos especificos
para las secuencias del 4cido nucleico de la lipasa.

Ademds, una molécula de acido nucleico “aislada”, tal como una molécula de ADNc o ARN, puede estar sustan-
cialmente libre de otro material celular, o0 medio de cultivo cuando se produce por medio de técnicas recombinantes,
o precursores quimicos u otros productos quimicos cuando se sintetiza quimicamente. Sin embargo, la molécula de
acido nucleico puede estar fusionada a otras secuencias codificadoras o reguladoras y atn puede considerarse aislada.

En algunos casos, el material aislado formara parte de una composicién (por ejemplo, un extracto bruto que con-
tiene otras sustancias), un sistema de tampdn o una mezcla de reactivos. En otras circunstancias, el material puede
purificarse hasta homogeneidad esencial, por ejemplo como se determina por medio de cromatografia PAGE o en
columna tal como HPLC. De preferencia, un 4cido nucleico aislado comprende al menos aproximadamente 50, 80 6
90% (en una base molar) de todas las especies macromoleculares presentes.

Por ejemplo, las moléculas de ADN recombinante contenidas en un vector se consideran aisladas. Otros ejemplos
de moléculas de ADN aisladas incluyen las moléculas de ADN recombinante mantenidas en células huésped hete-
rélogas o las moléculas de ADN purificadas (de manera parcial o sustancial) en disolucién. Las moléculas de ARN
aisladas incluyen transcripciones de ARN in vivo o in vitro de las moléculas de ADN aisladas de la presente inven-
cion. Las moléculas de acido nucleico aisladas segun la presente solicitud incluyen ademds moléculas producidas
sintéticamente.

En algunos casos, el material aislado formara parte de una composicién (por ejemplo, un extracto bruto que con-
tiene otras sustancias), un sistema de tampdén o una mezcla de reactivos. En otras circunstancias, el material puede
purificarse hasta homogeneidad esencial, por ejemplo como se determina por medio de cromatografia PAGE o en
columna tal como HPLC. De preferencia, un 4cido nucleico aislado comprende al menos aproximadamente 50, 80 6
90% (en una base molar) de todas las especies macromoleculares presentes.

Los polinucleétidos de lipasa pueden codificar la proteina madura mds otros aminodcidos amino o carboxi termi-
nales, o aminodcidos interiores al polipéptido maduro (cuando la forma madura tiene mds de una cadena polipeptidica,
por ejemplo). Tales secuencias pueden desempefiar una funcién en el procesamiento de una proteina a partir de un pre-
cursor hasta una forma madura, pueden facilitar el trafico de la proteina, prolongar o acortar la semivida de la proteina
o pueden facilitar la manipulacién de una proteina para ensayo o produccion, entre otras cosas. Como es por lo general
el caso in situ, los aminodcidos adicionales pueden procesarse fuera de la proteina madura por enzimas celulares.

Los polinucleétido de lipasa incluyen, pero no se limitan a, la secuencia que codifica el polipéptido maduro solo, la
secuencia que codifica el polipéptido maduro y secuencias codificadoras adicionales, tales como una secuencia lider o
secretora (por ejemplo, una secuencia de pre-pro o pro-proteina), la secuencia que codifica el polipéptido maduro, con
o sin las secuencias codificadoras adicionales, mds otras secuencias no codificadoras, por ejemplo intrones y secuen-
cias 5’ y 3’ no codificadoras tales como secuencias transcritas pero no traducidas que desempefian una funcién en la
transcripcion, procesamiento de ARNm (incluidas sefiales de corte y empalme y poliadenilacién), unién a ribosomas
y estabilidad del ARNm. Ademads, el polinucleétido puede estar fusionado a una secuencia codificadora de marcador,
por ejemplo un péptido que facilita la purificacion.

Los polinucleétidos de lipasa pueden estar en la forma de ARN, tal como ARNm, o en la forma de ADN, incluidos
ADNCc y ADN genémico obtenidos por clonacién o producidos por técnicas sintéticas quimicas o por una combinacién
de las mismas. El 4cido nucleico, en especial el ADN, puede ser de doble hebra o de hebra unica. El 4cido nucleico
puede ser la hebra codificante (hebra sentido) o la hebra no codificante (hebra antisentido u opuesta).

El 4cido nucleico de la lipasa puede comprender la secuencia de nucleétidos mostrada en SEC. ID N° 2, que
corresponde al ADNc canino. En una forma de realizacidn, el dcido nucleico de la lipasa comprende sélo la regién
codificadora.

La solicitud divulga ademds variantes de polinucledtidos de lipasa y sus fragmentos, que difieren de la secuencia
de nucleédtidos mostrada en SEC. ID N°: 2 por redundancia del c6digo genético y por consiguiente codifican la misma
proteina que la codificada por la secuencia de nucleétidos mostrada en SEC. ID N°: 2.

La solicitud también divulga moléculas de dcido nucleico de lipasa que codifican los polipéptidos variantes des-
critos en este documento. Tales nucledtidos pueden presentarse en la naturaleza, tales como variantes alélicas (mismo
locus), homoélogos (diferente locus) o pueden construirse por medio de procedimientos de ADN recombinante o por
sintesis quimica. Tales variantes que no se presentan en la naturaleza pueden producirse por medio de técnicas de
mutagénesis, incluidas las aplicadas a polinucleétidos, células u organismos. Por consiguiente, como se analizé ante-
riormente, las variantes pueden contener sustituciones, deleciones, inversiones e inserciones de nucle6tidos.

Tipicamente, las variantes tienen una similitud sustancial con una molécula de dcido nucleico de SEC. ID N*: 2 y
sus complementos. Puede presentarse variacion en cualquiera o ambas regiones, codificadora y no codificadora. Las
variaciones pueden producir sustituciones de aminodcidos tanto conservadoras como no conservadoras. Pueden iden-
tificarse homologos y variantes alélicas usando procedimientos bien conocidos en la técnica. Estas variantes compren-
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den una secuencia de nucledtidos que codifica una lipasa que tiene al menos aproximadamente 60-65%, 65-70%, tipi-
camente al menos aproximadamente 70-75%, mds tipicamente al menos aproximadamente 80-85%, y mds tipicamente
al menos aproximadamente 90-95% o mas homologia con la secuencia de nucleétidos mostrada en SEC. ID N°: 2. Ta-
les moléculas de dcido nucleico pueden identificarse facilmente por ser capaces de hibridar bajo condiciones rigurosas,
a la secuencia de nucleétidos mostrada en SEC. ID N°: 2 o a un fragmento de la secuencia. Se entiende que la hibrida-
cién rigurosa no indica homologia sustancial donde es por homologia general, tal como las secuencias de poli A, o se-
cuencias comunes a todas o a la mayoria de las proteinas o todas la enzimas lipasas. Ademads, se entiende que las varian-
tes no incluyen ninguna de las secuencias de acido nucleico que puedan haberse divulgado antes de la invencién.

Segtin se usa en este documento, el término “hibrida bajo condiciones rigurosas” pretende describir las condiciones
para hibridacién y lavado bajo las que las secuencias de nucleétidos, que codifican un polipéptido con al menos apro-
ximadamente 60-65% de homologia una con la otra, permanecen tipicamente hibridadas una a la otra. Las condiciones
pueden ser tales que las secuencias con similitud una a la otra de al menos aproximadamente 65%, al menos apro-
ximadamente 70%, al menos aproximadamente 75%, al menos aproximadamente 80%, al menos aproximadamente
90%, al menos aproximadamente 95% o mds permanezcan hibridadas una a la otra. Tales condiciones rigurosas son
conocidas por los expertos en la técnica y pueden encontrarse en Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley
& Sons, N.Y. (1989), 6.3.1-6.3.6. Un ejemplo de condiciones de hibridacién rigurosas es la hibridacién en 6 x cloruro
de sodio/citrato de sodio (SSC) a aproximadamente 45°C, seguida por uno o mds lavados en 0,2 x SSC, SDS al 0,1% a
50-65°C. En otro ejemplo no limitante, se deja hibridar las moléculas de 4cido nucleico en 6 x cloruro de sodio/citrato
de sodio (SSC) a aproximadamente 45°C, seguida por uno o mas lavados de baja rigurosidad en 0,2 x SSC/SDS al
0,1% a temperatura ambiente, o por uno o mds lavados de baja rigurosidad en 0,2 x SSC/SDS al 0,1% a 42°C, lavado
en 0,2 x SSC/SDS al 0,1% a 65°C para rigurosidad alta. En una forma de realizacién, una molécula de dcido nucleico
aislada que hibrida bajo condiciones rigurosas a la secuencia de SEC. ID N°: 2 corresponde a una molécula de acido
nucleico que se presenta en la naturaleza. Segiin se usa en este documento, una molécula de acido nucleico “que se
presenta en la naturaleza” se refiere a una molécula de ARN o ADN que tiene una secuencia de nucleétidos que se
presenta en la naturaleza (por ejemplo, codifica una proteina natural).

Como entienden los expertos en la técnica, las condiciones exactas pueden determinarse de manera empirica y de-
penden de la fuerza idnica, la temperatura y la concentracién de los agentes desestabilizantes tales como la formamida
o de los agentes desnaturalizantes tales como el SDS. Otros factores considerados para determinar las condiciones e
hibridacién deseadas incluyen la longitud de las secuencias de 4cido nucleico, la composicién de bases, el porcentaje
de acoplamientos erréneos entre las secuencias a hibridar y la frecuencia de presentacion de subseries de las secuen-
cias dentro de otras secuencias no idénticas. Por consiguiente, pueden determinarse condiciones equivalentes variando
uno o mds de estos pardmetros y manteniendo un grado similar de identidad o similitud entre las dos moléculas de
cido nucleico.

La presente solicitud también divulga 4cidos nucleicos aislados que contienen un fragmento o porcién de hebra
unica o doble que hibrida bajo condiciones rigurosas a la secuencia de nucleétidos de SEC. ID N°: 2 o al complemento
de SEC. ID N°: 2. En un aspecto, el 4cido nucleico estd constituido por una porcién de la secuencia de nucleétidos de
SEC. ID N°: 2 o el complemento de SEC. ID N°: 2.

Se entiende que los fragmentos aislados incluyen cualquier secuencia contigua no divulgada antes de la invencion
asi como las secuencias que son sustancialmente las mismas y que estdn divulgadas. Por consiguiente, si un fragmento
se ha divulgado antes de la presente invencion, esta solicitud no pretende incluir ese fragmento. Cuando una secuencia
no se ha divulgado antes de la presente invencién, un fragmento de dcido nucleico aislado tiene al menos aproxima-
damente 6, de preferencia al menos aproximadamente 10, 13, 18, 20, 23 o 25 nucleétidos, y puede tener 30, 40, 50,
100, 200, 500 o m4s nucleétidos de longitud. Los fragmentos mds largos, por ejemplo, con una longitud de 30 o mds
nucledtidos, que codifican proteinas o polipéptidos antigénicos descritos en este documento son ttiles.

Ademas, la invencion proporciona polinucleétidos que comprenden un fragmento de los polinucledtidos de lipasa
de longitud total. El fragmento puede ser de hebra tinica o doble y puede comprender ADN o ARN. El fragmento
puede derivar tanto de la secuencia codificadora como de la no codificadora.

En otra forma de realizacion, un dcido nucleico de lipasa aislado codifica la regién codificadora completa. Otros
fragmentos incluyen secuencias de nucleétidos que codifican los fragmentos de aminoacidos mostrados en la Fig. 4.

Por consiguiente, los fragmentos de dcido nucleico de lipasa incluyen ademds secuencias que corresponden a los
dominios descritos en este documento, a las subregiones también descritas, y a sitios funcionales especificos. Los
fragmentos de 4cido nucleico de lipasa también incluyen combinaciones de los dominios, segmentos, y otros sitios
funcionales descritos anteriormente. Un experto en la técnica serd consciente de las muchas permutaciones posibles.

Donde la localizacién de los dominios o sitios se ha predicho por medio de andlisis computarizados, un experto
apreciara que los residuos de aminodcidos que constituyen estos dominios pueden variar segin los criterios usados
para definir los dominios. Sin embargo, se entiende que un fragmento de lipasa incluye cualquier secuencia de acido
nucleico que no incluye el gen completo. La solicitud también divulga fragmentos de dcido nucleico de lipasa que
codifican regiones que llevan epitopos de las proteinas de lipasa descritas en este documento. No debe considerarse que
los fragmentos de dcido nucleico, segtin la presente solicitud, abarquen los fragmentos que puedan haberse divulgado
antes de la invencién.
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Los fragmentos de 4cido nucleico de la solicitud proporcionan sondas o cebadores en ensayos tales como los
que se describen a continuacién. Las “sondas” son oligonucleétidos que hibridan de una manera especifica de ba-
ses a una hebra de 4cido nucleico complementaria. Tales sondas incluyen 4cidos nucleicos de polipéptidos, como se
describe en Nielsen y col. (1991) Science 254:1497-1500. Tipicamente, una sonda comprende una region de secuen-
cia de nucledtidos que hibrida bajo condiciones altamente rigurosas con al menos aproximadamente 15, tipicamente
aproximadamente 20-25, y més tipicamente aproximadamente 40, 50 6 75 nucleétidos consecutivos de la secuencia
del dcido nucleico mostrada en SEC. ID N°: 2 y los complementos de la misma. Mds tipicamente, la sonda com-
prende ademds una etiqueta, por ejemplo, un radiois6topo, un compuesto fluorescente, una enzima o un cofactor de
enzima.

Segtn se usa en este documento, el término “cebador” se refiere a un oligonucléotido de hebra tnica que actda
como un punto de iniciacién de la sintesis de ADN dirigida por un molde usando procedimientos bien conocidos (por
ejemplo, PCR, LCR) incluidos, pero no limitados a los que se describen en este documento. La longitud adecuada del
cebador depende del uso particular, pero varia tipicamente desde aproximadamente 15 hasta 30 nucleétidos. El término
“sitio del cebador” se refiere al 4rea del ADN diana al que se hibrida el cebador. El término “par de cebadores” se
refiere a una serie de cebadores incluidos un cebador 5° (secuencia arriba) que hibrida con el extremo 5’ de la secuencia
del 4cido nucleico a amplificar y un cebador 3’ (secuencia abajo) que hibrida con el complemento de la secuencia a
amplificar.

Donde se usan polinucléotidos para evaluar propiedades o funciones de lipasas, tal como en los ensayos descritos en
este documento, puede ser titil el total o menos que el total del ADNc completo. Los ensayos dirigidos especificamente
a las funciones de lipasa, tal como evaluar la actividad agonista o antagonista, abarcan el uso de fragmentos conocidos.
Ademads, pueden practicarse procedimientos de diagndstico para evaluar la funcién de lipasa con cualquier fragmento,
incluidos los fragmentos que puedan haberse conocido antes de la invencién. De manera similar, en los procedimientos
que implican tratamiento de disfuncién de la lipasa, estdn abarcados todos los fragmentos, incluidos aquellos que
pudieran haber sido conocidos en la técnica.

Los polinucléotidos de lipasa son ttiles como sonda de hibridacién para ADNc y ADN gendmico para aislar un
ADNCc de longitud total y clones genémicos que codifican el polipéptido descrito en SEC. ID N°: 3 y para aislar ADNc
y clones genémicos que corresponden a variantes que producen el mismo polipéptido mostrado en SEC. ID N 3 o
las otras variantes descritas en este documento. Las variantes pueden aislarse del mismo tejido y organismo del que se
aisl6 el polipéptido mostrado en SEC. ID N°: 3, de diferentes tejidos del mismo organismo, o de diferentes organismos.
El procedimiento es titil para aislar genes y ADNc que estdn controlados por medio del desarrollo y por consiguiente
pueden expresarse en el mismo tejido o en tejidos diferentes en puntos diferentes en el desarrollo de un organismo.

La sonda puede corresponder a cualquier secuencia a lo largo de la longitud total del gen que codifica la lipasa.
Por consiguiente, podria derivar de regiones 5’ no codificadoras, de la region codificadora, y de regiones 3’ no codifi-
cadoras. La sonda de 4cido nucleico puede ser, por ejemplo, el ADNc de longitud total de SEC. ID N°: 2 o uno de sus
fragmentos que sea suficiente para hibridar especificamente bajo condiciones rigurosas al ARNm o ADN.

Los polinucléotidos de lipasa también son Utiles para construir vectores recombinantes. Tales vectores incluyen
vectores de expresion que expresan una porcién, o todos, los polipéptidos de la lipasa. Los vectores también incluyen
vectores de insercion, usados para integrar dentro de otra secuencia de polinucléotidos tal como dentro del genoma
celular, para alterar la expresion in situ de los genes de la lipasa y los productos genéticos. Por ejemplo, puede reem-
plazarse una secuencia que codifica una lipasa endégena por medio de recombinacién homdéloga con toda o parte de
la regién codificadora que contiene una o mas mutaciones introducidas especificamente. Los polinucléotidos de lipasa
son también utiles para expresar porciones antigénicas de las proteinas de lipasa. Los polinucléotidos de lipasa son
también dutiles para producir vectores que expresan parte, o todos los polipéptidos de lipasa. Los polinucléotidos de
lipasa son también ttiles como sondas de hibridacién para determinar el nivel de expresion del dcido nucleico de lipa-
sa. Por consiguiente, las sondas pueden usarse para detectar la presencia, o para determinar niveles, del 4cido nucleico
de lipasa en células, tejidos y en organismos. El dcido nucleico cuyo nivel se determina puede ser ADN o ARN. Por
consiguiente, las sondas que corresponden a los polipéptidos descritos en este documento pueden usarse para evaluar
el nimero de copias de genes en una célula, tejido u organismo dado. Esto es particularmente importante en casos en
los que ha habido una amplificacién de los genes de lipasa.

Vectores/Células huésped

En este documento también se divulgan vectores que contienen los polinucleétidos de lipasa. El término “vector”
se refiere a un vehiculo, de preferencia una molécula de acido nucleico que puede transportar los polinucledtidos de
lipasa. Cuando el vector es una molécula de 4cido nucleico, los polinucleétidos de lipasa se unen covalentemente al
dcido nucleico del vector. Con este aspecto de la invencidn, el vector incluye un pldsmido, un fago de hebra tnica o
doble, un vector viral de ARN o ADN de hebra tinica o doble, o un cromosoma artificial, tal como BAC, PAC, YAC o
MAC.

Un vector puede mantenerse en la célula huésped como un elemento extracromosémico donde se replica y produce

copias adicionales de los polinucleétidos de lipasa. Como alternativa, el vector puede integrarse en el genoma de la
célula huésped y producir copias adicionales de los polinucleétidos de lipasa cuando la célula huésped se replica.
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En este documento se divulgan vectores para el mantenimiento (vectores de clonacién) o vectores para la expre-
sién (vectores de expresion) de los polinucleétidos de lipasa. Los vectores pueden funcionar en células procariotas o
eucariotas o en ambas (vectores lanzadera).

Los vectores de expresion contienen regiones reguladoras que actiian en cis que estdn unidas de manera operativa
en el vector a los polinucledtidos de lipasa para permitir la transcripcion de los polinucléotidos en una célula huésped.
Los polinucléotidos pueden introducirse en una célula huésped con un polinucléotido separado capaz de afectar la
transcripcioén. Por consiguiente, el segundo polinucléotido puede proporcionar un factor que actda en trans que in-
teractia con la regién de control regulador en cis para permitir la transcripcion de los polinucledtidos de lipasa del
vector. Como alternativa, puede suministrarse un factor que actda en trans por la célula huésped. Finalmente, puede
producirse un factor que actda en trans a partir del vector mismo.

Se entiende, sin embargo, que en algunos aspecto la transcripcidn y/o traduccién de los polinucledtidos de lipasa
pueden tener lugar en un sistema libre de células.

La secuencia reguladora a la que pueden unirse de manera operativa los polinucléotidos descritos en este docu-
mento incluye promotores para dirigir la transcripciéon del ARNm. Estos incluyen, pero no se limitan a, el promotor
izquierdo del bacteriéfago lambda, los promotores lac, TRP, y TAC de E. coli, los promotores temprano y tardio de
SV40, el promotor inmediato temprano de CMYV, los promotores temprano y tardio del adenovirus, y las repeticiones
terminales largas del retrovirus.

Ademads de las regiones de control que promueven la transcripcion, los vectores de expresion pueden incluir tam-
bién regiones que modulan la transcripcion, tales como sitios de unién de represores y potenciadores. Los ejemplos
incluyen el potenciador de SV40, el potenciador inmediato temprano de citomegalovirus, el potenciador de polioma,
potenciadores de adenovirus, y potenciadores del retrovirus LTR.

Ademds de contener sitios para la iniciacién y el control de la transcripcién, los vectores de expresion pueden
contener también secuencias necesarias para la terminacién de la transcripcion y, en la region transcrita un sitio de
unién de ribosomas para la traduccién. Otros elementos de control reguladores para la expresioén incluyen codones
de iniciacién y terminacién asi como sefiales de poliadenilacién. La persona experta en la técnica serd consciente
de las numerosas secuencias reguladoras que son utiles en los vectores de expresion. Tales secuencias reguladoras
estan descritas, por ejemplo, en Sambrook y col. (1989) Molecular Cloning: A Laboratory Manual 2° ed., Cold Spring
Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y.).

Puede usarse una diversidad de vectores de expresion para expresar un polinucledtido de lipasa. Tales vectores
incluyen vectores derivados de cromosomas, episomas y virus, por ejemplo vectores derivados de plasmidos bacte-
rianos, de bacteriéfagos, de episomas de levaduras, de elementos cromosdmicos de levaduras, incluidos cromosomas
artificiales de levadura, de virus tales como baculovirus, papovavirus tales como SV40, virus Vaccinia, adenovirus,
poxvirus, virus pseudorabies y retrovirus. Los vectores pueden también derivar de combinaciones de estas fuentes ta-
les como los derivados de plasmidos y elementos genéticos de bacteridfagos, por ejemplo césmidos y fagémidos. Los
vectores de expresion y clonacién adecuados para huéspedes procariotas y eucariotas estdn descritos en Sambrook
y col. (1989) Molecular Cloning: A Laboratory Manual 2° ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring
Harbor, N.Y.).

La secuencia reguladora puede proporcionar expresion constitutiva en una o mas células huésped (es decir especifi-
co de tejido) o puede proporcionar expresién inducible en uno o mas tipos celulares por temperatura, aditivo nutriente,
o factores exdgenos tales como una hormona u otro ligando. Los expertos en la técnica conocen bien una diversidad
de vectores que proporcionan expresion constitutiva e inducible en huéspedes procariotas y eucariotas.

Los polinucleétidos de lipasa pueden insertarse en el dcido nucleico del vector por medio de procedimientos bien
conocidos. Por lo general, la secuencia de ADN que se expresara finalmente se une a un vector de expresion escin-
diendo la secuencia de ADN vy el vector de expresion con una o mds enzimas de restriccion y a continuacidon uniendo
los fragmentos juntos. Los procedimientos para digestion con enzimas de restriccién y unién son bien conocidos por
los expertos en la técnica.

El vector que contiene el polinucléotido adecuado puede introducirse en una célula huésped adecuada para usar
técnicas bien conocidas de propagacién o expresion. Las células bacterianas incluyen, pero no se limitan a, E. coli,
Streptomyces y Salmonella typhimurium. Las células eucariotas incluyen, pero no se limitan a, levaduras, células de
insecto tales como Drosophila, células de animales tales como células COS y CHO, y células de plantas.

Segtin se describe en este documento, puede ser deseable expresar el polipéptido como una proteina de fusion.
Por consiguiente, en este documento se divulga vectores de fusién que permiten la produccién de los polipéptidos de
lipasa. Los vectores de fusiéon pueden aumentar la expresion de una proteina recombinante, aumentar la solubilidad
de la proteina recombinante, y ayudar en la purificacion de la proteina al actuar por ejemplo como un ligando para la
purificacion por afinidad. Puede introducirse un sitio de escision proteolitica en la unién del resto de fusién para que
el polipéptido deseado pueda separarse finalmente del resto de fusién. Las enzimas proteoliticas incluyen, pero no se
limitan a, factor Xa, trombina, y enterocinasa. Los vectores de expresion de fusion tipicos incluyen pGEX (Smith y col.
(1988) Gene 67: 31-40), pMAL (New England Biolabs, Beverly, Mass.) y pRIT5 (Pharmacia, Piscataway, N.J.) que
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fusionan glutationa S-transferasa (GST), proteina E de unién de maltosa, o proteina A, respectivamente, a la proteina
recombinante diana. Los ejemplos de vectores de expresion de E. coli inducibles no de fusién adecuados incluyen pTrc
(Amann y col. (1988) Gene 69: 301-315) y pET 11d (Studier y col. (1990) Gene Expression Technology: Methods in
Enzymology 185: 60-89).

La expresion de proteinas recombinantes puede aumentarse al mdximo en una bacteria huésped proporcionando
una base genética en la que la célula huésped tenga una capacidad disminuida para escindir proteoliticamente la
proteina recombinante. (Gottesman, S: (1990) Gene Expression Technology: Methods in Enzymology 185, Academic
Press, San Diego, Calif. 119-128). Como alternativa, la secuencia del polinucleétido de interés puede alterarse para
proporcionar el uso de preferencia de codones para una célula huésped especifica, por ejemplo, E. coli. (Wada y col.
(1992) Nucleic Acids Res. 20: 2111-2118).

Los polinucledtidos de lipasa también pueden expresarse por medio de vectores de expresion que son operativos
en levaduras. Los ejemplos de vectores para expresion en levaduras por ejemplo, S. cerevisiae incluyen pYepSecl
(Baldari y col. (1987) EMBO J. 6: 229-234), pMFa (Kujan y col. (1982) Cell 30: 933-943), pJRY88 (Schultz y col.
(1987) Gene 54: 113-123), y pYES2 (Invitrogen Corporation, San Diego, Calif.).

Los polinucleédtidos de lipasa pueden también expresarse en células de insecto usando, por ejemplo vectores de
expresion de baculovirus. Los vectores de baculovirus disponibles para la expresion de proteinas en células de insecto
cultivadas (por ejemplo, células Sf9 y Sf21) incluyen la serie pAc (Smith y col. (1983) Mol. Cell Biol. 3: 2156-2165)
y la serie pVL (Lucklow y col. (1989) Virology 170: 31-39).

En cierto aspecto, los polinucledtidos descritos en este documento se expresan en células de mamifero usando
vectores de expresion de mamifero. Los ejemplos de vectores de expresion de mamifero incluyen pCDMS (Seed, B.
(1987) Nature 329: 840), pMT2PC (Kauffman y col. (1987) EMBO J. 6: 187-195).

Los vectores de expresion presentados en este documento se proporcionan solo a manera de ejemplo de los vectores
bien conocidos disponibles por los expertos en la técnica que serdn ttiles para expresar los polinucleétidos de lipasa. El
experto en la técnica serd consciente de otros vectores adecuados para mantenimiento, propagacion o expresion de los
polinucledtidos descritos en este documento. Estos se encuentran por ejemplo en Sambrook y col. (1989) Molecular
Cloning: A Laboratory Manual 2° ed., Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold
Spring Harbor, N.Y.

En este documento se divulgan vectores en los que las secuencias de dcido nucleico descritas en este documento
se clonan en el vector en orientacién inversa, pero unidas de manera operativa a una secuencia reguladora que permite
la transcripcion del ARN antisentido. Por consiguiente, puede producirse un transcrito antisentido para toda, o para
una porcién, de las secuencias de polinucledtidos descritas en este documento, incluidas las regiones codificadora y no
codificadora. La expresion de este ARN antisentido estd sometida a cada uno de los pardmetros descritos anteriormente
con relacién a la expresion del ARN sentido (secuencias reguladoras, expresion constitutiva o inducible, expresion
especifica de tejido).

En este documento también se divulgan células huésped recombinantes que contienen los vectores descritos en
este documento. Las células huésped incluyen por consiguiente células procariotas, células eucariotas inferiores tales
como levaduras, otras células eucariotas tales como células de insecto, y células eucariotas superiores, tales como
células de mamifero.

Las células huésped recombinantes se preparan introduciendo las construcciones del vector descritas en este docu-

mento en las células por medio de técnicas fcilmente disponibles para los expertos en la técnica. Estas incluyen pero
no se limitan a, transfeccién con fosfato de calcio, transfeccién mediada por DEAE-dextrano, transfeccién mediada
por lipidos catiénicos, electroporacion, transduccidn, infeccion, lipofeccion y otras técnicas tales como las que se en-
cuentran en Sambrook y col. (Molecular Cloning: A Laboratory Manual 2°, ed., Cold Spring Harbor Laboratory, Cold
Spring Harbor Laboratory = Press Cold Spring Harbor, N.Y.).

Las células huésped pueden contener mds de un vector. Por consiguiente, pueden introducirse diferentes secuencias
de nucledétidos en diferentes vectores de la misma célula. De manera similar, pueden introducirse los polinucleétidos
de lipasa solos o con otros polinucledtidos que no estdn relacionados con los polinucledtidos de lipasa tales como los
que proporcionan factores que actian en trans para los vectores de expresion. Cuando se introduce mds de un vector en
una célula, los vectores pueden introducirse independientemente, pueden introducirse conjuntamente o pueden unirse
al vector de polinucleédtidos de lipasa.

En el caso de bacteriéfagos y vectores virales, estos pueden introducirse en las células como virus empaquetados
o encapsulados por procedimientos convencionales para infeccién y transduccién. Los vectores virales pueden ser
competentes para replicacion o defectuosos para replicacion. En el caso en que la replicacion viral es defectuosa, la
replicacién tendra lugar en células huésped que proporcionen funciones que complementen los defectos.

Los vectores incluyen generalmente marcadores seleccionables que permiten la seleccién de la subpoblacién de
células que contienen las construcciones del vector recombinante. El marcador puede estar contenido en el mismo vec-
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tor que contiene los polinucleétidos descritos en este documento o puede estar en un vector separado. Los marcadores
incluyen genes de resistencia a la tetraciclina o a la ampicilina para células huésped procariotas y genes de dihidro-
folato reductasa o resistencia a la neomicina para las células huésped eucariotas. Sin embargo, serd eficaz cualquier
marcador que proporcione la seleccion para una caracteristica fenotipica.

Mientras que las proteinas maduras pueden producirse en bacterias, levaduras, células de mamiferos y otras células
bajo el control de las secuencias reguladoras adecuadas, también pueden usarse sistemas de transcripcién y traduccién
libres de células para producir estas proteinas usando ARN derivado de las construcciones de ADN descritas en este
documento.

Donde se desea la secrecion del polipéptido, se incorporan en el vector sefiales de secrecién adecuadas. La secuen-
cia sefial puede ser endogena a los polipéptidos de lipasa o heteréloga a estos polipéptidos.

Donde el polipéptido no se secreta en el medio, la proteina puede aislarse de la célula huésped por medio de
procedimientos convencionales de alteracion irreversible, incluidos descongelacidn, sonicacidn, alteracién mecéani-
ca, uso de agentes lisantes y similares. Posteriormente puede recuperarse y purificarse el polipéptido por medio de
procedimientos de purificacién bien conocidos incluidos la precipitacién con sulfato de amonio, la extraccién 4cida,
cromatografia de intercambio anidnico o catiénico, cromatografia en fosfocelulosa, cromatografia de interaccién hi-
dréfoba, cromatografia de afinidad, cromatografia en hidroxiapatita, cromatografia en lectina o cromatografia liquida
de alto rendimiento.

Se entiende también que dependiendo de la célula huésped en la produccién recombinante de los polipéptidos
descritos en este documento, los polipéptidos pueden tener diversos patrones de glicosilacion, dependiendo de la
célula, o pueden no estar glicosilados como cuando se producen en bacterias. Ademads, los polipéptidos pueden incluir
una metionina modificada inicial en algunos casos como resultado de un proceso mediado por el huésped.

Se entiende que “células huésped” y “células huésped recombinantes” se refieren no solo a la célula sujeto particu-
lar sino también a la progenie o potencial progenie de tal célula. Como pueden presentarse ciertas modificaciones en
generaciones sucesivas por mutacién o por influencias medioambientales, tal progenie puede, de hecho, no ser idéntica
a la célula original, pero atn se incluyen dentro del alcance del término como se usa en este documento.

Las caracteristicas antigénicas y enzimdticas ejemplares de cPLP1 que se exhiben por medio de tales polipéptidos
incluyen la actividad lipasa, la capacidad para unirse con moléculas con las que cPLP1 es capaz de unirse, y la capa-
cidad para inducir la produccién de sustancias anticuerpo que se unen especificamente con un epitopo que se presenta
en o cerca de la superficie de la proteina cPLP1. Los polipéptidos divulgados en este documento, o porciones biol6-
gicamente activas de los mismos, pueden unirse de manera operativa con una secuencia de aminodcidos heteréloga
para formar proteinas de fusion. Ademads, pueden incorporarse uno o mds polipéptido o porciones biolégicamente ac-
tivas de los mismos en composiciones farmacéuticas, que pueden incluir opcionalmente vehiculos farmacéuticamente
aceptables. Tales composiciones farmacéuticas pueden usarse para tratar o prevenir uno o mas de los trastornos identi-
ficados en este documento. También se divulgan sustancias anticuerpo que se unen especificamente con un polipéptido
descrito en este documento incluidas, por ejemplo, la proteina cPLP1 y fragmentos de la misma. Las sustancias an-
ticuerpo ejemplares son anticuerpos monoclonales y policlonales, fragmentos de anticuerpos, anticuerpos de cadena
Unica, anticuerpos libres y unidos a la superficie celular, y receptores de células T. Estas sustancias anticuerpo pue-
den producirse, por ejemplo, proporcionando el polipéptido de la invencién a un vertebrado inmunocompetente y a
continuacién recogiendo sangre o suero del vertebrado. Las sustancias anticuerpo pueden, como alternativa, generarse
seleccionando una biblioteca de fagos para identificar particulas de fagos que exhiben una subunidad que se une con
cPLP1 o uno de sus epitopos.

En este documento también se divulgan procedimientos para detectar la actividad o expresién de un polipéptido
divulgado en este documento en una muestra bioldgica poniendo en contacto la muestra biolégica con un agente capaz
de detectar tal actividad (por ejemplo, un sustrato marcado u otro compuesto puede detectarse tras reaccionar con
un polipéptido activo divulgado en este documento), con un agente que se une especificamente con un polipéptido
divulgado en este documento (por ejemplo, una sustancia anticuerpo de la invencién), o con un agente para detectar
la produccién de un ARN que codifica un polipéptido divulgado en este documento (por ejemplo, un cebador de
transcriptasa inversa complementario a una porciéon de un ARNm que codifica el polipéptido).

Deteccion de Lipasa Pancredtica Canina

En un aspecto, la invencién estd dirigida a un procedimiento inmunolégico para detectar la presencia de una canti-
dad de lipasa pancredtica canina en una muestra bioldgica. La invencién proporciona un procedimiento, un dispositivo
y un kit que usa uno o mas anticuerpos monoclonales de lipasa canina de la invencién. En otro aspecto, el procedi-
miento incluye calibradores y patrones que comprenden uno o més polipéptidos de lipasa pancredtica canina.

“Especificidad de unién” o “unién especifica” se refiere al reconocimiento sustancial de una primera molécula

para una segunda molécula, por ejemplo un polipéptido y un anticuerpo policlonal o monoclonal, o un fragmento de
anticuerpo (por ejemplo, un fragmente FV, FV de cadena tnica, Fab’, o F(ab’)2) especifico para el polipéptido.
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Un “par de unién especifico” es una serie de dos moléculas diferentes, donde una molécula tiene un drea en su
superficie o en una cavidad que se une especificamente a, y por consiguiente es complementaria a, un 4rea en la otra
molécula. “Pareja de unién especifica” se refiere a una de estas dos moléculas de unién complementarias. “Par de
unidn especifico” puede referirse a un ligando y a un receptor, por ejemplo. En otro ejemplo, el par de unién especifico
puede referirse a un par inmunolégico, por ejemplo un antigeno y un anticuerpo.

“Unién sustancial” o “unido sustancialmente” se refieren a una cantidad de unién o reconocimiento especifico
entre moléculas en una mezcla de ensayo bajo condiciones de ensayo particulares. En su aspecto mas amplio, unién
sustancial se refiere a la diferencia entre la incapacidad de una primera molécula para unirse o reconocer una segunda
molécula, y la capacidad de las primeras moléculas para unirse o reconocer una tercer molécula, de manera que la
diferencia sea suficiente para permitir que se lleve a cabo un ensayo significativo que distinga la unién especifica bajo
una serie de condiciones de ensayo particulares, que incluye las concentraciones relativas de las moléculas y el tiempo
y temperatura de una incubacién. En otro aspecto, una molécula es sustancialmente incapaz de unirse o reconocer otra
molécula en un sentido de reactividad cruzada donde la primera molécula exhibe una reactividad para una segunda
molécula que es inferior al 25%, de preferencia inferior al 10%, de mas preferencia inferior al 5% de la reactividad
exhibida hacia una tercer molécula bajo una serie de condiciones de ensayo particulares, que incluyen la concentracién
relativa y la incubacién de las moléculas. La unién especifica puede probarse usando una serie de procedimientos muy
conocidos, por ejemplo, un ensayo inmunohistoquimico, un ensayo de inmunoabsorcién ligado a enzimas (ELISA),
un radioinmunoensayo (RIA) o un ensayo de transferencia Western.

Una “muestra biolégica” se refiere a una muestra de un sujeto animal incluidos sangre entera, suero, plasma, tejido,
liquido abdominal (ascitis), orina u otra muestra conocida o que se sospecha que contiene lipasa pancredtica canina.

Un “marcador” es cualquier molécula que se une (a través de medios covalentes o no covalentes, sola o encap-
sulada) a otra molécula o soporte sélido y que se elige por caracteristicas especificas que permiten la deteccién de
la molécula marcada. Por lo general, los marcadores comprenden, pero no se limitan a, los siguientes tipos: metal
particulado y derivados de metales, radioisétopos, reactivos cataliticos o basados en enzimas, sustratos cromogénicos
y cromdforos, moléculas fluorescentes y quimioluminiscentes, y fésforos. La utilizacién de un marcador produce una
seflal que puede detectarse por medios tales como la deteccion de radiacién electromagnética o la visualizacion directa,
y que opcionalmente pueden medirse.

El marcador usado en la presente invencién puede ser, pero no se limita a: fosfatasa alcalina; glucosa-6-fosfato des-
hidrogenasa (“G6PDH”); peroxidasa del rabano picante (HRP); agentes quimioluminiscentes tales como isoluminol,
fluorescentes tales como compuestos de fluoresceina y rodamina; ribozimas; y colorantes.

El marcador puede producir una sefial directamente, y por consiguiente no son necesarios otros componentes
para producir una sefial. Como alternativa, un marcador puede necesitar otros componentes, tales como sustratos o
coenzimas, para producir una sefial. La adaptabilidad y el uso de tales marcadores ttiles para producir una sefial se
analizan en la Patente de EEUU N° 6.489.309 y en la Patente de EEUU N° 5.185.243. Por ejemplo, un marcador puede
conjugarse a la pareja de unién especifica de un modo no covalente. Como alternativa, el marcador puede conjugarse
a la pareja de unién especifica de manera covalente. La Patente de EEUU N° 3.817.837 y la Patente de EEUU N°
3.996.345 describen en detalle ejemplos de diversas maneras en que un marcador puede conjugarse de manera no
covalente o covalente a la pareja de unién especifica.

Fase solida significa un material insoluble en agua poroso o no poroso. Tales materiales incluyen un soporte o una
superficie tal como la pared de un recipiente de reaccién. El soporto puede ser hidréfilo o capaz de volverse hidré-
filo e incluye polvos inorgdnicos tales como silice, sulfato de magnesio y alimina; materiales poliméricos naturales,
en particular materiales celulésicos y materiales derivados de la celulosa, tales como papeles que contienen fibras,
por ejemplo papel de filtro, papel cromatogrifico, etc.; polimeros sintéticos o que se presentan en la naturaleza mo-
dificados, tales como nitrocelulosa, acetato de celulosa, poli (cloruro de vinilo), poliacrilamida, dextrano reticulado,
agarosa, poliacrilato, polietileno, plipropileno, poli(4-metilbuteno), poliestireno, polimetacrilato, poli(tereftalato de
etileno), nailon, poli(butirato de vinilo), etc.; usados por si mismos o en combinacién con otros materiales; vidrio dis-
ponible como Bioglass, ceramicas, metales, y similares. También pueden usarse organizaciones naturales o sintéticas
tales como liposomas, vesiculas de fosfolipidos y células.

La unién de miembros sbp a un soporte o superficie puede realizarse por medio de técnicas bien conocidas, co-
munmente disponibles en la bibliografia. Véase, por ejemplo, “Immobilized Enzymes,” Ichiro Chibata, Halsted Press,
Nueva York (1978) y Cuatrecasas, J. Biol. Chem., 245: 3059 (1970). La superficie puede tener cualquiera de una serie
de formas, tales como una tira, varilla, incluidas perlas y similares. En un aspecto, los polipéptidos de la invencién
incluyen un residuo cisteina N terminal para ayudar en la unién de los polipéptidos a la fase sélida.

El procedimiento de la invencioén puede optimizarse de muchas maneras y un experto en la técnica podrd ajustar
simultdneamente las diluciones de las muestras, las concentraciones de los reactivos, las temperaturas y tiempos de
incubacién usados en el procedimiento para llevar a cabo la deteccion de la lipasa pancredtica canina.

Para ser ttiles en los procedimientos de deteccion de la presente invencion, los polipéptidos se obtienen en una
forma sustancialmente pura, tipicamente desde aproximadamente 50% p/p o mds pureza, sustancialmente libres de
proteinas de interferencia y contaminantes. De preferencia, los polipéptidos se aislan o sintetizan en una pureza de
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al menos 80% p/p, y de mas preferencia, en al menos aproximadamente 95% p/p de pureza. Usando técnicas con-
vencionales de purificacién de proteinas pueden obtenerse composiciones de polipéptidos homogéneas de al menos
aproximadamente 99% p/p de pureza. Por ejemplo, las proteinas pueden purificarse por medio del uso de anticuer-
pos que se describen a continuacién en este documento usando columnas de afinidad por inmunoabsorcién que se
describen a continuacién en este documento.

El procedimiento de la invencion puede llevarse a cabo usando técnicas de inmunoensayo bien conocidas por
los expertos en la técnica, incluidas, pero no limitadas a, el uso de microplacas y dispositivos de flujo lateral. En
una forma de realizacién, se inmoviliza un anticuerpo especifico para la proteina de la lipasa pancredtica canina
en un soporte sélido en una localizacién discreta. Tras la adicién de la muestra, puede realizarse la deteccién de
complejos proteina-anticuerpo en el soporte sélido por cualquier medio conocido en la técnica. Por ejemplo, la Patente
de EEUU N° 5.726.010 describe un ejemplo de dispositivo de flujo lateral, el dispositivo de inmunoensayo SNAP®
(IDEXX Laboratories), ttil en la presente invencion. En otro aspecto, el soporte sélido es un pocillo de una placa de
microvaloracién.

La inmovilizacién de uno o més reactivos de captura de analitos, por ejemplo, anticuerpos para la lipasa pancreatica
canina, sobre un dispositivo o soporte sélido se realiza de manera que el reactivo de captura del analito no se eliminard
por la muestra, el diluyente y/o procedimientos de lavado. Pueden unirse uno o mds reactivos de captura de analitos
a una superficie por medio de adsorcion fisica (es decir, sin el uso de conectores quimicos) o por unién quimica (es
decir, con el uso de conectores quimicos). La unién quimica puede generar una unién mas fuerte de las sustancias de
unioén especifica en una superficie y puede proporcionar orientacién y conformacién definidas de las moléculas unidas
a la superficie.

En otro aspecto, la invencién incluye uno o mds reactivos de unién especifica marcados que pueden mezclarse
con una muestra de prueba antes de la aplicacién a un dispositivo de la invencién. En este caso no es necesario tener
reactivos de unidn especifica marcados depositados y secados en una almohadilla de reactivos de unién especifica en
el dispositivo. Un reactivo de unién especifica marcado, afiadido a una muestra de prueba o depositado previamente
en el dispositivo, puede ser por ejemplo, un anticuerpo monoclonal para lipasa pancredtica canina marcado.

Cuando el reactivo de captura de analitos y el reactivo de unién especifica marcado son anticuerpos que se unen
especificamente a la lipasa pancredtica canina, los anticuerpos pueden ser iguales o diferentes. En un aspecto, los
anticuerpos se eligen de los anticuerpos 4G11 y 7E11.

El procedimiento de deteccidon puede incluir el uso de un patrén tal como un polipéptido de lipasa pancredtica
canina recombinante. El patrén puede mezclarse con el anticuerpo o anticuerpos monoclonales de la misma manera
que la muestra. La cantidad de unién entre el anticuerpo o los anticuerpos monoclonales y el patrén puede compararse
con la cantidad de uni6n de los anticuerpos a la proteina en la muestra. Por consiguiente, como se conoce la cantidad
de lipasa pancredtica canina en el patrén, puede determinarse la cantidad de proteina en la muestra.

Cualquiera o todas las formas de realizacién anteriores pueden proporcionarse como un kit. En un ejemplo par-
ticular, tal kit incluird un dispositivo completo con reactivos de unidn especifica (por ejemplo, un reactivo de unién
especifica marcado no inmovilizado y un reactivo de captura de analitos inmovilizado) y reactivo de lavado, asi como
un reactivo detector y reactivos de control positivo y negativo, si se desea o es adecuado. Ademads, pueden incluir-
se otros aditivos, tales como estabilizadores, tampones y similares. Las cantidades relativas de los diversos reactivos
pueden variarse, para proporcionar concentraciones de los reactivos en disolucidon que optimicen sustancialmente la
sensibilidad del ensayo. En particular, los reactivos pueden proporcionarse como polvos secos, usualmente liofiliza-
dos, que en disolucién proporcionardn una disolucién de reactivo con las concentraciones adecuadas para combinar
con la muestra.

El dispositivo puede también incluir un reactivo liquido que transporte el material no unido (por ejemplo, muestra
liquida sin reaccionar y reactivos de union especifica no unidos) fuera de la zona de reaccion (fase sélida). Un reactivo
liquido puede ser un reactivo de lavado y puede servir solamente para eliminar el material no unido de la zona de
reaccion, o puede incluir un reactivo detector y servir tanto para eliminar el material no unido como para facilitar la
deteccion del analito. Por ejemplo, en el caso de un reactivo de unién especifica conjugado a una enzima, el reactivo
detector incluye un sustrato que produce una sefial detectable tras la reaccién con el conjugado enzima-anticuerpo
en la zona reactiva. En el caso de un reactivo de unién especifica marcado conjugado a una molécula radiactiva,
fluorescente, o a una molécula que absorbe luz, el reactivo detector actia simplemente como una disolucién de lavado
que facilita la deteccién de la formacién del complejo en la zona reactiva eliminando el reactivo marcado no unido.

En un dispositivo pueden estar presentes dos o mds reactivo liquidos, por ejemplo, un dispositivo puede comprender
un reactivo liquido que actie como un reactivo de lavado y un reactivo liquido que actie como reactivo detector y
facilite la deteccidn del analito.

Un reactivo liquido puede incluir ademds una cantidad limitada de un “inhibidor”, es decir, una sustancia que
bloquea el desarrollo del producto final detectable. Una cantidad limitada es una cantidad de inhibidor suficiente para
bloquear el desarrollo del producto final hasta la mayor parte o todo el exceso, el material no unido se transporta fuera
de la segunda region, momento en el que se produce el producto final detectable.
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En otro aspecto, la invencién estd dirigida a un kit para detectar la lipasa pancredtica canina. Por ejemplo el kit
puede incluir el dispositivo descrito anteriormente, junto con los anticuerpos de la invencién. Uno o més de los péptidos
descritos en la invencién pueden incluirse como un calibrador y control. Tal kit puede suministrarse para detectar una
proteina o epitopo Unico o puede configurarse para detectar una multiplicidad de epitopos, tal como en una matriz
de deteccion de anticuerpos. En un aspecto, el kit incluye una fase s6lida, tal como una placa de microvaloracién o
un dispositivo de flujo lateral, teniendo un anticuerpo inmovilizado especifico para la lipasa pancredtica canina, un
reactivo que comprende un segundo anticuerpo marcado especifico para la lipasa pancredtica canina, y los reactivos
para uso en la deteccién del marcador. El kit también incluye el embalaje y las instrucciones adecuadas.

Otras caracteristicas y ventajas de la invencion serdn evidentes a partir de los siguientes Ejemplos. Los siguientes
se proporcionan sélo con objeto de ejemplificacién y no pretenden limitar el alcance de la invencion.

Ejemplo 1
Clonacion y caracterizacion del gen de la lipasa pancredtica canina (cPLI1) a partir de tejido pancredtico

Basdndose en la secuencia de aminoécidos N terminal de la lipasa pancredtica canina publicada (Steiner y Wi-
Iliams, Biochimie 2002) (SEC. ID N° 1) y las similitudes de secuencia entre las lipasas pancredticas de otras especies,
se disefié una serie de cebadores redundantes y se usaron para amplificacion 3> RACE y PCR anidada (Figura 1).
Estos cebadores estaban dirigidos a regiones especificas de las secuencias de aminodcidos de la lipasa pancreatica que
la diferencias de otros miembros de la familia de lipasas pancredticas, a saber las proteinas relacionadas de la lipasa
pancredtica. Se purificé el ARN total del pancreas canino usando el reactivo TRIZOL® (Invitrogen) y a continuacién
se realiz6 la transcripcion inversa a ADNc usando un kit comercialmente disponible (SMART™ RACE ¢cDNA Ampli-
fication Kit, Clontech). La reaccién 3° RACE y la PCR anidada resultaron satisfactorias para obtener un segmento de
1,4 kb del gen de la lipasa pancredtica canina que se extendia hasta el codén de terminacién adecuado. Para completar
la secuencia del gen, se generé ADNc para 5 RACE vy se disefiaron cebadores especificos dentro del gen canino para
la reaccién de amplificacion RACE como se muestra en la Fig. 1. Esta amplificacion fue satisfactoria para obtener el
extremo 5’ completo del gen. La secuencia completa del gen (ADNc, SEC. ID N° 2) y la secuencia de aminoacido
traducida (SEC. ID N° 3) se muestran en las Figuras 2 y 3.

Ejemplo 2
Expresion de la lipasa pancredtica canina

El gen de la lipasa pancredtica canina se amplific por PCR a partir de ADNc pancredtico canino usando un Taq
de Alta Fidelidad segtin las instrucciones del fabricante (Roche) y se unié en un vector de expresién de baculovirus
(pBlueBac4.5, Invitrogen). El cebador inverso para la PCR contenia la secuencia de nucleétidos para una etiqueta
6 x His inmediatamente después del codén para el aminodacido final de la proteina. El vector purificado se us6 para
cotransfecciéon con ADN de transferencia en células de insecto Sf9 (Invitrogen) usando técnicas convencionales con
fosfato de calcio. Se siguieron protocolos convencionales para baculovirus para generar una poblacién de valores
elevados del virus recombinante para la infeccion células de insecto Sf21 y la produccién de proteinas (Invitrogen).
Se cultivaron las células de insecto Sf21 en aproximadamente 500 ml de medio de cultivo EX-CELL™ 420 libre de
suero (JRH Biosciences) hasta una concentracién de 7-8 x 10® células y se infectaron con 10 ml de la poblacién de
virus, dando como resultado una multiplicidad de infeccién (MOI) de entre 1,0 y 2,0. Tras cuatro dias de cultivo, se
midid la actividad de la proteina cPLP1 recombinante en el sobrenadante del cultivo usando un ensayo enzimético de
lipasa convencional (VITROS®, Chemistry System, Ortho-Clinical Diagnostics).

La proteina cPLP1 recombinante se purificé del sobrenadante del cultivo de células de insecto siguiendo cualquiera
de los protocolos convencionales informados en la bibliografia (Thirstrup, K. y col. FEBS, 1993), o por medio de la
cromatografia de afinidad con quelatos metdlicos y la etiqueta de fusién 6 x His (columna de afinidad HISTRAP™
HP, Amersham Biosciences). Se intercambi6 el tamp6n de la proteina purificada por disolucidn salina tamponada con
fosfato, pH 7,2 usando una columna de desalacién convencional (PD-10, Amersham Biosciences). Se mostr6 que la
protefna cPLP1 recombinante tiene actividad lipasa usando un ensayo enzimdtico convencional (Vitros® Chemistry
System).

Como se muestra en la Fig. 6A, también se caracteriz6 la proteina cPLP1 purificada en geles de SDS-PAGE usando
una tincién de proteinas con Coomassie y en una tincién de etiqueta His en gel (Pierce) (Figura 6A, carril 1). Las
fracciones previo a la purificacidon se muestran en los carriles 2-4 con los marcadores de peso molecular mostrados en
el carril 5. Como se muestra en la Fig. 6B, la proteina cPLP1 purificada podria identificarse también en transferencias
Western usando un anticuerpo monoclonal anti His (1:200, peroxidasa anti 6His, Roche), o el anticuerpo monoclonal
7E11 (1:250, IDEXX Laboratories, Inc.).
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Ejemplo 3

Uso del ADN y secuencias de polipéptidos de lipasa pancredtica canina para inmunizacion y produccion de anticuer-
pos

Se amplificé el gen para la lipasa pancreatica canina por medio de PCR (Taq Alta Fidelidad, Roche) a partir de
ADNCc pancredtico canino y se unié en un vector de expresion de mamifero (pCMV-Tag4a, Stratagene) en el sitio de
clonacién mdltiple. Este vector puede construirse con o sin una etiqueta C terminal. El vector resultante se transfect6
de manera transitoria en células COS7L usando el reactivo de transfeccién LIPOFECTAMINE™ (Invitrogen) para
confirmar la expresién de la proteina de la lipasa pancredtica canina.

Se us6 el ADN purificado del vector (MaxiPrep Kit, Qiagen) para la inmunizacién con ADN de ratones segin
los protocolos publicados (Ulmer, J.B. y col. Science, 1993). Los valores de anticuerpo de cada ratén individual se
evaluaron dos semanas después de la segunda inmunizacién. Se recubrié una placa de microvaloracién de 96 pocillos
(Immulon 2HB, Dynatech) durante la noche a 4°C con 10 pg/ml de un anticuerpo anti lipasa pancredtica humana
(Fitzgerald #M410139a) en disolucién salina tamponada de fosfato (PBS, pH 7,4). A continuacién se bloqueé la placa
con SAB al 3% en Tris 50 mM (pH 7,5) durante 1 hora y se lavé 4 veces en PBS-T (PBS 0,01 M con Tween-20 al
0,05% (Sigma)). Se preincubaron los sueros de un ratén no inmunizado (control negativo), un ratén inmune (control
positivo), y dos ratones vacunados con ADN con una dilucién 1:2000 de la proteina cPLP1 recombinante, purificada
en diluyente de anticuerpo (Tris 50 mM (pH 7,2), Tween-20 al 0,05%, con suero bovino fetal al 50% y suero de ratén al
10%) durante cinco minutos antes de afiadirlo al ELISA sandwich, creando de esta manera un formato de competicion.
Se incubo la placa a temperatura ambiente durante 1 hora seguido por 4 lavados en PBS-T. La cPLP1 capturada se
detect6 usando una dilucién 1:1000 de un anticuerpo policlonal de conejo (Texas A&M University, College Station,
TX) y una dilucién 1:2500 de anticuerpo de cabra anti conejo conjugado con peroxidasa de rdbano picante (HRPO)
(Jackson ImmunoResearch), en diluyente de anticuerpo cada uno durante 1 hora a temperatura ambiente. Se lavé
la placa 6 veces con PBS-T y se desarrollé con un sustrato TMB (Moss, Inc.). Como se muestra en la Fig. 6A, la
reduccion en la sefial (D.O.) con relacién al control negativo indica una respuesta de anticuerpo para el antigeno
cPLP1 (Figura 6A).

La proteina cPLP1 recombinante, purificada se us6 también como un inmundgeno para la produccién de anticuer-
pos en pollos. Se inmunizaron dos gallinas segtin los protocolos convencionales familiares para los expertos en la
técnica. Tras una serie de cuatro inyecciones, se midieron los valores de anticuerpos usando un ELISA sdndwich con
un anticuerpo anti pollo conjugado con HRP (1:2500, Jackson ImmunoResearch) y la cPLP1 recombinante, similar al
ELISA descrito anteriormente. Como se muestra en la Fig. 6B, ambas gallinas desarrollaron valores razonables para
cPLPI.

Ejemplo 4
Uso de lipasa pancredtica canina nativa, purificada para inmunizacion y produccion de anticuerpos

Se usé lipasa pancredtica canina nativa, purificada (Steiner and Williams, Biochimie, diciembre de 2002; 84 (12):
1245-1253) para inmunizar ratones Balb/C usando procedimientos bien conocidos por los expertos en la técnica (véase
Antibodies, a Laboratory Manual, por Harlow and Lane, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1988, pag. 53-135).
Se inmunizaron dos ratones cada uno con 63 ug de cPL usando adyuvante completo de Freund, por via intraperitoneal
(I.P.) en el dia 0. En el dia 25, usando adyuvante incompleto de Freund, se estimularon los ratones usando el mismo
procedimiento. En el dia 50, usando adyuvante Ribi, se estimularon los ratones usando el mismo procedimiento.

En el dia 69, se tomaron muestras de sangre del rabo y se determind el valor de anti-cPL usando un ensayo ELISA
anti-cPL como se describe en el Ejemplo 5, a continuacion.

En el dia 98 se estimularon los ratones por via subcutdnea (S.C.) con 30 ug de cPL nativa usando adyuvante Ribi.
En el dia 114 se estimularon los ratones usando un protocolo idéntico. En el dia 123, se tomaron muestras de sangre
del rabo y se determiné el valor de anti-cPL usando un ensayo ELISA anti-cPL. En el dia 143 se estimularon los
ratones por via intramuscular en la pata trasera con 10 ug de cPL nativa. En el dia 147 se recogieron los bazos y
se fusionaron con linea celular de mieloma FO usando procedimientos bien conocidos por los expertos en la técnica
(véase Antibodies, a Laboratory Manual, por Harlow and Lane, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1988, pag. 139-
238).

Ejemplo 5
ELISA para lipasa pancredtica canina

El procedimiento usado para la seleccién inicial de las muestras de sangre de rabo de ratén estd descrito por
Steiner y col. (Can. J. Vet. Res. 67: 175-82). Brevemente, se recubrié con lipasa pancredtica canina las placas de
microvaloraciéon de 96 pocillos a una concentracion de 0,3 pg/ml durante 1 hora a 37°C. Las placas se bloquearon

con Super Block (Pierce) durante 1 hora y se lavaron con PBS. Se diluyeron las muestras de suero de los ratones
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1:10 en PBS con SAB al 1% y se diluyé en serie a través de la placa. Se incubaron las placas durante 1 hora a 37°C,
seguido por 4 lavados con PBS/Tween 20 al 0,05%. Se usé anticuerpo de cabra anti ratén conjugado con HRP (Jackson
Immuno Research) diluido 1:3000 para detectar los anticuerpos unidos. Las placas se desarrollaron con reactivo TMB
(Pierce).

Ejemplo 6
Seleccion y aislamiento de anticuerpos monoclonales CaPl

Se cultivaron lineas celulares de hibridoma como se describe en el Ejemplo 4, y se aislaron clones individuales
productores de anticuerpos monoclonales usando el proceso de dilucion limitada. Se desarrollé6 un ELISA sandwich
para seleccionar los hibridomas que secretan anticuerpos especificos para cPL.

Se capturaron anticuerpos monoclonales de ratén de los sobrenadantes celulares en placas Immulon 2 HB recu-
biertas con anticuerpos de burro anti ratén (Jackson ImmunoResearch) recubiertas a una concentracién de 10 ug/ml.
Se incubaron los sobrenadantes en placas durante 2 horas a temperatura ambiente (o durante la noche a 4°C) para
permitir que tuviera lugar la captura. A continuacién se lavaron las placas 6 veces con PBS/ Tween20 al 0,1% y se
incubaron con lipasa pancredtica canina (0,5 pg/ml, 50 ul/pocillo) durante 1 hora y se lavaron nuevamente. Se afiadié
el anticuerpo policlonal de conejo anti-cPL (Texas A&M University, College Station, TX) diluido 1:1000 en diluyente
de conjugado (Tris 50 mM (pH 7,2), Tween-20 al 0,05%, suero bovino fetal al 50%) a los pocillos y se incub6 durante
1 hora. El anticuerpo unido se detectd usando un conjugado de anticuerpo de burro anti conejo:HRP (Jackson Immu-
noResearch) diluido 1:2500 en diluyente de conjugado. Las placas se lavaron 8 veces antes de desarrollar el color con
el reactivo TMB. Se dej6 desarrollar el color durante 5 minutos.

Este procedimiento se usé para identificar anticuerpos monoclonales que se unen especificamente a cPL. Por ejem-
plo, se aislaron dos anticuerpos monoclonales murinos usando este procedimiento, 4G11 y 7E11. Estos anticuerpos
monoclonales se unen a cPL con afinidad adecuada para el desarrollo de un ensayo ELISA para cPL. Las lineas ce-
lulares que secretan estos anticuerpos se han depositado con el ATCC, Manassas Virginia el 30 de marzo de 2005.
Las denominaciones de las cepas son CPL 7E11 clon 2/A5 y CPL 4G11/14D, que llevan los Nimeros de Depdsito de
Patente ATCC PTA-6653 y PTA 6652, respectivamente.

Ejemplo 7
Caracterizacion de anticuerpos monoclonales

Ambos anticuerpos monoclonales identificados, 7E11 y 4G11, reaccionan con cPL en suero canino. La reactividad
se demostré usando el formato de ELISA descrito en este ejemplo y sustituyendo dos muestras de suero canino
(dilucién 1:2 6 1:10 en SAB al 3%, Tris 50 mM (pH 7,5)) para la cPLP1. Los resultados se muestran en la Figura 7.

Se evalud la capacidad de ambos anticuerpos monoclonales identificados, 4G11 y 7E11, para interferir con la
actividad enzimética de la cPLP1 en un ensayo de lipasa (VITROS®, Chemistry System, Ortho-Clinical Diagnostics).
Se mezcld el sobrenadante de hibridoma tanto de 4G11 como de 7E11 con sobrenadante de cultivo de células de
insecto filtrado que contenia la cPLP1 para dar una dilucién 1:10. Se compar6 la actividad lipasa con un control de
PBS y un sobrenadante de hibridoma irrelevante. S6lo la adicién del sobrenadante del hibridoma de 4G11 produjo una
reduccién en la actividad enzimadtica en el ensayo de lipasa (Figura 8).

Ambos anticuerpos monoclonales identificados, 4G11 y 7E11, no compiten uno con el otro para unirse a cPLP1.
Usando el protocolo de ELISA descrito en este ejemplo, tanto los anticuerpos 4G11 como 7E11 fueron capturados en
la placa del sobrenadante de hibridoma. Se diluy6 cPLP1 recombinante (1:250 para 7E11 o 1:1000 para 4G11) en el
diluyente de anticuerpo (véase Ejemplo3) en presencia de 10 ul de SAB al 3%, 10 ul de sobrenadante de hibridoma
para 4G11 o 10 ul de sobrenadante de hibridoma para 7E11, antes de afiadirlo a la placa de microvaloracién. No
se observé una reduccién en la sefial (D.O.) para ninguno de los anticuerpos monoclonales cuando se preincubé el
antigeno con el monoclonal alternado (Figura 9).

Se probé la capacidad de ambos anticuerpos monoclonales identificados, 4G11 y 7E11, para competir con un an-
ticuerpo monoclonal para lipasa pancredtica humana comercialmente disponible que se encontré que reacciona con la
cPLP1. Se realiz6 un ELISA como se describe en el Ejemplo 3 donde se recubrié un anticuerpo anti lipasa pancredtica
humana (Fitzgerald M410139a) sobre las placas de microvaloracion. Se bloquearon los pocillos con Superblock basa-
do en Tris (Pierce) + Tween-20 al 0,1%. Tras cuatro lavados en PBS-T, se pre incubé la cPLP1 a una dilucién de 1:500
6 1:1000 en diluyente de anticuerpo (Ejemplo 3) durante 10 minutos con una dilucién 1:2, 1:5 6 1:10 de 7E11 6 4G11,
respectivamente antes de la adicién a los pocillos. Las muestras se incubaron durante 1 hora seguido por 5 lavados
en PBS-T. La deteccion con le anticuerpo policlonal para cPL se realiz6 como se describe en el Ejemplo 6. Como
se muestra en la Figura 10, el anticuerpo anti lipasa pancredtica humana se une a cPLP1, y el anticuerpo monoclonal
7E11 compite con este anticuerpo para unirse a cPLP1, pero el anticuerpo monoclonal 4G11 no lo hace.
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Cuando se compara la reactividad de los anticuerpos monoclonales purificados, 4G11 y 7E11, bajo concentraciones
equivalente, el anticuerpo 4G11 da una lectura de D.O. (650 nm) mayor para una concentracion equivalente de cPLP1
que el anticuerpo 7E11. Por ejemplo, en un ELISA donde se recubre con cada anticuerpo las placas Immulon 2HB en
PBS a una concentracién de 10 pug/ml durante la noche a 4°C y se procesa con una dilucién 1:500 de cPLP1 como se
describe en el Ejemplo 3, 4G11 da una lectura de D.O. de 1,747 frente a 7E11 que da una lectura de D.O. de 1,383.
De manera similar, si se capturan los monoclonales purificados en un ELISA como se describe en el Ejemplo 6, una
dilucién 1:4000 de cPLP1 da una lectura de D.O. para 4G11 de 1,010 frente una dilucién 1:400 de cPLP1 que da
una lectura de D.O. para 7E11 de 1,140. Este dato sugiere que estos dos anticuerpos monoclonales tienen diferentes
afinidades de unidn para el antigeno cPLP1.

Cuando se compara bioquimicamente, los dos anticuerpos monoclonales, 4G11 y 7E11, tienen diferentes puntos
de enfoque isoeléctrico. El pl para 4G11 es 6,7 y el pl para 7E11 es 6,1.

Ejemplo 8
Uso de anticuerpos reactivos para lipasa pancredtica canina

Pueden usarse anticuerpos que reconocen la lipasa pancredtica canina en ensayos cuantitativos y no cuantitativos
para la deteccién de lipasa pancredtica canina en suero u otras muestras bioldgicas. En un ejemplo, en ensayo de lipasa
pancredtica canina esté constituido por un ELISAQ que usa el formato sandwich. En este formato, se recubre con Anti-
cPL monoclonal (clon 7E11) los pocillos de las placas de microvaloracién (placas Immulon 4 HBX; Thermo Electron
Corp.; nimero de catdlogo S25-343-04) a una concentracién de aproximadamente 5 pg/ml. El procedimiento de
recubrimiento es el siguiente: se diluye el anticuerpo monoclonal 7E11 hasta 5 ug/ml en disolucién salina tamponada
de fosfato (PBS) 10 mM, pH 7,4. Se cargan 100 u de esta disolucién de recubrimiento en cada pocillo y se incuba
a 4°C durante 8 horas. A continuacion se aspira la disolucién de recubrimiento y se lavan las placas por triplicado
usando PBS 0,1 M/ Tween-20 al 0,05%. A continuacién se cargan las placas con 200 ul por pocillo de disolucién de
bloqueo basada en SAB; se incuban las placas a 25°C durante 4 horas. Se aspiran las placas y se lavan tres veces con
PBS 0,1 M/ Tween-20 al 0,05%. La lipasa pancredtica contenida en la muestra de suero o el calibrador se capturan por
medio del anticuerpo en fase sélida. La preparacién del calibrador estd constituida por la dilucién del antigeno cPL
recombinante en un diluyente basado en SAB para dar calibradores en el nivel de ug/l. A continuacién, se afiade anti-
cPL monoclonal (clon 4G11) conjugado con HRPO para completar el sdndwich. El conjugado HRPO-anticuerpo se
prepara usando HRPO-SMCC y una forma reducida de disulfuros del anticuerpo.

Para este ensayo, se premezclan los calibradores que contienen lipasa pancredtica canina y muestras del paciente
en tubos individuales junto con ACm 4G11 conjugado con HRPO. La proporcién de muestra o calibrador a conjugado
es 1:3 v/v. En este ensayo se usa un factor de dilucién de conjugado de 1:3000. No es necesario tiempo de incubacién
de premezcla. A continuacion se cargan las premezclas de calibradores y muestras en pocillos de placas de microvalo-
racion recubiertas con anticuerpos (100 ul), y se incuban durante una hora a 25°C. Al final del tiempo de incubacion,
la placa se lava para eliminar los componentes no unidos. Se afiade el sustrato TMB a los pocillos y se incuba la placa
durante 5 minutos a temperatura ambiente. La reaccién de color se detiene con la adicién de disolucién de SDS al 1%
y se leen los valores de absorbancia a 650 nm usando un lector de placas de microvaloracién. Los resultados usando
un protocolo de premezcla y sdindwich con ACm 7E11 y ACm 4G11 se muestran en la Figura 11.

Como alternativa, puede seguirse un protocolo sin premezcla. Se carga el calibrador o la muestra en los pocillos
de las placas de microvaloracién recubiertos con anticuerpos, y se incuba durante una hora a 25°C. La placa se lava
para eliminar los materiales no unidos. A continuacién se cargan los pocillos con ACm 4G11 conjugado con HRPO y
se incuba durante una hora a 25°C. Al final del tiempo de incubacidn, la placa se lava para eliminar los componentes
no unidos. Se afiade el sustrato TMB a los pocillos y se incuba la placa durante 5 minutos a temperatura ambiente. La
reaccién de color se detiene con la adicion de disolucidon de SDS al 1% y se leen los valores de absorbancia a 650 nm
usando un lector de placas de microvaloracidn.

Aunque en este documento se ha descrito diversas formas de realizacidn especificas de la invencién, debe enten-

derse que la invencion no estd limitada a las formas de realizacion precisas y que los expertos en la técnica pueden
efectuar diversos cambios o modificaciones sin apartarse del ambito de la invencion.
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo monoclonal secretado por la linea celular que tiene nimero de depésito ATCC de PTA-6652 o
PTA-6653.

2. Una linea celular que secreta el anticuerpo monoclonal de la reivindicacién 1.

3. La linea celular de la reivindicacion 2, en la que la linea celular se ha depositado en ATCC y tiene niimero de
depésito ATCC seleccionado del grupo constituido por PTA-6652 y PTA-6653.

4. Un procedimiento para determinar la presencia o cantidad de lipasa pancredtica canina en una muestra biol6gica
que comprende:

(a) poner la muestra en contacto con un primer anticuerpo monoclonal de la reivindicacién 1 que se une especifi-
camente a la lipasa pancredtica canina;

(b) detectar la unién de la lipasa pancredtica canina en la muestra de suero al primer anticuerpo monoclonal.

5. El procedimiento de la reivindicacién 4, que ademds comprende poner en contacto un patrén que comprende
lipasa pancredtica canina recombinante con el primer anticuerpo monoclonal, detectar la unién del patrén al primer
anticuerpo monoclonal, y comparar la cantidad de uni6én del primer anticuerpo monoclonal a la lipasa pancredtica
canina en la muestra con la cantidad de unién del primer anticuerpo monoclonal al patrén.

6. El procedimiento de la reivindicacién 4, en el que el primer anticuerpo monoclonal estd conjugado a un marcador.

7. El procedimiento de la reivindicacién 4, en el que el primer anticuerpo monoclonal estd inmovilizado en una
fase sélida.

8. El procedimiento de la reivindicacion 7, en el que la deteccion comprende poner en contacto la fase sélida con
un segundo anticuerpo especifico para la lipasa pancredtica canina, en el que el segundo anticuerpo estd conjugado a
un marcador, y detectar el marcador unido a la fase sélida.

9. El procedimiento de la reivindicacion 8, que ademds comprende poner en contacto un patrén que comprende
lipasa pancredtica canina recombinante con el primer anticuerpo monoclonal y el segundo anticuerpo, y comparar una
sefal del marcador del segundo anticuerpo que estd unido a la lipasa pancredtica canina en la muestra con la sefial del
marcador del segundo anticuerpo que estd unido al patrén.

10. El procedimiento de la reivindicacion 9, en el que el segundo anticuerpo es un segundo anticuerpo monoclonal.

11. El procedimiento de la reivindicacién 10, en el que el segundo anticuerpo monoclonal es un anticuerpo mono-
clonal secretado por una linea celular que tiene niimero de depésito ATCC de PTA-6652 o PTA-6653.

12. El procedimiento de la reivindicacion 11, en el que el primer anticuerpo monoclonal y el segundo anticuerpo
monoclonal son diferentes.

13. El procedimiento de las reivindicaciones 4 6 12, que comprende las siguientes etapas:

(a) formar una mezcla de la muestra con un primer anticuerpo monoclonal de la reivindicacién 1 que se une espe-
cificamente a la lipasa pancredtica canina, en el que el primer anticuerpo monoclonal estd conjugado a un marcador;

(b) dejar que la lipasa pancredtica canina en la muestra y el primer anticuerpo monoclonal formen un complejo;

(c) poner en contacto la mezcla con un segundo anticuerpo monoclonal que se une a la lipasa pancredtica canina
en el que el segundo anticuerpo monoclonal estd inmovilizado en una fase sélida;

(d) detectar la presencia o cantidad del marcador en la fase sé6lida.

14. El procedimiento de la reivindicacién 13, en el que al menos uno del primer anticuerpo monoclonal y el
segundo anticuerpo monoclonal es el anticuerpo monoclonal secretado por la linea celular que tiene un nimero de
depdsito ATCC de PTA-6652 o PTA-6653.

15. El procedimiento de la reivindicacién 13, que ademds comprende poner en contacto el primer y segundo
anticuerpo monoclonal con un patrén que comprende lipasa pancredtica canina recombinante y comparar la cantidad
de una sefial del marcador del primer anticuerpo monoclonal unido a la lipasa pancredtica canina en la muestra con la
sefal del marcador del primer anticuerpo monoclonal unido al patrén.
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16. El procedimiento de las reivindicaciones 4 6 12, que comprende las siguientes etapas:

(a) formar una mezcla de la muestra con un primer anticuerpo monoclonal de la reivindicacién 1 que se une
especificamente a la lipasa pancredtica canina, en el que el primer anticuerpo monoclonal estd conjugado a un primer
marcador;

(b) dejar que la lipasa pancredtica canina en la muestra y el primer anticuerpo monoclonal formen un complejo;

(c) poner en contacto la mezcla con un segundo anticuerpo monoclonal que se une especificamente a la lipasa
pancredtica canina, en el que el segundo anticuerpo monoclonal estd conjugado a un segundo marcador;

(d) detectar la asociacién de los marcadores, detectando de esta manera la presencia de lipasa pancredtica canina
en la muestra.

17. El procedimiento de la reivindicacién 16, en el que el marcador en el segundo anticuerpo monoclonal es una
fase solida.

18. El procedimiento de la reivindicacién 16, en el que al menos uno del primer anticuerpo monoclonal y el
segundo anticuerpo monoclonal es el anticuerpo monoclonal secretado por la linea celular que tiene un nimero de
depdsito ATCC de PTA-6652 o PTA-6653.

19. El procedimiento de la reivindicaciéon 17, que ademds comprende poner en contacto el primer y el segundo
anticuerpo monoclonal con un patrén que comprende lipasa pancredtica canina recombinante y comparar la cantidad
de una sefial del marcador del primer anticuerpo monoclonal unido a la lipasa pancredtica canina en la muestra con la
sefial del marcador del primer anticuerpo monoclonal unido al patrén.

20. Un dispositivo para detectar la presencia o cantidad de lipasa pancredtica canina en una muestra que comprende
una fase sélida que tiene inmovilizado en la misma un primer anticuerpo monoclonal de la reivindicacién 1 que se une
especificamente a la lipasa pancredtica canina.

21. El dispositivo de la reivindicacién 20, que ademds comprende lipasa pancredtica canina recombinante como un
patrén, en el que el primer anticuerpo monoclonal se une especificamente a la lipasa pancredtica recombinante.

22. Un kit para detectar la presencia o cantidad de lipasa pancredtica canina en una muestra, que comprende:
(a) el dispositivo de la reivindicacion 20, y

(b) un reactivo que comprende un segundo anticuerpo monoclonal que se une especificamente a la lipasa pancred-
tica canina en el que el segundo anticuerpo monoclonal esta conjugado a un segundo marcador.

23. El kit de la reivindicacidn 22, en el que al menos uno del primer anticuerpo monoclonal y el segundo anticuerpo
monoclonal es el anticuerpo monoclonal secretado por la linea celular que tiene un nimero de depésito ATCC de PTA-
6652 o PTA-6653.

24. El kit de la reivindicacion 22, que ademds comprende un patrén que comprende un polipéptido aislado que
tiene una secuencia de aminodcidos seleccionada del grupo constituido por (a) la secuencia de aminodcidos de SEC.
ID N°: 3, (b) una secuencia de aminodcidos de una variante alélica de SEC. ID N°: 3, en el que la variante alélica estd
codificada por un acido nucleico que hibrida bajo condiciones rigurosas a la hebra opuesta de la molécula de acido
nucleico de SEC. ID N°: 2, (c) un fragmento antigénico de una secuencia de aminodcidos de SEC. ID N°: 3, en el que
el fragmento comprende al menos 16 aminodcidos contiguos y en el que el fragmento se une especificamente a un
anticuerpo monoclonal secretado por la linea celular que tiene un N° de depdsito ATCC de PTA-6652 o PTA-6653.

25. El kit de la reivindicacién 22, que ademas comprende lipasa pancredtica canina recombinante como un patrén.
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FIG. 1

Disefio de cebador para 3’ RACE
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seiial
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=== Qecuencia de aminodcidos N-terminal (25) de la proteina purificada

57 gtggccggcaaggaggtstgyttycchmg 37
[SEC. 1D N°: 4]

5/ ggtgttcaggtagaacacytgbccsacbyc 37
[SEC. 1D N°: 5]

5’ gacgacagcccctgggceyggvatygtsga 37
[SEC. 1D N°: 6]

5’ ctgccceccacgatccggatgttetgeg 3!
[SEC. 1D N°: 7]

5’ gatcctgccctggagccchraggaygtsra 37
[SEC. ID N°: 8]

5' ctggagcttgtgataattgatggatctgce 37
[SEC. 1D N°: 9}
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FIG. 2

Secuencia de ADN de la lipasa pancreatica canina (SEC. ID N°: 2)

GGTGCGTGGAACCCAACGGAACTGCCACGATGCTGCTAATCTGGACACTA
TCACTGCTGCTGGGAGCAGTAGTAGGAAAAGAAGTCTGCTTCCCAAGACT
TGGCTGTTTTAGTGATGACTCCCCATGGGCAGGAATTGTGGAGAGACCCC
TCAAAATATTGCCCTGGGCTCCAAAAGATGTCAATACCCGCTTACTCCTAT
ACACTAACGAGAACCCAGATAACTTTCAAGAACTTACTGCAGATCCATCA
ATTATCACAAGCTCCAGTTTCAAAACAGATAGAAAAACCCGCTTTATTATT
CATGGATTCATAGACAAGGGAGAAGAAAGCTGGTTGGCCAACATGTGCA
AGAAAATGTTTGTAGTGGAAAGTGTGAACTGCATCTGTGTGGACTGGAAG
AGTGGCTCCCGAACTGGTTACACTCAGGCCTCGCAGAACATCCGGATCGT
GGGGGCAGAAGTGGCATATTTTGTTGAAGTTCTTCAGTCAGCATTTGGGTA
CTCGCCTTCCGACGTCCACATCATTGGCCACAGCCTGGGAGCCCACGCAG
CTGGGGAGGCAGGAAGGAGGCTCAATGGCACTGCAGGACGAATCACAGG
GTTGGATCCAGCTGAACCTTGCTTTGAGGGCACACCCGAATTAGTCCGATT
GGACCCCAGCGATGCCCAGTTTGTGGATGTAATTCACACAGATGCTGCCC
CTATAATCCCCAACATGGGGTTTGGAATGAGTCAAACTGTAGGCCACCTA
GATTTCTTITCCAAATGGAGGAAAAGAAATGCCTGGATGTCAGAAGAATAT
TCTCTCTCAGATTGTTGACATAGATGGGATCTGGGAAGGGACTCGTGACTT
TGTGGCCTGTAATCACTTAAGAAGTTACAAGTATTACTCTGATAGCATCCT
CAACCCTGACGGCTTTGCTGGATTCCCTTGTGCCTCTTACAATGTTTTCACT
GCAAACAAGTGCTTCCCCTGCCCAAGCGAAGGCTGCCCACAGATGGGTCA
TTATGCTGACAGATTITCCTGGAAAAACTGACAAAGTGAACCAGATATTICT
ATCTAGACACTGGTGATGCCAGCAATTTITGCCCGTTGGAGGTATAAGGTA
GCTGTCACACTGTCTGGGAAGAAGGTTACAGGACACGTGCTAGTTTCTCT
GTTTGGAAATAAAGGAAATTCTAAACAGTATGAAATTTTCAAGGGCACTC
TCCAACCAGAGAGCACTCATTCCAATGAATTTGACTCTGATGTGGAAGTT
GGAGATGTGCAGAAGGTTAAATTTGTTTGGTACAACAATGTGATCAACCC
AACTCTACCCAGAGTGGGAGCATCCAAGATCACAGTGGAAAGAAATGAT
GGGAAAATATTCAACTTCTGTAGTAAAGAAACCGTGAGGGAAGATATTTT
ACTTACTCTTACCCCATGTTAAGA
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FIG. 3

Secuencia de aminoacidos de la lipasa pancreaitica canina (SEC. ID N°: 3)

MLLIWTLSLLLGAVVGKEVCFPRLGCFSDDSPWAGIVERPLKILPWAPKDVNTRLLL
YTNENPDNFQELTADPSIITSSSFKTDRKTRFITIHGFIDKGEESWLANMCKKMFVVE
SVNCICVDWKSGSRTGYTQASONIRIVGAEVAYFVEVLQSAFGYSPSDVHIIGHSLG
AHAAGEAGRRLNGTAGRITGLDPAEPCFEGTPELVRLDPSDAQFVDVIHTDAAPIIP
NMGFGMSQTVGHLDFFPNGGKEMPGCOKNILSQIVDIDGIWEGTRDFVACNHLRSYK
YYSDSILNPDGFAGFPCASYNVETANKCFPCPSEGCPOQMGHYADRFPGKTDKVNQIF
YLDTGDASNFARWRYKVAVTLSGKKVTGHVLVSLFGNKGNSKQYEIFKGTLQPESTH
SNEFDSDVEVGDVQRVKEFVWYNNVINPTLPRVGASKITVERNDGKIFNFCSKETVRE
DILLTLTPC
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FIG. 4

Péptidos de la lipasa pancreitica canina
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GYSPSDVHIIGHSLGAHAAG
GHSLGAHAAGEAGRRLNGTA
EAGRRLNGTAGRITGLDPAE
GRITGLDPAEPCFEGTPELV
PCFEGTPELVRLDPSDAQFV
RLDPSDAQFVDVIHTDAAPI
DVIHTDAAPIIPNMGFGMSQ
IPNMGFGMSQTVGHLDFFPN
TVGHLDFFPNGGKEMPGCQK
GGKEMPGCQKNILSQIVDID
NILSQIVDIDGIWEGTRDFV
GIWEGTRDFVACNHLRSYKY
ACNHLRSYKYYSDSILNPDG
YSDSILNPDGFAGFPCASYN
FAGFPCASYNVFTANKCFPC
VFTANKCFPCPSEGCPOMGH
PSEGCPQMGHYADRFPGKTD
YADRFPGKTDKVNQIFYLDT
KVNQIFYLDTGDASNFARWR
GDASNFARWRYKVAVTLSGK
YKVAVTLSGKKVTGHVLVSL
KVTGHVLVSLFGNKGNSKQY
FGNKGNSKQYEIFKGTLQPE
EIFKGTLQPESTHSNEFDSD
STHSNEFDSDVEVGDVQKVK
VEVGDVQKVKFVWYNNVINP
FVWYNNVINPTLPRVGASKI
TLPRVGASKITVERNDGKIF
TVERNDGKIFNFCSKETVRE
NFCSKETVREDILLTLTPC
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FI1G. 5

Purificacion y caracterizacion de la lipasa pancreatica canina recombinante (cPLP1)

A. Coomassie Tincion His en gel
o . o Tipy

4
]

69kDa

554
JDa 43kDa

T 3 3 4 5 1 2 3 4 5

69%kDa
48kD a
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FI1G. 6

Valores de anticuerpos para la proteina de la lipasa pancreatica canina (cPLP1)
de animales inmunizados.
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FI1G. 7

Reactividad de los anticuerpos monoclonales 7E11 y 4G22 para cPL en suero canino.

Lipasa cPLI (D.O.)
(Vitros)
1:2 1:10%*
Perro 1 1276 0,203 0,111 —
1,431 0,612 4G11
Perro 2 2085 0,965 0,235 7RI
2,195 1,51 4Gl11

32



ES 2323 142 T3

FIG. 8

El anticuerpo monoclonal 4G11 inhibe la actividad enzimatica de ¢cPLP1.

Muestra Lipasa (U/L)
cPLP1 1:10 + PBS 736
cPLP1 1:10 + 7E11 717

cPLP1 1:10 +4G11 346
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FIG. 9

Los anticuerpos monoclonales 4G11 y 7E11 no compiten uno con el otro para unirse a
cPLP1.

D.0. (650)

Acm capturado rcPL + SAB rcPL + Acm

7E11 0,541 1,059

4G11 0,689 0,603
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FI1G. 10

El anticuerpo monoclonal 7E11 compite con un anticuerpo anti lipasa pancreatica humana
para unirse a cPLP1.

D.O. (650 nm)
rcPL, Neo comp 1:2 1:5 1:10
7E11 1:500 1,56 0,336 0,628 0,899
1:1000 0,885 0,160 0,322 0,445
4G11 1:500 1,48 1,42 1,37 1,51
1:1000 0,897 0,776 0,778 0,866
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FIG. 11

Ensayo de lipasa pancreatica canina usando

anticuerpos monoclonales para capturar e informar

concentracion de lipasa pancreatica canina, ug/l
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> IDEXX Laboratories, Inc.
Beall, Melissa
Huth, Stacey J.
Krah, Regis J.

<120> Lipasa pancredtica canina
<130> MBHB-04-380-C
<160> 52

<170> Patentln version 3.3
<210>1

<211> 25

<212> PRT

<213> Canis sp.

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANEA

<223> La secuencia de aminodcidos N terminal de la lipasa pancredtica canina purificada.

<400> 1

Lys Glu Val Cys Phe Pro Axrg Leu Gly Cys Phe Sex Asp Asp Ser Pro

1 5 10

Trp Ala Gly Ile Val Glu Arg Pro Leu
20 25

<210>2
<211> 1429
<212> ADN
<213> Canis sp.

<220>
<221> caracteristica misceldnea

<223> El gen de lipasa pancredtica canina de 1,429 Kb denominado cPLI.

<400> 2

ggtgcgtgga
tgggagcagt
cececaktggge
tcaatacccg

cagatccatc

acccaacgga
agtaggaaaa
aggaattgtg
cttactccta

aattatcaca

actgccacga
gaagtctgct
gagagaccce
tacactaacg

agctccagtt

tgctgetaat
teccaagact
tcaaaatatt
agaacccaga

tcaaaacaga

ctggacacta
tggectgtttt
gccetggget
taactttcaa

tagaaaaace

15

tcactgcetge
agtgatgact
ccaaaagatg
gaacttactg

cgotttatta

60

120

180

240

300
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<210>

ttcatggatt
ttgtagtgga
acactcaggc
ttcttcagtc
gagcccacgc
ggttggatcc
gcgatgecca
ggtttggaat
tgcctggatg
ggactcgtga
tcctcaaccce
acaagtgctt
ttcctggaaa
attttgcccg
acgtgctagt
gcactctcca
atgtgcagaa
tgggagcatc

aagaaaccgt

3

<211> 465
<212> PRT

<213>

<220>

Canis sp.

catagacaag
aagtgtgaac
ctcgcagaac
agcatttggg
agctggggag
agctgaacct
gtttgtggat
gagtcaaact
tcagaagaat
ctttgtggcc
tgacggcttt
cccctgecca
aactgacaaa
ttggaggtat
ttctcectgttt
accagagagc
ggttaaattt

caagatcaca

gagggaagat

ES 2323 142 T3

ggagaagaaa
tgcatctgtyg
atccggatcg
tactcgcctt
gcaggaagga
tgectttgagg
gtaattcaca
gtaggccacce
attctctctc
tgtaatcact
gctggattcce
agcgaaggct
gtgaaccaga
aaggtagctg
ggaaataaag
actcattcca
gtttggtaca
gtggaaagaa

attttactta

<221> CARACTERISTICA MISCELANEA

<223> La proteina de la lipasa pancredtica canina traducida denominada cPLP1 deducida a partir de la secuencia del

<400>

ADNc.

3

gctggttgge
tggactggaa
tgggggcaga
ccgacgtcca
ggctcaatgg
gcacacccga
cagatgctgc
tagatttctt
agattgttga
taagaagtta
cttgtgeccte
gcccacagat
tattctatct
tcacacktgtc
gaaattctaa
atgaatttga
acaatgtgat
atgatgggaa

ctcttaccce

caacatgtgc
gagtggctcc
agtggcatat
catcattggc
cactgcagga
attagtccga
ccctataatce
tccaaatgga
catagatggg
caagtattac
ttacaatgtt
gggtcattat
agacactggt
tgggaagaag
acagtatgaa
ctctgatgtg
caacccaact
aatattcaac

atgttaaga

aagaaaatgt
cgaactggtt
tttgttgaag
cacagcctgg
cgaatcacag
ttggacccca
cccaacatgg
ggaaaagaaa
atctgggaag
tctgatagca
ttcactgcaa
gctgacagat
gatgccagca
gttacaggac
attttcaagg
gaagttggag
ctacccagag

ttetgtagta

540

600

660

720

780

840

200

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1429

Met Leu Leu Ile Trp Thr Leu Sexr Leu Leu Leu Gly Ala Val Val Gly

1

5

10

15

Lys Glu Val Cys Phe Pro Arg Leu Gly Cys Phe Ser Asp Asp Ser Pro
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Trp

Asn

65

Phe

Lys

Val

Thr

Vval

145

Ser

Glu

Asp

Asp

Pro

225

Leu

ala

Asp

50

Phe

Gly

Glu

Gly

130

Ala

Asp

Ala

Pro

Pro

210

Ile

Asp

Gly

35

val

Gln

Thr

Glu

Ser
115

Tyr

Tyxr

Val

Gly

Ala

195

Ser

Tle

Phe

20

Ile

Asn

Glu

Asp

Glu

100

val

Thr

Phe

His

Arg

180

Glu

Asp

Pro

Phe

Val

Thr

Leu

Arg

85

Sex

Asn

Gln

val

Ile

165

Arg

Pro

Ala

Asn

Pro
245
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Glu

Arg

Thr

70

Lys

Trp

Cys

2la

Glu

150

Ile

Leu

Cys

Gln

Met

230

Asn

Arg

Leu

55

Ala

Thr

Leu

Ile

Ser

135

vVal

Gly

Asn

Phe

Phe

215

Gly

Gly

Pro

40

Leu

AsSp

Arg

Ala

Cys

120

Gln

Leu

His

Gly

Glu

200

Val

Phe

Gly

25

Leu

Leu

Pro

Phe

Asn

105

vVal

Asn

Gln

Ser

Thx

185

Gly

Asp

Gly

Lys

Lys

Tyr

Ser

Tle

20

Met

Asp

Ile

Sex

Leu

170

Ala

Thx

Val

Met

Glu
250

Ile

Thr

Ile

75

Ile

Cys

Trp

Arg

Ala

155

Gly

Gly

Pro

Ile

Ser

235

Met

Leu

Asn

60

Ile

His

Lys

Lys

Ile

140

Phe

Ala

Arg

Glu

His

220

Gln

Pro

Pro

45

Glu

Thr

Gly

Lys

Ser

125

Val

Gly

His

Ile

Leu

205

Thr

Thr

Gly

30

Trp

Asn

Ser

Phe

Met

110

Gly

Gly

Tyxr

Ala

Thr

150

Val

Asp

Vval

Cys

Ala

Pro

Ser

Ile

95

Phe

Ser

Ala

Ser

Ala

175

Gly

Axrg

Ala

Gly

Gln
255

Pro

Asp

Ser

80

Asp

val

Arg

Glu

Pro

160

Gly

Leu

Leu

Ala

His

240

Lys
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Asn

Arg

Asp

Tyr

305

Cys

Lys

Ala

Thr

Gln

385

Asn

Phe

Ala

Cys

Cys
465

Ser

230

bsn

Pro

val

Arg

Gly

370

Tyr

Glu

val

Ser

Ser
450

Leu

Phe

275

Ile

Val

Gln

Asn

Trp

355

His

Glu

Phe

Trp

Lys
435

Lys

Ser
260

val

Leu

Met

Gln

340

Arg

val

Ile

Asp

Tyr
420

Ile

Glu

Gln

Ala

Asn

Thx

Gly

325

Ile

Tyr

Leu

Phe

Ser
405

Asn

Thr

Thr

Ile

Cys

Pro

Ala

310

His

Phe

Lys

Val

Lys

390

Asp

Asn

Val

Val

ES 2323 142 T3

vVal

Asn

Asp

295

Asn

Tyx

Tyr

val

Ser

375

Gly

val

val

Glu

Axg
455

Asp

His

280

Gly

Lys

Ala

Leu

Ala

360

Leu

Thr

Glu

Ile

Arg
440

Glu

Ile

265

Leu

Phe

Cys

Asp

Asp

345

val

Phe

Leu

val

Asn
425

Asn

Asp

Asp

Arg

Ala

Phe

Arg

330

Thr

Thxy

Gly

Gln

Gly
410

Pro

Asp

Ile

Ser

Gly

Pro

315

Phe

Gly

Leu

Astl

Pro

395

Asp

Thr

Gly

Leu

Ile

Tyr

Phe

300

Cys

Pro

Asp

Ser

Lys

380

Glu

Val

Leu

Lys

Leu
460

Trp

Lys

285

Pro

Pro

Gly

Ala

Gly

365

Gly

Ser

Gln

Pro

Ile
445

Thr

Glu

270

Tyr

Cys

Ser

Lys

Ser

350

Lys

Asn

Thr

Lys

Arg
430

Phe

Leu

Gly

Tyr

Ala

Glu

Thr

335

Asn

Lys

Ser

His

Val
415

Val

Asn

Thr

Thr

Ser

Ser

Gly

320

Asp

Phe

vVal

Lys

Ser

400

Lys

Gly

Phe

Pro
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ES 2323 142 T3

<210>4

<211> 29
<212> ADN
<213> Canis sp.

<220>
<221> caracteristica misceldnea

<223> Un cebador redundante para amplificaciéon 3° RACE (mezcla de cebadores universales UPM, Clontech) y PCR
anidada.

<220>
<221> caracteristica miscelanea

<223> El simbolosesgoc;yest/luoc;hesaocot/uyymesaoc.

<400> 4

gtggceggea aggaggtstg yttycchmg 29

<210>5

<211> 30
<212> ADN
<213> Canis sp.

<220>
<221> caracteristica miscelanea

<223> Un cebador redundante para amplificacién 3° RACE (mezcla de cebadores universales UPM, Clontech) y PCR
anidada.

<220>
<221> caracteristica miscelanea
<223> El simbolosesgoc;yest/uoc;ybesgocot/u.

<400> 5
ggtgttcagg tagaacacyt gbcesacbyc 30

<210> 6

<211> 29
<212> ADN
<213> Canis sp.

<220>
<221> caracteristica miscelanea

<223> Un cebador redundante para amplificacién 3° RACE (mezcla de cebadores universales UPM, Clontech) y PCR
anidada.

<220>
<221> caracteristica misceldnea
<223> El simbolosesgoc;yest/luoc;yvesaogoc.

<400> 6

gacgacagcc cctgggeygg vatygtsga 29
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ES 2323 142 T3

<210>7
<211>27
<212> ADN
<213> Canis sp.

<220>
<221> caracteristica miscelanea

<223> Un cebador redundante para amplificacién 5° RACE (mezcla de cebadores universales UPM, Clontech) y PCR
anidada.

<400> 7
ctgceeccac gatccggatg ttetgeg 27

<210> 8

<211> 30
<212> ADN
<213> Canis sp.

<220>
<221> caracteristica miscelanea

<223> Un cebador redundante para amplificacién 3° RACE (mezcla de cebadores universales UPM, Clontech) y PCR
anidada.

<220>
<221> caracteristica misceldnea
<223>El simbolosesgoc;yest/uoc;resgoa;yhesaocot/u.

<400> 8
gatcctgecec tggageechr aggaygtsra 30

<210>9
<211>29
<212> ADN
<213> Canis sp.

<220>
<221> caracteristica misceldnea

<223> Un cebador redundante para amplificaciéon 5° RACE (mezcla de cebadores universales UPM, Clontech) y PCR
anidada.

<400> 9
ctggagcttg tgataattga tggatctgc 29

<210> 10
<211> 20
<212> PRT
<213> Canis sp.

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANEA
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ES 2323 142 T3

<223> Péptido de la lipasa pancredtica canina que es un péptido 20 mero que se extiende sobre la proteina de la lipasa
pancredtica canina cPLP1 en un solapamiento de secuencias de 10 amino4cidos.

<400> 10

Phe Ser Asp Asp Ser Pro Trp Ala Gly Ile Val Glu Arg Pro Leu Lys
1 5 10 15

Ile Leu Pro Trp
20

<210> 11
<211> 20
<212> PRT
<213> Canis sp.

<220>

<221> CARACTERISTICA MISCELANEA

<223> Péptido de la lipasa pancredtica canina que es un péptido 20 mero que se extiende sobre la proteina de la lipasa
pancredtica canina cPLP1 en un solapamiento de secuencias de 10 aminoécidos.

<400> 11

Val Glu Arg Pro Leu Lys Ile Leu Pro Trp Ala Pro Lys Asp Val Asn
1 5 10 15

Thx Arg Leu Leu
20
<210> 12
<211> 20
<212> PRT
<213> Canis sp.

<220>

<221> CARACTERISTICA MISCELANEA

<223> Péptido de la lipasa pancredtica canina que es un péptido 20 mero que se extiende sobre la proteina de la lipasa
pancredtica canina cPLP1 en un solapamiento de secuencias de 10 aminoécidos.

<400> 12

Ala Pro Lys Asp Val Asn Thr Arg Leu Leu Leu Tyr Thr Asn Glu Asn
1 5 10 15

Pro Asp Asn Phe
20
<210> 13
<211> 20
<212> PRT
<213> Canis sp.
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ES 2323 142 T3

<220>

<221> CARACTERISTICA MISCELANEA

<223> Péptido de la lipasa pancreatica canina que es un péptido 20 mero que se extiende sobre la proteina de la lipasa
pancredtica canina cPLP1 en un solapamiento de secuencias de 10 aminoécidos.

<400> 13

Leu Tyr Thr Asn Glu Asn Pro Asp Asn Phe Gln Glu Leu Thr Ala Asp
1 5 10 15

Pro Ser Ile Ile
20

<210> 14
<211> 20
<212> PRT
<213> Canis sp.

<220>

<221> CARACTERISTICA MISCELANEA

<223> Péptido de la lipasa pancreatica canina que es un péptido 20 mero que se extiende sobre la proteina de la lipasa
pancredtica canina cPLP1 en un solapamiento de secuencia de 10 aminoécidos.

<400> 14

Gln Glu Leu Thr Ala Asp Pro Ser Ile Ile Thr Sexr Ser Ser Phe Lys
1 5 10 15

Thr Asp Arg Lys
20
<210> 15
<211> 20
<212> PRT
<213> Canis sp.

<220>

<221> CARACTERISTICA MISCELANEA

<223> Péptido de la lipasa pancredtica canina que es un péptido 20 mero que se extiende sobre la proteina de la lipasa
pancredtica canina cPLP1 en un solapamiento de secuencias de 10 amino4cidos.

<400> 15

Thr Ser Ser Sex Phe Lys Thr Asp Arg Lys Thr Arg Phe Ile Ile His
1 5 10 15

Gly Phe Ile Asp
20

<210> 16
<211> 20
<212> PRT
<213> Canis sp.
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ES 2323 142 T3

<220>

<221> CARACTERISTICA MISCELANEA

<223> Péptido de la lipasa pancreatica canina que es un péptido 20 mero que se extiende sobre la proteina de la lipasa
pancredtica canina cPLP1 en un solapamiento de secuencias de 10 aminoécidos.

<400> 16

Thr Arg Phe Ile Ile His Gly Phe Ile Asp Lys Gly Glu Glu Ser Trp
1 5 10 15

Leu Ala Asn Met
20

<210> 17
<211> 20
<212> PRT
<213> Canis sp.

<220>

<221> CARACTERISTICA MISCELANEA

<223> Péptido de la lipasa pancreatica canina que es un péptido 20 mero que se extiende sobre la proteina de la lipasa
pancredtica canina cPLP1 en un solapamiento de secuencias de 10 amino4cidos.

<400> 17

Lys Gly Glu Glu Ser Trp Leu Ala Asn Met Cys Lys Lys Met Phe Val
1 5 10 15

Val Glu Ser val
20

<210> 18
<211> 20
<212> PRT
<213> Canis sp.

<220>

<221> CARACTERISTICA MISCELANEA

<223> Péptido de la lipasa pancredtica canina que es un péptido 20 mero que se extiende sobre la proteina de la lipasa
pancredtica canina cPLP1 en un solapamiento de secuencias de 10 aminoécidos.

<400> 18

Cys Lys Lys Met Phe Val Val Glu Ser Val Asn Cys Ile Cys Val Asp
1 5 10 15

Trp Lys Ser Gly
20

<210> 19
<211> 20
<212> PRT
<213> Canis sp.
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ES 2323 142 T3

<220>

<221> CARACTERISTICA MISCELANEA

<223> Péptido de la lipasa pancreatica canina que es un péptido 20 mero que se extiende sobre la proteina de la lipasa
pancredtica canina cPLP1 en un solapamiento de secuencias de 10 aminoécidos.

<400> 19

Asn Cys Ile Cys Val Asp Trp Lys Ser Gly Ser Arg Thr Gly Tyr Thr
1 5 10 15

Gln Ala Ser Gln
20

<210> 20
<211> 20
<212> PRT
<213> Canis sp.

<220>

<221> CARACTERISTICA MISCELANEA

<223> Péptido de la lipasa pancreatica canina que es un péptido 20 mero que se extiende sobre la proteina de la lipasa
pancredtica canina cPLP1 en un solapamiento de secuencias de 10 amino4cidos.

<400> 20

Ser Arg Thr Gly Tyr Thr Gln Ala Sexr Gln Asn Ile Arg Ile Val Gly
1 S 10 15

Ala Glu Vval Ala
20

<210> 21
<211> 20
<212> PRT
<213> Canis sp.

<220>

<221> CARACTERISTICA MISCELANEA

<223> Péptido de la lipasa pancredtica canina que es un péptido 20 mero que se extiende sobre la proteina de la lipasa
pancredtica canina cPLP1 en un solapamiento de secuencias de 10 amino4cidos.

<400> 21

Asn Ile Arg Ile Val Gly Ala Glu Val Ala Tyr Phe Val Glu Val Leu
1 5 10 15

Gln Ser Ala Phe
20

<210> 22
<211> 20
<212> PRT
<213> Canis sp.

10
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ES 2323 142 T3

<220>

<221> CARACTERISTICA MISCELANEA

<223> Péptido de la lipasa pancreatica canina que es un péptido 20 mero que se extiende sobre la proteina de la lipasa
pancredtica canina cPLP1 en un solapamiento de secuencias de 10 aminoécidos.

<400> 22

Tyr Phe Val Glu Val Leu Gln Ser Ala Phe Gly Tyr Ser Pro Ser Asp
1 5 10 15

Val His Ile Ile
20

<210> 23
<211> 20
<212> PRT
<213> Canis sp.

<220>

<221> CARACTERISTICA MISCELANEA

<223> Péptido de la lipasa pancreatica canina que es un péptido 20 mero que se extiende sobre la proteina de la lipasa
pancredtica canina cPLP1 en un solapamiento de secuencias de 10 aminodcidos.

<400> 23

Gly Tyr Ser Pro Ser Asp Val His Ile Ile Gly His Ser Leu Gly Ala
1 5 10 15

His Ala Ala Gly
20

<210> 24
<211> 20
<212> PRT
<213> Canis sp.

<220>

<221> CARACTERISTICA MISCELANEA

<223> Péptido de la lipasa pancredtica canina que es un péptido 20 mero que se extiende sobre la proteina de la lipasa
pancredtica canina cPLP1 en un solapamiento de secuencias de 10 aminoécidos.

<400> 24

Gly His Ser Leu Gly Ala His Ala Ala Gly Glu Ala Gly Arg Arg Leu
1 5 10 15

Asn Gly Thr Ala
20

<210> 25
<211> 20
<212> PRT
<213> Canis sp.

11
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ES 2323 142 T3

<220>

<221> CARACTERISTICA MISCELANEA

<223> Péptido de la lipasa pancreatica canina que es un péptido 20 mero que se extiende sobre la proteina de la lipasa
pancredtica canina cPLP1 en un solapamiento de secuencias de 10 aminoécidos.

<400> 25

Glu Ala Gly Arg Arg Leu Asn Gly Thr Ala Gly Arg Ile Thr Gly Leu
1 5 10 15

Asp Pro Ala Glu
20

<210> 26
<211> 20
<212> PRT
<213> Canis sp.

<220>

<221> CARACTERISTICA MISCELANEA

<223> Péptido de la lipasa pancreatica canina que es un péptido 20 mero que se extiende sobre la proteina de la lipasa
pancredtica canina cPLP1 en un solapamiento de secuencias de 10 amino4cidos.

<400> 26

Gly Arg Ile Thr Gly Leu Asp Pro Ala Glu Pro Cys Phe Glu Gly Thr
1 5 10 15

Pro Glu Leu Val
20

<210> 27
<211> 20
<212> PRT
<213> Canis sp.

<220>

<221> CARACTERISTICA MISCELANEA

<223> Péptido de la lipasa pancredtica canina que es un péptido 20 mero que se extiende sobre la proteina de la lipasa
pancredtica canina cPLP1 en un solapamiento de secuencias de 10 aminoécidos.

<400> 27

Pro Cys Phe Glu Gly Thr Pro Glu Leu Val Arg Leu Asp Pro Ser Asp
1 5 10 15

Ala Gln Phe Val
20
<210> 28
<211> 20
<212> PRT
<213> Canis sp.

12
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ES 2323 142 T3

<220>

<221> CARACTERISTICA MISCELANEA

<223> Péptido de la lipasa pancreatica canina que es un péptido 20 mero que se extiende sobre la proteina de la lipasa
pancredtica canina cPLP1 en un solapamiento de secuencias de 10 aminoécidos.

<400> 28

Arg Leu Asp Pro Ser Asp Ala Gln Phe Val Asp Val Ile His Thr Asp
1 5 10 15

Ala Ala Pro Ile
20

<210> 29
<211> 20
<212> PRT
<213> Canis sp.

<220>

<221> CARACTERISTICA MISCELANEA
<223> Péptido de la lipasa pancreatica canina que es un péptido 20 mero que se extiende sobre la proteina de la lipasa

pancredtica canina cPLP1 en un solapamiento de secuencias de 10 aminodcidos.
<400> 29

Asp Val Ile His Thr Asp Ala Ala Pro Ile Ile Pro Asn Met Gly Phe
1 5 10 15

Gly Met Ser Gln
20

<210> 30
<211> 20
<212> PRT
<213> Canis sp.

<220>

<221> CARACTERISTICA MISCELANEA

<223> Péptido de la lipasa pancredtica canina que es un péptido 20 mero que se extiende sobre la proteina de la lipasa
pancredtica canina cPLP1 en un solapamiento de secuencias de 10 aminoécidos.

<400> 30
Ile Pro Asn Met Gly Phe Gly Met Ser Gln Thr Val Gly His Leu Asp
1 5 10 15

Phe Phe Pro Asn
20

<210> 31
<211> 20
<212> PRT
<213> Canis sp.

13
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ES 2323 142 T3

<220>

<221> CARACTERISTICA MISCELANEA

<223> Péptido de la lipasa pancreatica canina que es un péptido 20 mero que se extiende sobre la proteina de la lipasa
pancredtica canina cPLP1 en un solapamiento de secuencias de 10 aminoécidos.

<400> 31

Thr Val Gly His Leu Asp Phe Phe Pro Asn Gly Gly Lys Glu Met Pro
1 5 10 15

Gly Cys Gln Lys
20

<210> 32
<211> 20
<212> PRT
<213> Canis sp.

<220>

<221> CARACTERISTICA MISCELANEA

<223> Péptido de la lipasa pancreatica canina que es un péptido 20 mero que se extiende sobre la proteina de la lipasa
pancredtica canina cPLP1 en un solapamiento de secuencias de 10 amino4cidos.

<400> 32

Gly Gly Lys Glu Met Pro Gly Cys Gln Lys Asn Ile Leu Sexr Gln Ile
1 5 10 15

Val Asp Ile Asp
20

<210> 33
<211> 20
<212> PRT
<213> Canis sp.

<220>

<221> CARACTERISTICA MISCELANEA

<223> Péptido de la lipasa pancredtica canina que es un péptido 20 mero que se extiende sobre la proteina de la lipasa
pancredtica canina cPLP1 en un solapamiento de secuencias de 10 aminoécidos.

<400> 33

Asn Ile Leu Ser Gln Ile vVal Asp Ile Asp Gly Ile Trp Glu Gly Thr
1 5 10 15

Arg Asp Phe Vval
20
<210> 34
<211> 20
<212> PRT
<213> Canis sp.

14
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ES 2323 142 T3

<220>

<221> CARACTERISTICA MISCELANEA

<223> Péptido de la lipasa pancreatica canina que es un péptido 20 mero que se extiende sobre la proteina de la lipasa
pancredtica canina cPLP1 en un solapamiento de secuencias de 10 aminoécidos.

<400> 34

Gly Ile Trp Glu Gly Thr Arg Asp Phe Val Ala Cys Asn His Leu Arg
1 5 10 15

Ser Tyr Lys Tyr
20

<210> 35
<211> 20
<212> PRT
<213> Canis sp.

<220>

<221> CARACTERISTICA MISCELANEA

<223> Péptido de la lipasa pancreatica canina que es un péptido 20 mero que se extiende sobre la proteina de la lipasa
pancredtica canina cPLP1 en un solapamiento de secuencias de 10 aminodcidos.

<400> 35

Ala Cys Asn His Leu Arg Ser Tyr Lys Tyr Tyr Sexr Asp Ser Ile Leu
1 5 10 is

Asn Pro Asp Gly
20

<210> 36
<211> 20
<212> PRT
<213> Canis sp.

<220>

<221> CARACTERISTICA MISCELANEA
<223> Péptido de la lipasa pancredtica canina que es un péptido 20 mero que se extiende sobre la proteina de la lipasa

pancredtica canina cPLP1 en un solapamiento de secuencias de 10 aminoécidos.

<400> 36

Tyr Sexr Asp Ser Ile Leu Asn Pro Asp Gly Phe Ala Gly Phe Pro Cys
1 5 10 15

Ala Ser Tyr Asn
20

<210> 37
<211> 20
<212> PRT
<213> Canis sp.

15
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ES 2323 142 T3

<220>

<221> CARACTERISTICA MISCELANEA

<223> Péptido de la lipasa pancreatica canina que es un péptido 20 mero que se extiende sobre la proteina de la lipasa
pancredtica canina cPLP1 en un solapamiento de secuencias de 10 aminoécidos.

<400> 37

Phe Ala Gly Phe Pro Cys Ala Ser Tyr Asn Val Phe Thr Ala Asn Lys
1 5 10 15

Cys Phe Pro Cys
20

<210> 38
<211> 20
<212> PRT
<213> Canis sp.

<220>

<221> CARACTERISTICA MISCELANEA

<223> Péptido de la lipasa pancreatica canina que es un péptido 20 mero que se extiende sobre la proteina de la lipasa
pancredtica canina cPLP1 en un solapamiento de secuencias de 10 amino4cidos.

<400> 38

Val Phe Thr Ala Asn Lys Cys Phe Pro Cys Pro Ser Glu Gly Cys Pro
1 5 10 15

Gln Met Gly His
20

<210> 39
<211> 20
<212> PRT
<213> Canis sp.

<220>

<221> CARACTERISTICA MISCELANEA

<223> Péptido de la lipasa pancredtica canina que es un péptido 20 mero que se extiende sobre la proteina de la lipasa
pancredtica canina cPLP1 en un solapamiento de secuencias de 10 aminoécidos.

<400> 39

Pro Ser Glu Gly Cys Pro Gln Met Gly His Tyr Ala Asp Arg Phe Pro
1 5 10 15

Gly Lys Thr Asp
20

<210> 40
<211> 20
<212> PRT
<213> Canis sp.

16
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ES 2323 142 T3

<220>

<221> CARACTERISTICA MISCELANEA

<223> Péptido de la lipasa pancreatica canina que es un péptido 20 mero que se extiende sobre la proteina de la lipasa
pancredtica canina cPLP1 en un solapamiento de secuencias de 10 aminoécidos.

<400> 40

Tyr Ala Asp Arg Phe Pro Gly Lys Thr Asp Lys Val Asn Gln Ile Phe
1 5 10 15

Tyr Leu Asp Thr
20

<210> 41
<211> 20
<212> PRT
<213> Canis sp.

<220>

<221> CARACTERISTICA MISCELANEA

<223> Péptido de la lipasa pancreatica canina que es un péptido 20 mero que se extiende sobre la proteina de la lipasa
pancredtica canina cPLP1 en un solapamiento de secuencias de 10 aminodcidos.

<400> 41

Lys Val Asn Gln Ile Phe Tyr Leu Asp Thr Gly Asp Ala Ser Asn Phe
1 5 10 15

Ala Arg Trp Arg
20

<210> 42
<211> 20
<212> PRT
<213> Canis sp.

<220>

<221> CARACTERISTICA MISCELANEA

<223> Péptido de la lipasa pancredtica canina que es un péptido 20 mero que se extiende sobre la proteina de la lipasa
pancredtica canina cPLP1 en un solapamiento de secuencias de 10 aminoécidos.

<400> 42

Gly Asp Ala Ser Asn Phe Ala Arg Trp Arg Tyr Lys Val Ala val Thr
1 5 10 15

Leu Ser Gly Lys
20

<210>43
<211> 20
<212> PRT
<213> Canis sp.

17
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<220>

<221> CARACTERISTICA MISCELANEA

<223> Péptido de la lipasa pancreatica canina que es un péptido 20 mero que se extiende sobre la proteina de la lipasa
pancredtica canina cPLP1 en un solapamiento de secuencias de 10 aminoécidos.

<400> 43

Tyr Lys Val Ala Val Thr Leu Ser Gly Lys Lys Val Thr Gly His Val
1 5 10 15

Leu Val Ser Leu
20

<210> 44
<211> 20
<212> PRT
<213> Canis sp.

<220>

<221> CARACTERISTICA MISCELANEA

<223> Péptido de la lipasa pancreatica canina que es un péptido 20 mero que se extiende sobre la proteina de la lipasa
pancredtica canina cPLP1 en un solapamiento de secuencias de 10 amino4cidos.

<400> 44

Lys Val Thr Gly His Val Leu Val Ser Leu Phe Gly Asn Lys Gly Asn
1 ) 10 15

Ser Lys Gln Tyr
20

<210> 45
<211> 20
<212> PRT
<213> Canis sp.

<220>

<221> CARACTERISTICA MISCELANEA

<223> Péptido de la lipasa pancredtica canina que es un péptido 20 mero que se extiende sobre la proteina de la lipasa
pancredtica canina cPLP1 en un solapamiento de secuencias de 10 amino4cidos.

<400> 45

Phe Gly Asn Lys Gly Asn Ser Lys Gln Tyr Glu Ile Phe Lys Gly Thr
1 5 10 15

Leu Gln Pro Glu
20

<210> 46
<211> 20
<212> PRT
<213> Canis sp.

18
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ES 2323 142 T3

<220>

<221> CARACTERISTICA MISCELANEA

<223> Péptido de la lipasa pancreatica canina que es un péptido 20 mero que se extiende sobre la proteina de la lipasa
pancredtica canina cPLP1 en un solapamiento de secuencias de 10 aminoécidos.

<400> 46

Glu Ile Phe Lys Gly Thr Leu Gln Pro Glu Ser Thr His Ser Asn Glu
1 5 10 15

Phe Asp Ser Asp
20

<210> 47
<211> 20
<212> PRT
<213> Canis sp.

<220>

<221> CARACTERISTICA MISCELANEA

<223> Péptido de la lipasa pancreatica canina que es un péptido 20 mero que se extiende sobre la proteina de la lipasa
pancredtica canina cPLP1 en un solapamiento de secuencias de 10 aminodcidos.

<400> 47

Ser Thr His Ser Asn Glu Phe Asp Ser Asp Val Glu Val Gly Asp Val
1 5 10 15

Gln Lys Val Lys
20

<210> 48
<211> 20
<212> PRT
<213> Canis sp.

<220>

<221> CARACTERISTICA MISCELANEA

<223> Péptido de la lipasa pancredtica canina que es un péptido 20 mero que se extiende sobre la proteina de la lipasa
pancredtica canina cPLP1 en un solapamiento de secuencias de 10 aminoécidos.

<400> 48

Val Glu Val Gly Asp Val Gln Lys Val Lys Phe Val Trp Tyr Asn Asn
1 5 10 15

Val Ile Asn Pro
20

<210> 49
<211> 20
<212> PRT
<213> Canis sp.

19
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ES 2323 142 T3

<220>

<221> CARACTERISTICA MISCELANEA

<223> Péptido de la lipasa pancreatica canina que es un péptido 20 mero que se extiende sobre la proteina de la lipasa
pancredtica canina cPLP1 en un solapamiento de secuencias de 10 aminoécidos.

<400> 49

Phe Val Trp Tyr Asn Asn Val Ile Asn Pro Thr Leu Pro Arg Val Gly
1 5 10 15

Ala Ser Lys Ile
20

<210> 50
<211> 20
<212> PRT
<213> Canis sp.

<220>

<221> CARACTERISTICA MISCELANEA

<223> Péptido de la lipasa pancreatica canina que es un péptido 20 mero que se extiende sobre la proteina de la lipasa
pancredtica canina cPLP1 en un solapamiento de secuencias de 10 amino4cidos.

<400> 50

Thr Leu Pro Arg Val Gly Ala Ser Lys Ile Thr Val Glu Arg Asn Asp
1 5 10 15

Gly Lys Ile Phe
20

<210> 51
<211> 20
<212> PRT
<213> Canis sp.

<220>

<221> CARACTERISTICA MISCELANEA

<223> Péptido de la lipasa pancredtica canina que es un péptido 20 mero que se extiende sobre la proteina de la lipasa
pancredtica canina cPLP1 en un solapamiento de secuencias de 10 aminoécidos.

<400> 51

Thr Val Glu Arg Asn Asp Gly Lys Ile Phe Asn Phe Cys Ser Lys Glu
1 5 10 15

Thr Val Arg Glu
20
<210> 52
<211> 20
<212> PRT
<213> Canis sp.

20



ES 2323 142 T3

<220>

<221> CARACTERISTICA MISCELANEA

<223> Péptido de la lipasa pancreatica canina que es un péptido 20 mero que se extiende sobre la proteina de la lipasa
pancredtica canina cPLP1 en un solapamiento de secuencias de 10 aminoécidos.

<400> 52

Asn Phe Cys Ser Lys Glu Thr Val Arg Glu Asp Ile Leu Leu Thr Leu
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Thr Pro Cys
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