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DESCRIPCION

Genes encontrados de células monociticas de mamiferos; reactivos relacionados.
Campo de la invencion

La presente invencién contempla composiciones relacionadas con genes encontrados en las células monociticas,
células que funcionan en el sistema inmune. Estos genes funcionan controlando el desarrollo, la diferenciacién y/o
la fisiologfa del sistema inmune de los mamiferos. En particular, la solicitud proporciona dcidos nucleicos, proteinas,
anticuerpos y métodos de utilizacién de los mismos.

Antecedentes de la invencion

El componente circulante del sistema circulatorio de los mamiferos comprende varios tipos celulares, incluyendo
los glébulos rojos y los glébulos blancos sanguineos de los linajes celulares eritroide y mieloide. Ver, por ejemplo,
Rapaport (1987), Introduction to Hematology (2° ed.) Lippincott, Philadelphia, PA; Jandl (1987), Blood: Textbook of
Hematology. Little, Brown and Co., Boston, MA; y Paul (ed.) (1993), Fundamental Immunology (3* ed.) Raven Press,
N.Y.

Los monocitos son células fagociticas que pertenecen al sistema de fagocitos mononucleares y residen en la cir-
culacion. Ver Roitt (ed.) Encyclopedia of Immunology, Academic Press, San Diego. Estas células se originan en la
médula 6sea y permanecen solamente un tiempo corto en el compartimento medular una vez que se diferencian. Entran
entonces en la circulacién y pueden permanecer alli durante un periodo de tiempo relativamente largo, por ejemplo
unos cuantos dias. Los monocitos pueden entrar en los tejidos y en las cavidades corporales mediante el proceso
denominado diapédesis, donde se diferencian a macréfagos y posiblemente a células dendriticas. En una respuesta
inflamatoria, el nimero de monocitos en la circulacién puede duplicarse, y muchos de este nimero incrementado de
monocitos diapedizar al lugar de la inflamacién.

La presentacion del antigeno se refiere a los acontecimientos celulares en los cuales un antigeno proteindceo es
captado, procesado por las células presentadoras de antigeno (CPA) y posteriormente reconocido para iniciar una
respuesta inmune. Las células presentadoras de antigeno mads activas han sido caracterizadas como los macréfagos,
que son productos procedentes del desarrollo directo de los monocitos; las células dendriticas y ciertas células B.

Los macréfagos se encuentran en la mayor parte de los tejidos y son muy activos en la internalizacion de una amplia
variedad de antigenos proteicos y microorganismos. Tienen una actividad endocitica muy desarrollada y secretan
muchos productos importantes en el inicio de la respuesta inmune. Por esta razén, se cree que es probable que muchos
genes expresados por los monocitos o inducidos por la activacion de los monocitos sean importantes en la captacion,
el procesamiento y la presentacion del antigeno o en la regulacién de la respuesta inmune resultante.

Sin embargo, los monocitos estdn poco caracterizados, en términos de las proteinas que expresan y en términos
de muchas de sus funciones y mecanismos de accidn, incluyendo sus estados activados. En particular, los procesos
y mecanismos relacionados con el inicio de la respuesta inmune, incluyendo el procesamiento y la presentacion del
antigeno, permanecen poco claros. La ausencia de conocimiento sobre las propiedades estructurales, bioldgicas y
fisiolégicas de estas células limita su comprensién. Por tanto, condiciones médicas en las cuales la regulacién, el
desarrollo o la fisiologfa de las células presentadoras de antigeno es inusual, permanecen dificiles de controlar.

La descripcién completa se refiere a varias proteinas y por tanto se ha utilizado la denominacién “proteina mono-
citica”. Sin embargo, se comprenderd que la invencién estd dirigida a YEO1 segin se define en las reivindicaciones
adjuntas.

Mais especificamente, las células destructoras naturales (“Natural Killer”) son capaces de lisar células transforma-
das e infectadas por virus. Las interacciones moleculares que desencadenan sus funciones citocilitas no se comprenden
bien. En la técnica anterior, se han identificado receptores de inhibidores de las células destructoras que son miembros
de la superfamilia de las inmunoglobulinas (Colonna y Samaridis (1995), Science 2 68:405-408). Existe la necesidad
de identificar los factores implicados en este mecanismo.

Resumen de la invencion

Para identificar las moléculas que estdn implicadas en la generacién de sefiales negativas, se inmunizaron ratones
con un clon de células NK humanas y los anticuerpos fueron sometidos a seleccién por su capacidad para inhibir,
cuando se unian de manera cruzada, la lisis mediada por células NK de ciertas dianas. Como resultado se identificé el
anticuerpo DX26.

DX26 reconoce también un receptor presente en células NK en reposo, denominado DLAIR (receptor similar a
inmunoglobulina asociado a leucocitos 1). El gen que codifica una proteina que es reconocida por DX26 ha sido
clonado y denominado YEO1. El producto del gen YEOI es un receptor similar a Fc gamma/alfa.
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Por tanto, la presente invencidn proporciona una proteina o péptido YEOI sustancialmente puro o recombinante
que presenta al menos un 80% de identidad de secuencia con la secuencia de aminodcidos completa de la SEC ID N°:
6, 8 6 10; con una secuencia natural YEOI de la SEC ID N°: 6, 8 6 10; o con una proteina de fusién que contiene la
secuencia de YEO1 y una protefna heteréloga.

Las secuencias de aminodcidos de las SEC ID N°: 6 y 8 son idénticas. Por tanto, para evitar la duplicacién de
identificadores de secuencias, inicamente se hace referencia a la SEC ID N°: 6 en las exposiciones de la presente.

Segtn se describe en la presente, la proteina sustancialmente pura o aislada contiene un segmento que presenta
identidad de secuencia con la porcién correspondiente de YEO1, donde: la homologia es al menos un 90% de identidad
aproximadamente y la porcién es de al menos 9 aminodcidos aproximadamente; la homologia es al menos un 80%
de identidad aproximadamente y la porcién es de al menos 17 aminoacidos aproximadamente; o la homologia es al
menos un 70% de identidad aproximadamente y la porcidn es de al menos 25 aminodcidos aproximadamente. En otras
formas, la invencién proporciona tal composicién en cuestién, donde: YEO1 comprende una secuencia madura de SEC
ID N°: 6 6 10. La proteina o péptido puede proceder de un animal de sangre caliente seleccionado de un mamifero,
incluyendo un primate o un roedor. La invencidn se refiere también a una proteina o polipéptido que contiene al menos
un segmento polipeptidico de la SEC ID N°: 6 6 10; presenta una pluralidad de porciones que muestran la identidad;
es una variante alélica natural de YEOI; tiene una longitud de al menos 30 aminodcidos aproximadamente; presenta al
menos dos epitopos no solapantes que son especificos para la YEOI de mamifero; presenta una identidad de secuencia
de al menos un 90% aproximadamente a lo largo de una longitud de al menos 20 aminoacidos aproximadamente con
una YEO1 de roedor; presenta al menos dos epitopos no solapantes que son especificos de una YEOI de primate;
presenta una identidad de secuencia de al menos un 90% aproximadamente a lo largo de una longitud de al menos
20 aminodcidos aproximadamente con una YEOI de primate; estd glucosilada; tiene un peso molecular de al menos 7
kD con glucosilacion natural; es un polipéptido sintético; estd unida a un sustrato sélido; estd conjugada a otro resto
quimico; es una sustitucion de 5 veces o menos de la secuencia natural; o es una variante por deleccién o insercién de
una secuencia natural.

Otras composiciones incluyen aquellas que comprenden: una proteina o péptido YEO1 estéril; la proteina o péptido
YEOI y un vehiculo, donde el vehiculo es: un compuesto acuoso incluyendo agua, solucién salina y/o un tampén; y/o
formulada para administracién oral, rectal, nasal, tépica o parenteral.

En las realizaciones de proteinas de fusién, la invencién proporciona aquéllas que comprenden: la secuencia de la
proteina madura de SEC ID N°: 10; una marca para deteccién o purificacion, incluyendo una secuencia FLAG, His6 o
Ig; o 1a secuencia de otra proteina de la superficie celular.

En la presente se describen varios kits que incluyen aquéllos que contienen una proteina o polipéptido y un compar-
timento que contiene la proteina o el polipéptido; y/o instrucciones para la utilizacién o la eliminacién de los reactivos
del kit.

Anticuerpos y compuestos de unién incluyen aquéllos que comprenden la porciéon de unién al antigeno de un
anticuerpo que se une especificamente a la proteina YEO1 natural, donde: la proteina es una proteina de primate; el
compuesto de unién es un fragmento Fv, Fab o Fab2; el compuesto de unién estd conjugado a otro resto quimico; o
el anticuerpo estd producido contra una secuencia peptidica de un polipéptido maduro de SEC ID N°: 6 6 10, estd
producido contra una YEOI madura; estd producido contra una YEOI purificada; estd inmunoseleccionado; es un
anticuerpo policlonal; se une a YEOI desnaturalizada; presenta una Kd hacia el antigeno de al menos 30 mM; estd
fijado a un sustrato sélido, incluyendo una esfera o una membrana de plastico; estd en una composicion estéril o estda
marcado de forma detectable, incluyendo una marca radiactiva o fluorescente. Se proporciona un kit que comprende el
compuesto de unién incluyendo, por ejemplo, el compuesto de unién y: un compartimento que contiene el compuesto
de unidn; y/o instrucciones para la utilizacién o eliminacién de los reactivos del kit. Preferiblemente, el kit es capaz
de realizar un andlisis cualitativo o cuantitativo.

Otras composiciones diferentes incluyen aquéllas que contienen: un compuesto de unién estéril; o el compuesto
de unién y un vehiculo, donde el vehiculo es: un compuesto acuoso, incluyendo agua, solucidn salina y/o un tampodn;
y/o estd formulado para administracién oral, rectal, nasal, tépica o parenteral.

La invencién se refiere también a un dcido nucleico aislado o recombinante que codifica una proteina o un péptido
o una proteina de fusion segin se ha descrito, donde: la proteina procede de un mamifero, incluyendo primates;
o el dcido nucleico codifica una secuencia peptidica antigénica de SEC ID N° 6 6 10, codifica una pluralidad de
secuencias peptidicas antigénicas de SEC ID N° 6 6 10; presenta al menos un 80% de identidad con un ADNc
natural que codifica el segmento; es un vector de expresion; contiene ademds un origen de replicacion; procede de una
fuente natural; contiene una marca detectable; comprende una secuencia de nucledtidos sintética; es menor de 6 kb,
preferiblemente menor de 3 kb; procede de un mamifero, incluyendo primates; contiene una secuencia codificadora de
longitud completa natural; es una sonda de hibridacién para un gen que codifica la proteina; o es un cebador de PCR,
un producto de PCR o un cebador de mutagénesis.

Se proporcionan varias células, incluyendo aquéllas que contienen un acido nucleico recombinante descrito. Prefe-
riblemente, la célula es: una célula procariética; una célula eucaridtica; una célula bacteriana; una célula de levadura;
una célula de insecto; una célula de mamifero; una célula de ratén; una célula de primate o una célula humana. Los
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kits con tales dcidos nucleicos incluyen aquéllos con el 4cido nucleico y: un compartimento que contiene el acido
nucleico; un compartimento que contiene ademds una proteina o polipéptido YEOI; y/o instrucciones para la utiliza-
cién o la eliminacién de los reactivos del kit. Preferiblemente, el kit es capaz de llevar a cabo un andlisis cualitativo o
cuantitativo.

Otros 4cidos nucleicos descritos en la presente incluyen aquéllos que: hibridan bajo condiciones de lavado de 30°C
y menos de 2 M de sal con la SEC ID N°: 5, 7 6 9; presentan al menos un 85% de identidad aproximadamente a lo
largo de un tramo de al menos 30 nucleétidos aproximadamente con la YEOI de primate. En realizaciones preferidas,
las condiciones de lavado son de 45°C y/o 500 mM de sal; o de 55°C y/o 150 mM de sal; o la identidad es de al menos
un 90% y/o el tramo es de al menos 55 nucleétidos; o la identidad es de al menos un 95% y/o el tramo es de al menos
75 nucledtidos.

Se describe también un método para modular la fisiologia o el desarrollo de una célula o de una célula en cultivo
de tejidos que comprende la puesta en contacto de la célula con un agonista o un antagonista de una YEO1. En las
realizaciones preferidas, la célula es un leucocito y el antagonista es hacia YEOI y es un anticuerpo monoclonal que
se une a DLAIR-1.

La invencién proporciona realizaciones especificas preferidas segtin estd definido en las reivindicaciones adjuntas.
Descripcion detallada
I. General

La presente invencién proporciona secuencias de ADN que codifican proteinas de mamifero expresadas en mono-
citos. Para una revisién de los monocitos y sus funciones, ver, por ejemplo, Gallin y col. (eds. 1988), Inflammation:
Basis Principles and Clinical Correlates, Raven Press, NY; van Furth (ed. 1985), Mononuclear Phagocytes: Characte-
ristics. Physiology and Function, Martinus Nijhoff, Dordrecht, Paises Bajos.

Mais adelante se proporcionan realizaciones humanas especificas de estas proteinas. Las descripciones posteriores
estan dirigidas a, a modo de ejemplo, genes de monocitos humanos, pero son aplicables de igual modo a realizaciones
estructuralmente relacionadas, por ejemplo secuencias, de otras fuentes o de otras especies de mamifero, incluyen-
do variantes polimérficas o individuales. Estas incluirdn, por ejemplo, proteinas que presenten relativamente pocos
cambios en la secuencia, por ejemplo menos del 5% aproximadamente, y en el nimero, por ejemplo menos de 20
sustituciones de residuos, tipicamente menos de 15, preferiblemente menos de 10 y, mds preferiblemente, menos de
5 sustituciones. Estas incluirdn también versiones que son truncadas de la longitud completa, segtiin se describe, y
proteinas de fusioén conteniendo segmentos sustanciales de estas secuencias.

II. Definiciones

El término “composicion de unién” se refiere a moléculas que se unen con especificidad a estas proteinas mono-
citicas, por ejemplo en una interaccion anticuerpo-antigeno, o a compuestos, por ejemplo proteinas, que se asocian
especificamente con la proteina respectiva. Tipicamente, la asociacién estard en una interaccién proteina-proteina na-
tural fisiolégicamente relevante, covalente o no covalente, y puede incluir miembros de un complejo multiproteico,
incluyendo compuestos transportadores o parejas de dimerizacién. La molécula puede ser un polimero o un reactivo
quimico. Un andlogo funcional puede ser una proteina con modificaciones estructurales, o puede ser una molécula
totalmente no relacionada, por ejemplo que tenga una forma molecular que interaccione con los determinantes de
interaccidn apropiados. Las variantes pueden servir como agonistas o antagonistas de la proteina, ver, por ejemplo,
Goodman y col. (eds.) (1990), Goodman & Gilman’s: The Pharmacological Bases of Therapeutics (8* ed.), Pergamon
Press, Tarrytown, N.Y.

El término “complejo agente de unién:proteina monocitica”, segtn se utiliza en la presente, se refiere a un com-
plejo de un agente de unién y la proteina monocitica. Unién especifica del agente de unién significa que el agente
de unidn tiene un sitio de unién especifica que reconoce un sitio en la proteina monocitica respectiva. Por ejemplo,
anticuerpos producidos contra la proteina monocitica y que reconocen un epitopo en la proteina monocitica, son capa-
ces de formar un complejo agente de unién:proteina monocitica mediante unién especifica. Tipicamente, la formacién
de un complejo agente de unidn:proteina monocitica permite la medida de la proteina monocitica en una mezcla de
otras proteinas y productos biolégicos. El término “complejo anticuerpo: proteina monocitica” se refiere a un com-
plejo agente de unién:proteina monocitica en el cual el agente de unién es un anticuerpo. El anticuerpo puede ser
monoclonal, policlonal o incluso un fragmento de unién al antigeno de un anticuerpo.

Las secuencias de dcidos nucleicos “homdlogas”, cuando se comparan, presentan una similitud significativa. Los
estdndares para la homologia en 4cidos nucleicos son medidas de la homologia utilizadas generalmente en la técnica
mediante comparacién de las secuencias y/o la relacidn filogenética, o sobre la base de las condiciones de hibridacién.
Las condiciones de hibridacién se describen con mayor detalle mas adelante.

Un 4cido nucleico “aislado” es un 4cido nucleico, por ejemplo ARN, ADN o un polimero mixto, que esta separado
sustancialmente de los demds componentes que acompafian de forma natural a una secuencia nativa, por ejemplo
proteinas y secuencias gendmicas flanqueantes de la especie de origen. El término incluye una secuencia de acido
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nucleico que ha sido extraida de su entorno existente en la naturaleza, e incluye aislados de ADN recombinante o
clonado y andlogos sintetizados quimicamente o andlogos sintetizados bioldgicamente por sistemas heterélogos. Una
molécula sustancialmente pura incluye formas aisladas de la molécula. Un dcido nucleico aislado serd en general una
composicion homogénea de moléculas pero contendrd, en algunas realizaciones, una pequefia heterogeneidad. Esta
heterogeneidad se encuentra tipicamente en los extremos del polimero o en porciones que no son criticas para una
funcién o actividad biolégica deseada.

La “proteina monocitica” de la invencién incluird, cuando se utiliza en un contexto de proteinas, una proteina
que tiene secuencias de aminodcidos como las mostradas en las SEC ID N*: 6, 8 6 10, o un fragmento significativo
de tal proteina. Se refiere a un polipéptido que interacciona con los componentes de unién especifica de la proteina
monocitica respectiva. Estos componentes de unién, por ejemplo anticuerpos, se unen tipicamente a la proteina mo-
nocitica con una elevada afinidad, por ejemplo de al menos 100 nM aproximadamente, normalmente mejor que 30
nM aproximadamente, preferiblemente mejor que 10 nM aproximadamente y, mds preferiblemente, mejor que 3 nM
aproximadamente.

Se describen también en la presente fragmentos o segmentos significativos de dicha proteina monocitica, inclu-
yendo un tramo de residuos de aminodcidos de al menos 8 aminoécidos aproximadamente, en general de al menos
10 aminodcidos, mds en general de al menos 12 aminodcidos, a menudo de al menos 14 aminodcidos, mas a menudo
de al menos 16 aminoécidos, tipicamente de al menos 18 aminodcidos, més tipicamente de al menos 20 aminoécidos,
habitualmente de al menos 22 aminodcidos, mas habitualmente de al menos 24 aminodacidos, preferiblemente de al
menos 26 aminodcidos, mds preferiblemente de al menos 28 aminoécidos y de al menos 30 amino4cidos aproxima-
damente o mds. Las limitaciones de fragmentos o tamaiios aplicables para la comparacién con un grupo no implican
necesariamente limitaciones de tamafio similares en los fragmentos para los demas.

Un 4cido nucleico “recombinante” estd definido por su método de produccién o por su estructura. Con referencia
a su método de produccién, por ejemplo un producto producido mediante un proceso, el proceso es la utilizacién de
técnicas de dcidos nucleicos recombinantes, implicando por ejemplo la intervencién humana en la secuencia de nu-
cledtidos, tipicamente la seleccion o la produccion. Alternativamente, puede ser un dcido nucleico producido mediante
la generacién de una secuencia que comprenda la fusién de dos fragmentos que en la naturaleza no estdn contiguos
entre si, pero tiene la intencién de excluir productos de la naturaleza, por ejemplo mutantes que tienen lugar de forma
natural. Asi, por ejemplo, estdn incluidos los productos producidos mediante la transformacién de células con cual-
quier vector no existente en la naturaleza, igual que lo son 4cidos nucleicos que contienen una secuencia derivada
utilizando cualquier proceso con oligonucleétidos sintéticos. Esto se realiza a menudo para sustituir un codén por
un codén redundante que codifique el mismo aminodcido o un aminodcido conservador, a la vez que se introduce o
se elimina tipicamente un sitio de reconocimiento de la secuencia. Alternativamente, se lleva a cabo para unir seg-
mentos de dcidos nucleicos o funciones deseadas con el fin de generar una tnica entidad genética que contenga una
combinacién de funciones deseada que no se encuentra en las formas naturales cominmente disponibles. Los sitios
de reconocimiento de enzimas de restricciéon son a menudo la diana de tales manipulaciones artificiales, pero pueden
incorporarse mediante disefio otras dianas especificas de sitio, por ejemplo promotores, sitios de replicaciéon de ADN,
secuencias reguladoras, secuencias control u otras caracteristicas ttiles. Un concepto similar es aplicable a un polipép-
tido recombinante, por ejemplo una fusién. Estdn incluidos especificamente dcidos nucleicos sintéticos que, debido a
la redundancia del cédigo genético, codifican polipéptidos similares a fragmentos de estos antigenos, y fusiones de
secuencias procedentes de varias variantes especificas diferentes.

La “solubilidad” estd reflejada por la sedimentacién medida en unidades Svedberg, que son una medida de la velo-
cidad de sedimentacién de una molécula bajo condiciones particulares. La determinacidn de la velocidad de sedimenta-
cidn se llevaba a cabo cldsicamente en una ultracentrifuga analitica, pero actualmente se lleva a cabo tipicamente en una
ultracentrifuga estandar. Ver, Freifelder (1982), Physical Biochemistry (2* ed.) W.H. Freeman & Co., San Francisco,
CA;y Cantor y Schimmel (1980), Biophysical Chemistry, partes 1-3, W.H. Freeman & Co., San Francisco, CA. Como
determinacién bruta, una muestra conteniendo un polipéptido supuestamente soluble es centrifugada en una ultracen-
trifuga estandar de tamafio completo a 50 Krpm aproximadamente durante 10 minutos aproximadamente, y las molé-
culas solubles permaneceran en el sobrenadante. Una particula o un polipéptido soluble serd tipicamente menor de 30S
aproximadamente, mds tipicamente menor de 15S aproximadamente, habitualmente menor de 10S aproximadamente,
mads habitualmente menor de 6S aproximadamente y, en realizaciones particulares, preferiblemente menor de 4S apro-
ximadamente, y mas preferiblemente menor de 3S aproximadamente. La solubilidad de un polipéptido o de un frag-
mento depende del entorno y del polipéptido. Muchos pardmetros afectan a la solubilidad de un polipéptido, incluyen-
do la temperatura, el entorno electrolitico, el tamafio y las caracteristicas moleculares del polipéptido y la naturaleza del
solvente. Tipicamente, la temperatura a la cual se utiliza el polipéptido varia desde 4°C aproximadamente hasta 65°C
aproximadamente. Normalmente la temperatura de utilizacién es mayor de 18°C aproximadamente y mds habitualmen-
te mayor de 22°C aproximadamente. Para fines de diagnéstico, la temperatura serd aproximadamente de forma habitual
la temperatura ambiente o mayor, pero menor que la temperatura de desnaturalizacién de los componentes del ensa-
yo. Para fines terapéuticos, la temperatura serd habitualmente la temperatura corporal, tipicamente alrededor de 37°C
para los humanos, aunque bajo ciertas situaciones la temperatura puede ser aumentada o disminuida in situ o in vitro.

El tamafio y la estructura del polipéptido estardn generalmente en un estado sustancialmente estable, y habitual-
mente no estaran en estado desnaturalizado. El polipéptido puede estar asociado con otros polipéptidos en una estruc-
tura cuaternaria, por ejemplo para conferir solubilidad, o asociado con lipidos o detergentes de una manera que se
aproxime a las interacciones naturales de la bicapa lipidica.
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El solvente serd normalmente un tamp6n biolégicamente compatible, o un tipo utilizado para la conservacién de las
actividades bioldgicas, y normalmente se aproximard a un solvente fisiolégico. Normalmente el solvente tendrd un pH
neutro, tipicamente entre 5 y 10 aproximadamente, y preferiblemente alrededor de 7,5. En algunas ocasiones se afiadird
un detergente, tipicamente uno suave no desnaturalizante, por ejemplo CHS o CHAPS, o estard a una concentracién
suficientemente baja como para evitar la alteracién significativa de las propiedades estructurales o fisiol6gicas de la
proteina.

“Sustancialmente pura” significa tipicamente que la proteina estd aislada de otras proteinas contaminantes, de aci-
dos nucleicos o de otros productos biolégicos derivados del organismo de origen. La pureza o el “aislamiento” puede
analizarse mediante métodos estandar y normalmente serd al menos un 50% pura aproximadamente, mas habitualmen-
te al menos un 60% pura aproximadamente, generalmente al menos un 70% pura aproximadamente, mas generalmente
al menos un 80% pura aproximadamente, a menudo al menos un 85% pura aproximadamente, mas a menudo al me-
nos un 90% pura aproximadamente, preferiblemente al menos un 95% pura aproximadamente, mas preferiblemente
al menos un 98% pura aproximadamente y, en las realizaciones mas preferidas, al menos un 99% pura.

“Similitud sustancial”, en el contexto de comparacién de secuencias de 4cidos nucleicos, significa que los seg-
mentos, o sus hebras complementarias, cuando se comparan, son idénticos cuando estdn alineados éptimamente, con
inserciones o deleciones de nucledtidos apropiadas, en al menos un 50% aproximadamente de los nucleétidos, ge-
neralmente en al menos el 56%, mds generalmente en al menos un 59%, habitualmente en al menos un 62%, mas
habitualmente en al menos un 65%, a menudo en al menos un 68%, mas a menudo en al menos un 71%, tipicamente
en al menos un 74%, més tipicamente en al menos un 77%, normalmente en al menos un 80%, mds normalmente en
al menos un 85% aproximadamente, preferiblemente en al menos un 90% aproximadamente, mds preferiblemente en
al menos de un 95 a un 98% aproximadamente o mas y, en realizaciones particulares, tanto como en un 99% aproxi-
madamente o mas de los nucleétidos. Alternativamente, existe una similitud sustancial cuando los segmentos hibridan
bajo condiciones de hibridacién selectiva con una hebra, o su complemento, utilizando tipicamente una secuencia
derivada de las SECID N*: 1 6 3;5,7 6 9; 6 11, 13 6 15. Tipicamente, la hibridacién selectiva tendrd lugar cuando
exista al menos un 55% de similitud aproximadamente a lo largo de un tramo de al menos 30 nucleétidos aproxi-
madamente, preferiblemente al menos un 65% aproximadamente a lo largo de un tramo de al menos 25 nucleétidos
aproximadamente, mds preferiblemente al menos un 75% aproximadamente y muy preferiblemente al menos un 90%
aproximadamente a lo largo de 20 nucleétidos aproximadamente. Ver, por ejemplo, Kanehisa (1984), Nucl. Acids Res.
12:203-213. La longitud de la comparacién de similitud, segin se ha descrito, puede ser sobre tramos mas largos vy,
en ciertas realizaciones, serd sobre un tramo de al menos 17 nucledtidos aproximadamente, normalmente de al menos
20 nucleétidos aproximadamente, mds normalmente de al menos 24 nucleétidos aproximadamente, tipicamente de
al menos 28 nucleétidos aproximadamente, mas tipicamente de al menos 40 nucleétidos aproximadamente, preferi-
blemente de al menos 50 nucledtidos aproximadamente y, més preferiblemente, de al menos 75 a 100 nucleétidos
aproximadamente o mas.

“Condiciones rigurosas” en referencia a la homologia o a la similitud sustancial en el contexto de la hibridacién,
serdn condiciones rigurosas combinadas de sal, temperatura, solventes orgdnicos y otros pardmetros, tipicamente aqué-
llos controlados en las reacciones de hibridacién. La combinacién de pardmetros es mas importante que la medida de
cualquier pardmetro individual. Ver, por ejemplo, Wetmur y Davidson (1968), J. Mol. Biol. 31:349-370. Una sonda de
acido nucleico que se une a un 4cido nucleico diana bajo condiciones rigurosas es especifica para dicho dcido nucleico
diana. Tal sonda tiene tipicamente mds de 11 nucleétidos de longitud, y es suficientemente idéntica o complementaria
a un 4cido nucleico diana a lo largo de la regién especificada por la secuencia de la sonda para unirse a la diana bajo
condiciones de hibridacién rigurosas.

Proteinas monociticas equivalentes de otras especies de mamifero pueden ser clonadas y aisladas mediante hi-
bridacién cruzada de especies estrechamente relacionadas. Ver, por ejemplo, mds adelante. La similitud puede ser
relativamente baja entre especies poco relacionadas y por tanto es aconsejable la hibridacion de especies relativamente
estrechamente relacionadas. Alternativamente, la preparacion de una preparacion de anticuerpos que presente menos
especificidad de especie puede ser titil en procedimientos de clonaje para expresion.

La frase “se une especificamente a un anticuerpo” o “es inmunorreactiva especificamente con”, cuando se refiere
a una proteina o a un péptido, se refiere a una reaccién de unién que es determinante de la presencia de la proteina en
presencia de una poblacién heterogénea de proteinas y otros componentes biolégicos. Asi, bajo condiciones de inmu-
noensayo designadas, los anticuerpos especificados se unen a una proteina particular y no se unen significativamente
a otras proteinas presentes en la muestra. La unién especifica a un anticuerpo bajo tales condiciones puede requerir un
anticuerpo que sea seleccionado por su especificidad para una proteina particular. Por ejemplo, los anticuerpos produ-
cidos hacia el inmunégeno proteina monocitica humana con la secuencia de aminoécidos representada en una SEC ID
N°: particular pueden ser seleccionados para obtener anticuerpos inmunorreactivos especificamente con esa proteina
monocitica y no con otras proteinas. Estos anticuerpos reconocen proteinas muy similares a la proteina monocitica
humana homéloga.

11 Acidos Nucleicos

Estos genes de los monocitos son expresados especificamente en células dendriticas. Las realizaciones preferidas,
segun se describe, serdn utiles en procedimientos estdndar para aislar genes de otras especies, por ejemplo de animales
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de sangre caliente tales como aves y mamiferos. La hibridacién cruzada permitira el aislamiento de proteinas relacio-
nadas de individuos, cepas o especies. Estdn disponibles varios procedimientos diferentes para aislar con éxito un clon
de un 4cido nucleico adecuado sobre la base de la informacién proporcionada en la presente. Estudios de hibridacién
de transferencia Southern identificardn genes homoélogos en otras especies bajo condiciones de hibridacién apropiadas.

La proteina purificada o péptidos definidos son ttiles para generar anticuerpos mediante métodos estandar, segin
se describe mds adelante. Péptidos sintéticos o la proteina purificada pueden ser presentados a un sistema inmune para
generar anticuerpos policlonales y monoclonales. Ver, por ejemplo, Coligan (1991), Current Protocols in Immunology,
Wiley/Greene, NY; y Harlow y Lane (1989), Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Press, NY, que se
incorporan a la presente por referencia. Alternativamente, una composicién de unién a una proteina CD puede ser util
como reactivo de unién especifica, y puede aprovecharse su especificidad de unién para, por ejemplo, la purificacién
de una proteina monocitica.

La composicion de unién especifica puede ser utilizada para someter a seleccién una biblioteca de expresién pro-
ducida a partir de una linea celular que exprese la proteina monocitica respectiva. Estdn disponibles muchos métodos
de seleccidn, por ejemplo la tincidn estandar de un ligando expresado en superficie, o mediante cribado en fase s6lida
(“panning”). La seleccion de la expresion intracelular puede ser llevada a cabo también mediante varios procedi-
mientos de tincién o inmunofluorescencia. Las composiciones de unién pueden ser utilizadas para purificar mediante
afinidad o seleccionar células que expresen el ligando.

Los segmentos peptidicos pueden ser utilizados también con el fin de producir oligonucleétidos apropiados para
someter a seleccién una biblioteca con el fin de determinar la presencia de un gen similar, por ejemplo una variante
idéntica o polimorfica, o para identificar un monocito. El cédigo genético puede ser utilizado para seleccionar oligo-
nucledtidos apropiados utiles como sondas para el proceso de seleccion. En combinacion con las técnicas de reaccién
en cadena de la polimerasa (PCR), los oligonucleétidos sintéticos serdn utiles para seleccionar clones deseados de una
biblioteca.

Las secuencias complementarias serdn también utilizadas como sondas o cebadores. Sobre la base de la identifi-
cacién del probable extremo amino, otros péptidos serdan particularmente ttiles, por ejemplo acoplados con un vector
anclado o con técnicas de PCR complementaria poli-A o con ADN complementario de otros péptidos.

Técnicas para la manipulacion de 4dcidos nucleicos de genes que codifican estas proteinas monociticas, por ejemplo
el subclonaje de secuencias de dcidos nucleicos que codifican polipéptidos en vectores de expresion, el marcaje de
sondas, la hibridacién de ADN, etcétera, estdn descritas en general en Sambrook y col. (1989), Molecular Cloning: A
Laboratory Manual (2* ed.) Vol. 1-3, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor Press, NY, que se incorpora
a la presente por referencia y que sera referido de aqui en adelante como “Sambrook y col.”. Ver también, Coligan y
col. (1987 y suplementos periddicos), Current Protocols in Molecular Biology, Greene/Wiley, New York, NY, referido
como “Coligan y col.”.

Existen varios métodos para aislar las secuencias de ADN que codifican estas proteinas monociticas. Por ejemplo,
el ADN es aislado de una biblioteca gendmica o de ADNc utilizando sondas oligonucleotidicas marcadas que tengan
secuencias idénticas o complementarias a las secuencias descritas en la presente. Pueden utilizarse sondas de longitud
completa o pueden generarse sondas oligonucleotidicas mediante comparacién de las secuencias descritas con otras
proteinas y la seleccién de cebadores especificos. Tales sondas pueden ser utilizadas directamente en ensayos de
hibridacién para aislar ADN que codifique proteinas monociticas, o bien pueden disefiarse sondas para ser utilizadas
en técnicas de amplificacion, tales como PCR, para el aislamiento del ADN que codifica las proteinas monociticas.

Para preparar una biblioteca de ADNCc, se aisla el ARNm de células que expresen la proteina monocitica. El
ADNCc es preparado a partir del ARNm y ligado en un vector recombinante. El vector es transfectado a un huésped
recombinante para su propagacion, seleccion y clonaje. Los métodos para producir y someter a seleccioén bibliotecas
de ADNCc son bien conocidos. Ver, Gubler y Hoffman (1983), Gene 25:263-269; Sambrook y col; o Coligan y col.

Para una biblioteca genémica, el ADN puede ser extraido de un tejido y bien cortado mecanicamente o digerido
enzimdticamente para producir fragmentos de 12-20 kb aproximadamente. Los fragmentos son posteriormente separa-
dos mediante centrifugacién en gradiente y clonados en vectores del bacteriéfago lambda. Estos vectores y el fago son
empaquetados in vitro segin estd descrito en, por ejemplo, Sambrook y col. o Coligan y col. Los fagos recombinantes
son analizados mediante hibridacién de placas segtin esta descrito en Benton y Davis (1977), Science 196:180-182. La
hibridacién de colonias se lleva a cabo segiin estd descrito de manera general en, por ejemplo, Grunstein y col. (1975),
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 72:3961-3965.

El ADN que codifica una proteina monocitica puede ser identificado en bibliotecas de ADNc o genémicas por
su capacidad para hibridar con las sondas de dcido nucleico descritas en la presente, por ejemplo en experimentos
de hibridacién de colonias o placas. Las regiones de ADN correspondientes son aisladas mediante métodos estandar
familiares para los expertos en la técnica. Ver Sambrook y col.

Pueden utilizarse también diferentes métodos para amplificar secuencias diana, tal como la reaccién en cadena
de la polimerasa, con el fin de preparar ADN que codifique proteinas monociticas. La tecnologia de la reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR) es utilizada para amplificar tales secuencias de 4cido nucleico directamente a partir
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de ARNm, de ADNc y de bibliotecas gendmicas o de bibliotecas de ADNc. Las secuencias aisladas que codifican
proteinas monociticas pueden ser utilizadas también como moldes para la amplificacién por PCR.

En las técnicas de PCR, se sintetizan cebadores oligonucleotidicos complementarios a dos regiones 5° de la regién
de ADN que va a ser amplificada. Posteriormente se lleva a cabo la reaccién en cadena de la polimerasa utilizando los
dos cebadores. Ver Innis y col. (eds.) (1990), PCR Protocols: A Guide to Methods and Application, Academic Press,
San Diego, CA. Pueden seleccionarse cebadores para amplificar las regiones completas que codifican una proteina
monocitica de longitud completa seleccionada o para amplificar segmentos de ADN mads pequefios, segin se desee.
Una vez que tales regiones han sido amplificadas por PCR, pueden ser secuenciadas y pueden prepararse sondas oli-
gonucleotidicas a partir de la secuencia obtenida utilizando técnicas estdndar. Estas sondas pueden ser luego utilizadas
para aislar ADNs que codifiquen otras formas de las proteinas monociticas.

Los oligonucledtidos para ser utilizados como sondas son sintetizados quimicamente de acuerdo con el método de
los triésteres de fosforamiditas en fase sélida descrito por vez primera por Beaucage y Carruthers (1983), Tetrahedron
Lett. 22(20):1859-1862, o utilizando un sintetizador automatizado, segin estd descrito en Needham-VanDevanter y
col. (1984), Nucleic Acids Res. 12:6159-6168. La purificacién de oligonucledtidos se lleva a cabo mediante, por
ejemplo, electroforesis en gel de acrilamida nativa o mediante HPLC de intercambio anidnico segun estd descrito en
Pearson y Regnier (1983), J. Chrom. 255:137-149. La secuencia del oligonucleétido sintético puede ser verificada
utilizando el método de degradacién quimica de Maxam y Gilbert en Grossman y Moldave (eds.) (1980), Methods in
Enzymology 65:499-560, Academic Press, New York.

Se aislé un clon de células monociticas humanas de una biblioteca de células monociticas activadas y se denominé
YEOI. YEOLI esta relacionado con los receptores para Fc gamma y/o Fc alfa. Esta proteina es referida en la presente
como receptor de Fc gamma/alfa y estd descrito en la SEC ID N° 5 y 6. Un equivalente de ratén estd codificado
probablemente en el EST W55567.

Un gen similar fue clonado mediante clonaje de expresién utilizando el anticuerpo monoclonal DX26, que fue
producido contra el inmundgeno del clon de células NK humanas NK681.D5, y seleccionado por la inhibicién de la
destruccién llevada a cabo por los clones de células NK de las células diana portadoras del receptor de Fc (SP2/0).
Este aislado estd descrito en la SEC ID N°: 7y 8.

El 4cido nucleico y la supuesta secuencia de aminodcidos de una forma soluble de los receptores, denominada
DLAIR-2, esta descrita en la SEC ID N°: 9 y 10. La secuencia sefial se extiende desde Met1 hasta Thr21 aproximada-
mente. Aunque el gen fue descrito inicialmente como un gen derivado de monocitos, el anélisis de la expresién indica
que es mas especifico para expresion en linfocitos. Asi, en el caso de YEOI, el descriptor “gen monocitico” puede
indicar su identificacion original en una poblacién enriquecida en ese tipo celular, aunque puede haber contenido tam-
bién algunos otros tipos celulares. El andlisis de la secuencia sugiere que YEOI es un miembro de la superfamilia
de receptores de Ig, y estd relacionado estrechamente con la familia CDS, que contiene un plegamiento de tipo VIJ,
particularmente con los receptores de Fc alfa y/o gamma. Como contiene un motivo similar a ITAM, la proteina es
posible que sea una version linfocitica de los Receptores Inhibidores de las células Destructoras (KIR), que envian
una sefial negativa para inhibir la funcién de las células destructoras. Esta proteina presenta una funcién similar en la
inhibicién de la funcién efectora de los linfocitos, por ejemplo la presentacién del antigeno o el inicio de la respuesta
posterior.

En particular, 1a generacién de sefiales a través de la molécula reconocida por el mAb DX26 (denominada Receptor
similar a Inmunoglobulina Asociado a Leucocitos DNAX (DLAIR)), suministra una sefial negativa a los clones de
células NK que impide su actividad destructora de las células diana especificas. Sin embargo, la molécula es expresada
en otros linfocitos, incluyendo células T y monocitos. Por tanto, el anticuerpo DX26 representa probablemente un
anticuerpo que inhibe la destruccién por células NK y por células T citotdxicas, y la distribucién en monocitos sugiere
que la molécula puede inhibir funciones efectoras mediadas por monocitos o mediadas por linfocitos.

Esta invencién proporciona ADN aislado o fragmentos aislados que codifican una proteina monocitica, segtin se
define en las reivindicaciones adjuntas. Se describe también ADN aislado o recombinante que codifica una proteina o
un polipéptido bioldgicamente activo que es capaz de hibridar bajo condiciones apropiadas, por ejemplo alta rigurosi-
dad, con las secuencias de ADN descritas en la presente. Dicha proteina o polipéptido biolégicamente activo puede ser
una forma existente en la naturaleza, o una proteina o fragmento recombinante, y tener una secuencia de aminoacidos
como la descrita en la SEC ID N°: 6 6 10. Las realizaciones preferidas serdn aislados naturales de longitud completa,
por ejemplo de un primate. En forma glucosilada, las proteinas presentardn tamafios mayores. Ademds, esta invencién
se refiere a la utilizacién de ADN aislado o recombinante, o de fragmentos del mismo, que codifican proteinas que son
homélogas a cada proteina monocitica respectiva. El ADN aislado puede tener las secuencias reguladoras respectivas
en los flancos 5° y 3°, por ejemplo promotores, intensificadores, sefiales de adicién de poli-A y otros.

IV. Produccion de Productos Génicos de Monocitos
Los ADNs que codifican estas proteinas monociticas o fragmentos de las mismas pueden ser obtenidos median-

te sintesis quimica, mediante procesos de seleccién de bibliotecas de ADNc o mediante procesos de seleccion de
bibliotecas gendmicas preparadas a partir de una amplia variedad de lineas celulares o de muestras de tejido.
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Estos ADNs pueden ser expresados en una amplia variedad de células huésped para la sintesis de una proteina
de longitud completa o de fragmentos que pueden utilizarse, por ejemplo, para generar anticuerpos policlonales o
monoclonales; para estudios de unién; para la construccién y expresién de moléculas modificadas y para estudios
de estructura/funcién. Cada una de estas protefnas monociticas o sus fragmentos pueden ser expresados en células
huésped que estan transformadas o transfectadas con vectores de expresion apropiados. Estas moléculas pueden ser
sustancialmente purificadas para que estén libres de contaminantes proteicos o celulares, distintos de los derivados del
huésped recombinante, y por tanto son particularmente ttiles en composiciones farmacéuticas cuando se combinan
con un vehiculo y/o diluyente farmacéuticamente aceptable. El antigeno, o porciones del mismo, puede ser expresado
como una fusién con otras proteinas.

Los vectores de expresion son tipicamente construcciones de ADN o ARN autorreplicantes que contienen el gen
monocitico deseado o sus fragmentos, normalmente unidos operativamente a elementos adecuados para el control
genético que son reconocidos en una célula huésped adecuada. Estos elementos de control son capaces de llevar a
cabo la expresion en un huésped adecuado. El tipo especifico de elementos de control necesarios para llevar a cabo la
expresion dependerd de la célula huésped final utilizada. En general, los elementos de control genético puede incluir
un sistema de promotores procariéticos o un sistema para el control de la expresién de promotores eucariéticos vy,
tipicamente, incluyen un promotor de la transcripcion, un operador opcional para controlar el inicio de transcripcion,
intensificadores de la transcripcion para elevar el nivel de expresiéon de ARNm, una secuencia que codifica un sitio de
unién de ribosomas adecuado y secuencias que terminan la transcripcion y la traduccién. Los vectores de expresion
contienen también habitualmente un origen de replicacion que permite al vector replicarse independientemente de la
célula huésped.

Los vectores de esta invencién contienen ADNSs que codifican las diferentes proteinas monociticas, o un fragmento
de las mismas, codificando tipicamente, por ejemplo, un polipéptido o proteina biolégicamente activos. E1 ADN puede
estar bajo el control de un promotor virico y puede codificar un marcador para la seleccién. Esta invencion contempla
ademds la utilizacion de tales vectores de expresion que son capaces de expresar ADNc eucaridtico que codifica una
proteina monocitica en un huésped procariético o eucaridtico, donde el vector es compatible con el huésped y donde
el ADNCc eucaridtico que codifica la proteina estdn insertado en el vector de tal manera que el crecimiento del huésped
que contiene el vector exprese el ADNc en cuestién. Habitualmente, los vectores de expresion son disefiados para una
replicacion estable en sus células huésped o para amplificacion con el fin de incrementar enormemente el nimero total
de copias del gen deseable por célula. No es siempre necesario el requerir que un vector de expresion se replique en
una célula huésped, por ejemplo, es posible llevar a cabo la expresion transitoria de la proteina o sus fragmentos en
diferentes huéspedes utilizando vectores que no contengan un origen de replicacién que sea reconocido por la célula
huésped. Es posible también utilizar vectores que produzcan la integracién de un gen monocitico o de sus fragmentos
en el ADN del huésped mediante recombinacion, o integrar un promotor que controle la expresién de un gen endégeno.

Los vectores, segtin son utilizados en la presente, comprenden plasmidos, virus, bacteriéfagos, fragmentos de
ADN integrables y otros vehiculos que permiten la integracion de fragmentos de ADN en el genoma del huésped.
Los vectores de expresion son vectores especializados que contienen elementos de control genético que llevan a cabo
la expresion de genes unidos operativamente. Los plasmidos son la forma de vector mas comuinmente utilizada, pero
todas las demds formas de vectores que realicen una funcién equivalente son adecuadas para ser utilizadas en la
presente. Ver, por ejemplo, Pouwels y col. (1985 y Suplementos), Cloning Vectors: A Laboratory Manual, Elsevier,
N.Y.; y Rodriguez y col. (eds.) (1988), Vectors: A Survey of Molecular Cloning Vectors and Their Uses, Buttersworth,
Boston, MA.

Las células huésped adecuadas incluyen procariotas, eucariotas inferiores y eucariotas superiores. Los procariotas
incluyen organismos gram negativos y gram positivos, por ejemplo E. coli y B. subtilis. Los eucariotas inferiores in-
cluyen levaduras, por ejemplo S. cerevisiae y Pichia y especies del género Dictyostelium. Los eucariotas superiores
incluyen lineas celulares en cultivo de tejidos establecidas procedentes de células animales, tanto de origen no ma-
mifero, por ejemplo células de insectos y de aves, como de origen mamifero, por ejemplo de humanos, primates y
roedores.

Los sistemas de vectores para huéspedes procariéticos incluyen una amplia variedad de vectores para muchas es-
pecies diferentes. Segun se utiliza en la presente, E. coli y sus vectores serdn utilizados genéricamente para incluir
vectores equivalentes utilizados en otros procariotas. Un vector representativo para amplificar ADN es pBR322 o sus
derivados. Vectores que pueden ser utilizados para expresar proteinas monociticas o fragmentos incluyen, pero no se
limitan a, vectores tales como los que contienen el promotor lac (serie pUC); el promotor trp (pBR322-trp); el pro-
motor Ipp (serie pIN); los promotores lambda-pP o pR (pOTS); o promotores hibridos tales como ptac (pDR450). Ver
Brosius y col. (1988), “Expression Vectors Employing Lambda-, trp-, lac-, and Ipp-derived Promoters”, en Rodriguez
y Denhardt (eds.) Vectors: A Survey of Molecular Cloning Vectors and Their Uses 10:205-236, Buttersworth, Boston,
MA.

Eucariotas inferiores, por ejemplo, levaduras y Dictyostelium, pueden ser transformados con vectores que con-
tienen secuencias de genes monociticos. Para los fines de esta invencion, el huésped eucariético mds comin es la
levadura de panadero Saccharomyces cerevisiae. La misma serd utilizada genéricamente para representar a los euca-
riotas inferiores, aunque estin también disponibles otras varias cepas y especies. Los vectores de levaduras constan
tipicamente de un origen de replicacidn (a no ser que sean del tipo integrante), un gen para la seleccién, un promotor,
ADN que codifica la proteina deseada o sus fragmentos y secuencias para la terminacién de la traduccién, poliade-
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nilacién y terminacién de la transcripcidn. Los vectores de expresion adecuados para levaduras incluyen promotores
constitutivos tales como 3-fosfoglicerato quinasa y otros varios promotores de genes de enzimas glucoliticos, o pro-
motores inducibles tales como el promotor de la alcohol deshidrogenasa 2 o el promotor de la metalotionina. Vectores
adecuados incluyen derivados de los tipos siguientes: autorreplicantes de bajo nimero de copias (tales como la serie
YRp), autorreplicantes de alto nimero de copias (tales como la serie YEp); tipos integrantes (tales como la serie Ylp)
0 minicromosomas (tales como la serie YCp).

Las células en cultivo de tejidos eucaridticas superiores son las células huésped preferidas para la expresion de
la proteina monocitica. En principio, pueden utilizarse la mayor parte de las lineas celulares en cultivo de tejidos eu-
caridticas superiores, por ejemplo sistemas de expresién de baculovirus en insectos, ya sean de origen invertebrado
o vertebrado. Sin embargo, se prefieren las células de mamifero para conseguir un procesamiento apropiado, cotra-
duccionalmente y post-traduccionalmente. La transformacién o la transfeccién y la propagacion de tales células es
de rutina. Lineas celulares ttiles incluyen células HeLa, lineas celulares de ovario de hdmster chino (CHO), lineas
celulares de rifién de rata baby (BRK), lineas celulares de insecto, lineas celulares de ave y lineas celulares de mo-
no (COS). Los vectores de expresion para tales lineas celulares incluyen normalmente un origen de replicacion, un
promotor, un sitio de inicio de la traduccidn, sitios de ayuste de ARN (por ejemplo, si se utiliza ADN genémico), un
sitio de poliadenilacién y un sitio de terminacién de la transcripcion. Estos vectores pueden contener también un gen
para seleccion o un gen para amplificacién. Vectores de expresion adecuados pueden ser plasmidos, virus o retrovirus
portadores de promotores derivados de, por ejemplo, fuentes tales como adenovirus, SV40, parvovirus, virus vaccinia
o citomegalovirus. Ejemplos representativos de vectores de expresion adecuados incluyen pCDNAT1; pCD, ver Oka-
yama y col. (1985), Mol. Cell Biol. 5:1136-1142; pMClneo Poli-A, ver Thomas y col. (1987), Cell 51:503-512; y un
vector baculovirico tal como pAC 373 o pAC 610.

En ciertos casos, las proteinas monociticas no necesitan estar glucosiladas para producir respuestas bioldgicas
en ciertos ensayos. Sin embargo, serd a menudo deseable expresar un polipéptido monocitico en un sistema que
proporcione un patrén de glucosilacién especifico o definido. En este caso, el patrén habitual serd el proporcionado
de forma natural por el sistema de expresién. Sin embargo, el patrén serd modificable por exposicion del polipéptido,
por ejemplo en forma no glucosilada, a proteinas glucosilantes apropiadas introducidas en un sistema de expresion
heter6logo. Por ejemplo, un gen monocitico puede ser cotransformado con uno o mas genes que codifiquen enzimas
glucosilantes de mamifero u otros enzimas glucosilantes. Se comprende ademds que una sobreglucosilacién puede ser
nociva para la actividad bioldgica de la proteina monocitica, y que una persona con experiencia puede llevar a cabo
ensayos de rutina con el fin de optimizar el grado de glucosilacién que confiera una actividad biolégica 6ptima.

Una proteina monocitica, o un fragmento de la misma, puede ser manipulada para que se una a una membrana
celular a través de fosfatidil inositol (PI), pero puede ser separada de las membranas mediante tratamiento con un
enzima que corte fosfatidil inositol, por ejemplo fosfatidil inositol fosfolipasa-C. Este enzima libera el antigeno en
forma biolégicamente activa y permite la purificacién mediante procedimientos estdndar de la quimica de proteinas.
Ver, por ejemplo, Low (1989), Biochem. Biophys. Acta 988:427-454; Tse y col. (1985), Science 230:1003-1008;
Brunner y col. (1991), J. Cell Biol. 114:1275-1283; y Coligan y col. (eds.) (1996 y suplementos periédicos), Current
Protocols in Protein Science, John Wiley & Sons, New York, NY.

Ahora que estas proteinas monociticas han sido caracterizadas, pueden prepararse fragmentos o derivados de las

mismas mediante procesos convencionales para la sintesis de péptidos. Estos incluyen procesos tales como los des-
critos en Stewart y Young (1984), Solid Phase Peptide Synthesis, Pierce Chemical Co., Rockford, IL; Bodanszky y
Bodanszky (1984), The Practice of Peptide Syntheses, Springer-Verlag, New York, NY; y Bodanszky (1984), The
Principles of Peptide Synthesis, SpringerVerlag, New York, NY. Ver también Merrifield (1986), Science 232:341-347;
y Dawson y col. (1994), Science 266:776-779. Por ejemplo, puede utilizarse un proceso con azidas, un proceso con
acido clorhidrico, un proceso con un anhidrido dcido, un proceso con un anhidrido mixto, un proceso con un éster
activo (por ejemplo, p-nitrofenil éster; N-hidroxisuccinimida éster o cianometil éster), un proceso con carbodiimida-
zol, un proceso de reduccién oxidativa o un proceso con diciclohexilcarbodiimida (DCCD)/aditivo. La sintesis en fase
solida y la sintesis en fase de solucién son ambas aplicables para los procesos anteriores.

La proteina preparada y los fragmentos de la misma pueden ser aislados y purificados de la mezcla de reaccién
por medio de separacion peptidica, por ejemplo mediante extraccion, precipitacion, electroforesis y varias formas
de cromatograffa, etcétera. Las proteinas monociticas de esta invencidn pueden ser obtenidas con grados variables
de pureza dependiendo de la utilizacién deseada. La purificacién puede ser llevada a cabo mediante la utilizacion de
técnicas conocidas de purificacion de proteinas o mediante la utilizacién de los anticuerpos o parejas de unién descritos
en la presente, por ejemplo en cromatografia de afinidad en un inmunoabsorbente. Esta cromatografia de afinidad en un
inmunoabsorbente se lleva a cabo uniendo primeramente los anticuerpos a un soporte sélido y poniendo en contacto los
anticuerpos unidos con lisados solubilizados de las células de origen apropiadas, lisados de otras células que expresen
la proteina o lisados o sobrenadantes de células productoras de las proteinas como resultado de técnicas de ADN, ver
mads adelante.

Miiltiples lineas celulares pueden ser sometidas a cribado para seleccionar una que exprese dicha proteina a un
nivel elevado en comparacion con las otras células. Varias lineas celulares, por ejemplo la linea de células estromales
de timo de ratén TA4, han sido sometidas a cribado y seleccionadas por sus propiedades favorables de manejo. Las
proteinas de las células monociticas naturales pueden ser aisladas de fuentes naturales o por expresion a partir de una
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célula transformada utilizando un vector de expresion apropiado. La purificacion de la proteina expresada se consigue
mediante procedimientos estdndar, o puede ser combinada con medios producidos para la purificacién eficaz con una
alta eficacia a partir de lisados celulares o sobrenadantes. Para tales caracteristicas de purificacién pueden utilizarse
segmentos FLAG o Hisg.

V. Anticuerpos

Pueden producirse anticuerpos hacia estas diferentes proteinas monociticas, incluyendo variantes individuales,
polimoérficas, alélicas, de cepa o especie, y fragmentos de las mismas, tanto en sus formas existentes en la naturaleza
(longitud completa) como en sus formas recombinantes. Adicionalmente, pueden producirse anticuerpos hacia las
proteinas monociticas en sus formas activas o en sus formas inactivas. Pueden utilizarse también anticuerpos anti-
idiotipicos.

a. Produccion de Anticuerpos

Pueden utilizarse varios inmundgenos para producir anticuerpos reactivos especificamente con estas proteinas
monociticas. La proteina recombinante es el inmundgeno preferido para la produccién de anticuerpos monoclonales o
policlonales. Puede utilizarse también la proteina existente en la naturaleza en forma pura o en forma impura. Péptidos
sintéticos producidos utilizando las secuencias de las proteinas monociticas humanas descritas en la presente pueden
ser utilizados también como inmunégeno para la produccion de anticuerpos hacia la proteina monocitica. La proteina
recombinante puede ser expresada en células eucaridticas o procariéticas segtin se describe en la presente, y purificadas
segtin se describe. El producto es posteriormente inyectado en un animal capaz de producir anticuerpos. Pueden ge-
nerarse anticuerpos monoclonales o policlonales para su uso posterior en inmunoensayos para medir la proteina.

Los métodos para producir anticuerpos policlonales son conocidos por los expertos en la técnica. Brevemente, un
inmunégeno, preferiblemente una proteina purificada, es mezclado con un adyuvante y se inmunizan animales con
la mezcla. La respuesta inmune del animal hacia la preparacién del inmundgeno es monitorizada mediante la toma
de muestras de sangre de ensayo y la determinacién del titulo de reactividad hacia la proteina monocitica de interés.
Cuando se obtienen titulos apropiadamente elevados de anticuerpo hacia el inmundgeno, se recoge sangre del animal
y se preparan antisueros. Un fraccionamiento posterior de los antisueros para enriquecerlos en anticuerpos reactivos
con la proteina puede ser realizado si se desea. Ver, por ejemplo, Harlow y Lane.

Pueden obtenerse anticuerpos monoclonales mediante diferentes técnicas familiares para los expertos en este cam-
po. Brevemente, células esplénicas de un animal inmunizado con un antigeno deseado son inmortalizadas, normalmen-
te mediante fusion con una célula de mieloma. Ver, por ejemplo, Kohler y Milstein (1976), Eur. J. Immunol. 6:511-
519, que se incorpora a la presente por referencia. Métodos alternativos de inmortalizacién incluyen la transformacién
con virus de Epstein-Barr, oncogenes o retrovirus, u otros métodos conocidos en la técnica. Las colonias produci-
das a partir de células inmortalizadas individuales son sometidas a seleccién por la produccién de anticuerpos con
la especificidad y la afinidad por el antigeno deseadas, y el rendimiento de los anticuerpos monoclonales producidos
por tales células puede ser mejorado mediante varias técnicas, incluyendo la inyeccién en la cavidad peritoneal de un
huésped vertebrado. Alternativamente, pueden aislarse secuencias de ADN que codifiquen un anticuerpo monoclonal
o un fragmento de unién del mismo mediante el cribado de una biblioteca de ADN de células B humanas segin el
protocolo general descrito por Huse y col. (1989), Science 246:1275-1281.

Pueden producirse anticuerpos, incluyendo fragmentos de unién y versiones de una sola cadena, contra fragmentos
predeterminados de estas proteinas monociticas mediante inmunizacién de animales con conjugados de los fragmentos
con protefnas transportadoras segtn se describi anteriormente. Se preparan anticuerpos monoclonales a partir de
células que secreten el anticuerpo deseado. Estos anticuerpos pueden ser sometidos a seleccién por su unién a proteinas
monociticas normales o defectuosas, o pueden ser sometidos a seleccidn por su actividad agonista o antagonista. Estos
anticuerpos monoclonales se unirdn normalmente con una K, de al menos 1 mM aproximadamente, mas habitualmente
de al menos 300 uM aproximadamente, tipicamente de al menos 100 uM aproximadamente, mas tipicamente de al
menos 30 uM aproximadamente, preferiblemente de al menos 10 uM aproximadamente y mds preferiblemente de al
menos 3 uM aproximadamente o mejor. Estdn disponibles métodos estdndar para la seleccion de preparaciones de
anticuerpos de alta afinidad y selectivos.

En algunos casos, es deseable preparar anticuerpos monoclonales a partir de varios huéspedes mamifero, tales
como ratones, roedores, primates, humanos, etc. Puede encontrarse una descripcién de técnicas para preparar tales
anticuerpos monoclonales en, por ejemplo, Stites y col. (eds.) Basic and Clinical Immunology (4* ed.), Lange Medical
Publications, Los Altos, CA, y las referencias citadas en el mismo; Harlow y Lane (1988), Antibodies: A Laboratory
Manual, CSH Press; Goding (1986), Monoclonal Antibodies: Principles and Practice (2* ed.) Academic Press, New
York, NY; y particularmente en Kohler y Milstein (1975), Nature 256:495-497, que discuten un método para generar
anticuerpos monoclonales. Resumiendo brevemente, este método implica la inyeccién a un animal de un inmundgeno
para iniciar una respuesta inmune humoral. El animal es posteriormente sacrificado y se extraen células de su bazo, que
son posteriormente fusionadas con células de mieloma. El resultado es una célula hibrida o “hibridoma” que es capaz
de reproducirse in vitro. La poblacion de hibridomas es posteriormente sometida a seleccion con el fin de aislar clones
individuales, cada uno de los cuales secreta una tinica especie de anticuerpo hacia el inmunégeno. De esta manera, las
especies de anticuerpos individuales obtenidas son los productos de células B individuales inmortalizadas y clonadas
procedentes del animal inmune generadas en respuesta a un sitio especifico reconocido en la sustancia inmunogénica.
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Otras técnicas adecuadas implican la seleccién de bibliotecas de anticuerpos en fagos o en vectores similares.
Ver, Huse y col. (1989), “Generation of a Large Combinatorial Library of the Immunoglobulin Repertoire in Phage
Lambda”, Science 24 6:1275-12 81; y Ward y col. (1989), Nature 341:544-546. Los polipéptidos y anticuerpos de la
presente invencidn pueden ser utilizados con o sin modificacion, incluyendo anticuerpos quiméricos o humanizados.
Con frecuencia, los polipéptidos y anticuerpos serdn marcados uniendo a los mismos, covalentemente o no covalente-
mente, una sustancia que proporcione una sefial detectable. Se conocen una amplia variedad de marcas y de técnicas de
conjugacion y estdn descritas extensamente en la literatura cientifica y en la literatura de patentes. Marcas adecuadas
incluyen radiontclidos, enzimas, sustratos, cofactores, inhibidores, restos fluorescentes, restos quimioluminiscentes,
particulas magnéticas, etcétera. Patentes que describen la utilizacién de tales marcas incluyen las Patentes de EE.UU.
N 3.817.837;3.850.752; 3.939.350; 3.996.345; 4.277.437; 4.275.149 y 4.366.241. Pueden producirse también inmu-
noglobulinas recombinantes. Ver, Cabilly, Patente de EE.UU. N° 4.816.567; y Queen y col. (1989), Proc. Nat’l. Acad.
Sci. USA 86:10029-10033.

Los anticuerpos de esta invencién pueden ser utilizados también para cromatografia de afinidad en el aislamiento
de cada proteina monocitica. Pueden prepararse columnas en las que los anticuerpos estdn ligados a un soporte sdlido,
por ejemplo a particulas tales como agarosa, SEPHADEX, etcétera, donde un lisado celular puede ser pasado a través
de la columna, la columna lavada, seguido por concentraciones crecientes de un desnaturalizante suave, mediante lo
cual se liberara la proteina monocitica purificada.

Los anticuerpos pueden ser utilizados también para someter a seleccion bibliotecas de expresion por productos de
expresion particulares. Normalmente los anticuerpos utilizados en tal procedimiento estardn marcados con un resto
que permita la deteccién fécil de la presencia del antigeno por unidn al anticuerpo.

Los anticuerpos hacia las proteinas monociticas pueden ser utilizados para el andlisis o para la identificacion de
componentes especificos de una poblacion celular que expresen la proteina respectiva. Mediante el andlisis de los
productos de expresion de células que expresen las proteinas monociticas es posible diagnosticar una enfermedad,
por ejemplo condiciones inmunocomprometidas, condiciones de disminucién de monocitos o la superproduccién de
monocitos.

Anticuerpos producidos contra cada monocito serdn también ttiles para producir anticuerpos anti-idiotipicos. Estos
serdn utiles para detectar o diagnosticar diferentes condiciones inmunolégicas relacionadas con la expresioén de los
antigenos respectivos.

b. Inmunoensayos

Una proteina particular puede ser medida mediante una variedad de métodos de inmunoensayo. Para una revision
de procedimientos inmunoldgicos y de inmunoensayos en general, ver Stites y Terr (eds.) (1991), Basic and Clinical
Immunology (7% ed.). Ademads, los inmunoensayos de la presente invencién pueden ser llevados a cabo en cualquiera
de varias configuraciones, que estdn revisadas extensamente en Maggio (ed.) (1980), Enzyme Immunoassay, CRC
Press, Boca Raton, Florida; Tijan (1985), “Practice and Theory of Enzyme Immunoassays”, Laboratory Techniques in
Biochemistry and Molecular Biology, Elsevier Science Publishers B.V., Amsterdam; y Harlow y Lane, Antobodies: A
Laboratory Manual, supra, cada uno de los cuales se incorpora a la presente por referencia. Ver también Chan (ed.)
(1987), Immunoassay: A Practical Guide, Academic Press, Orlando, FL; Price y Newman (eds.) (1991), Principles and
Practice of Immunoassays, Stockton Press, NY; y Ngo (ed.) (1988,) Non-isotopic Immunoassays, Plenum Press, NY.

Los inmunoensayos para la medida de estas proteinas monociticas pueden ser realizados mediante una variedad
de métodos conocidos por los expertos en la técnica. Brevemente, los inmunoensayos para medir la proteina pue-
den ser ensayos de unién competitiva o no competitiva. En los ensayos de unién competitiva, la muestra a analizar
compite con un analito marcado por sitios de unién especifica en un agente de captura unido a una superficie sélida.
Preferiblemente, el agente de captura es un anticuerpo reactivo especificamente con la proteina monocitica producido
segun se describi6 anteriormente. La concentracién del analito marcado unido al agente de captura es inversamente
proporcional a la cantidad de analito libre presente en la muestra.

En un inmunoensayo de unién competitiva, la proteina monocitica presente en la muestra compite con proteina
marcada para unirse a un agente de unién especifico, por ejemplo a un anticuerpo reactivo especificamente con la
proteina monocitica. El agente de unién puede estar unido a una superficie sélida para llevar a cabo la separacion de
la proteina marcada unida de la proteina marcada no unida. Alternativamente, el ensayo de unién competitiva puede
ser llevado a cabo en fase liquida y puede utilizarse cualquiera de una amplia variedad de técnicas conocidas en este
campo para separar la proteina marcada unida de la proteina marcada no unida. Después de la separacion, se determina
la cantidad de proteina marcada unida. La cantidad de proteina presente en la muestra es inversamente proporcional a
la cantidad de proteina marcada que se une.

Alternativamente, puede llevarse a cabo un inmunoensayo homogéneo en el cual no se necesite una etapa de
separacion. En estos inmunoensayos, la marca de la proteina es alterada por la unién de la proteina a su agente de
unidén especifica. Esta alteracion de la proteina marcada tiene como resultado una disminucién o un incremento de la
seflal emitida por la marca, de tal manera que la medida de la marca al final del inmunoensayo permite la deteccién o
la cuantificacion de la proteina.
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Estas proteinas monociticas pueden ser también determinadas cuantitativamente mediante una variedad de métodos
de inmunoensayos no competitivos. Por ejemplo, puede utilizarse un inmunoensayo de sdndwich, de dos sitios, en fase
solida. En este tipo de ensayo, un agente de unién para la proteina, por ejemplo un anticuerpo, es fijado a un soporte
s6lido. Un segundo agente de unién para la proteina, que puede ser también un anticuerpo, y que se une a la proteina
en un lugar diferente, es marcado. Una vez que ha tenido lugar la unién en ambos lugares de la proteina, el agente
de unién marcado no unido es eliminado y se mide la cantidad de agente de unién marcado unido a la fase sélida. La
cantidad de agente de unién marcado unido es directamente proporcional a la cantidad de proteina de la muestra.

Puede utilizarse andlisis de transferencia Western para determinar la presencia de proteinas monociticas en una
muestra. Se lleva a cabo electroforesis en, por ejemplo, una muestra de tejido sospechosa de contener la proteina.
Después de la electroforesis para separar las proteinas y de la transferencia de las proteinas a un soporte sélido ade-
cuado tal como un filtro de nitrocelulosa, el soporte s6lido es incubado con un anticuerpo reactivo con la proteina
desnaturalizada. Este anticuerpo puede estar marcado o, alternativamente, puede ser que el mismo pueda ser detectado
mediante la incubacién posterior con un segundo anticuerpo marcado que se una al anticuerpo primario.

Los formatos de inmunoensayo anteriormente descritos emplean componentes de ensayo marcados. La marca
puede estar en una variedad de formas. La marca puede ser acoplada directamente o indirectamente al componente
deseado del ensayo segin métodos bien conocidos en la técnica. Puede utilizarse una amplia variedad de marcas.
El componente puede ser marcado mediante cualquiera de varios métodos. Tradicionalmente se utiliza una marca
radiactiva que incorpora *H, 'I, ¥S, “C o 32P. Marcas no radiactivas incluyen ligandos que se unen a anticuerpos
marcados, fluoréforos, agentes quimioluminiscentes, enzimas y anticuerpos que pueden servir como miembros de un
par de unidn especifica para una proteina marcada. La eleccién de la marca depende de la sensibilidad requerida, de
la facilidad de conjugacién con el compuesto, de los requisitos de estabilidad y de la instrumentacién disponible. Para
una revision de diferentes sistemas de marcaje o de produccién de sefiales que pueden ser utilizados, ver la Patente de
EE.UU. N°4.391.904, que se incorpora a la presente por referencia.

Anticuerpos reactivos con una proteina particular pueden ser también medidos mediante una variedad de métodos
de inmunoensayo. Para revisiones de procedimientos inmunoldgicos y de inmunoensayo aplicables a la medida de
anticuerpos mediante técnicas de inmunoensayo, ver, por ejemplo, Stites y Terr (eds.) Basic and Clinical Immunology
(7" ed.) supra; Maggio (ed.) Enzyme Immunoassay, supra; y Harlow y Lane, Antibodies: A Laboratory Manual, supra.

Una variedad de formatos diferentes de inmunoensayo, de técnicas de separacién y marcas puede ser también
utilizada de manera similar a la descrita anteriormente para la medida de proteinas especificas. Ademds, se conocen
muchos métodos para evaluar la selectividad de unién para una proteina especifica o para proteinas estrechamente
relacionadas.

VI. Proteinas Monociticas Purificadas

Las secuencia de aminodcidos de la proteina monocitica humana FDFO03 estd proporcionada en la SEC ID N°: 2.
Una secuencia parcial de raton estd proporcionada en la SEC ID N°: 4. Secuencias de aminodcidos y nucleétidos de
la YEO1 humana para el miembro de la familia de Ig estdn proporcionadas en las SEC ID N*: 5-10. Miembros de la
familia de receptores, denominados KTEO3, estan descritos en las SEC ID N°: 11-22.

Las secuencias peptidicas permiten la preparacién de péptidos para generar anticuerpos que reconozcan tales seg-
mentos y permiten la preparacion de oligonucledtidos que codifiquen tales secuencias. Ademads, los reactivos de afini-
dad permiten la deteccidn y la purificacién de mds proteinas, incluyendo formas de longitud completa o recombinantes.
Y las secuencias de oligonucledtidos permiten la deteccién de ADNcs que codifican, o estdn estrechamente relaciona-
dos con, las mismas.

VII. Variantes Fisicas

Esta invencién incluye también proteinas o péptidos que tienen una similitud sustancial de la secuencia de ami-
nodcidos con una secuencia de aminoéacidos de las SEC ID N° 6 6 10, segtin se define en las reivindicaciones ad-
juntas, especialmente variantes por ayuste. Se facilitan también variantes que presentan sustituciones, por ejemplo
20 o menos, preferiblemente 10 o menos y, mas preferiblemente, 5 sustituciones o menos. Cuando las sustituciones
son sustituciones conservadoras, las variantes compartirdn similitud inmunogénica o antigénica o reactividad cruzada
con la proteina de secuencia natural correspondiente. Las variantes naturales incluyen variantes individuales, alélicas,
polimorficas, de cepa o de especie.

La similitud de secuencias de aminodcidos, o la identidad de secuencias, se determina optimizando las coinci-
dencias de residuos, si es necesario, mediante la introduccién de huecos segin se requiera. Esto cambia cuando se
consideran las sustituciones conservadoras como coincidencias. Las sustituciones conservadoras incluyen tipicamente
sustituciones dentro de los grupos siguientes: glicina, alanina; valina, isoleucina, leucina; acido aspartico, dcido gluta-
mico; asparragina, glutamina; serina, treonina; lisina, arginina; y fenilalanina, tirosina. Las secuencias de aminoacidos
homologas incluyen variaciones alélicas e interespecie naturales en la secuencia de cada proteina respectiva. Las pro-
teinas o péptidos homdlogos tipicos tendran desde un 50-100% de similitud (si pueden introducirse huecos) hasta un
75-100% de similitud (si se incluyen sustituciones conservadoras) con la secuencia de aminodcidos de la proteina mo-
nocitica relevante. Segin se define en las reivindicaciones adjuntas, las medidas de identidad son de al menos un 80%,
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y mas preferiblemente de al menos un 80%, y en realizaciones particularmente preferidas, de al menos un 85% o mas.
Ver también Needleham y col. (1970), J. Mol. Biol. 48:443-453; Sankoff y col. (1983), Time Warps, String Edits, y
Macromolecules: The Theory and Practice of Sequence Comparison a Chapter One, Addison-Wesley, Reading, MA;
y paquetes de programas de ordenador de IntelliGenetics, Mountain View, CA; y el University of Wisconsin Genetics
Computer Group (GCG), Madison, WI.

Los 4cidos nucleicos que codifican las proteinas monociticas de mamifero correspondientes hibridaran tipicamente
con, por ejemplo, las SEC ID N*: 5, 7 y/o 9 bajo condiciones rigurosas. Por ejemplo, los dcidos nucleicos que codi-
fican las proteinas monociticas respectivas hibridardn tipicamente con el dcido nucleico apropiado bajo condiciones
de hibridacién rigurosas, a la vez que proporcionan pocas sefiales de hibridacién positiva falsas. En general, las con-
diciones rigurosas son seleccionadas para que sean de 10°C aproximadamente por debajo del punto de fusién térmica
(Tm) para la secuencia que estd siendo hibridada a una fuerza iénica y un pH definidos. El Tm es la temperatura (a
una fuerza idnica y a un pH definidos) a la cual el 50% de la secuencia diana hibrida con una sonda perfectamente
coincidente. Tipicamente, condiciones rigurosas serdn aquellas en las cuales la concentracién de sal en el lavado es de
0,02 molar aproximadamente a pH 7 y la temperatura es de al menos 50°C aproximadamente. Otros factores pueden
afectar significativamente a la rigurosidad de la hibridacién, incluyendo, entre otros, la composicién de bases y el
tamafio de las hebras complementarias, la presencia de solventes orgdnicos tales como formamida y el grado de de-
semparejamiento de bases. Una realizacion preferida incluird dcidos nucleicos que se unirdn a las secuencias descritas
en formamida al 50% y NaCl 20-50 mM a 42°C. En ciertos casos, puede relajarse la rigurosidad para detectar otros
acidos nucleicos que presenten una identidad de secuencias menos que completa.

El ADN de un gen monocitico aislado puede ser facilmente modificado mediante sustituciones de nucleétidos,
deleciones de nucleé6tidos, inserciones de nucledtidos e inversiones de tramos de nucleétidos. Estas modificaciones
tienen como resultado nuevas secuencias de ADN que codifican estos antigenos monociticos, sus derivados o proteinas
que tienen una actividad fisiolégica, inmunogénica o antigénica muy similar.

Pueden utilizarse secuencias modificadas para producir antigenos mutantes o para incrementar la expresioén. La ex-
presioén incrementada puede implicar la amplificacién de genes, una transcripcién incrementada, una traduccién incre-
mentada y otros mecanismos. Tales derivados de proteinas monociticas mutantes incluyen mutaciones predetermina-
das o especificas de sitio de la proteina respectiva o de sus fragmentos. El término “protefna monocitica mutante” inclu-
ye un polipéptido que de otro modo entraria dentro de las definiciones de homologia de la proteina monocitica segiin se
describid anteriormente, pero que tiene una secuencia de aminoécidos que difiere de la de la proteina monocitica segtin
se encuentra en la naturaleza, ya sea por medio de una delecién, sustitucién o insercién. En particular, una “proteina
monocitica mutante especifica de sitio” incluye en general proteinas que tienen una similitud significativa con una pro-
teina que tiene la secuencia de la SEC ID N°: 6 6 10. En general, la variante compartird muchas actividades fisicoquimi-
cas y bioldgicas, por ejemplo antigénicas o inmunogénicas, con esas secuencias, y en las realizaciones preferidas con-
tienen la mayor parte o toda la secuencia descrita. Conceptos similares aplican a estas diferentes proteinas monociticas,
particularmente a las encontradas en diferentes animales de sangre caliente, por ejemplo primates y mamiferos.

Aunque los sitios de mutacién especifica de sitio estidn predeterminados, los mutantes no necesitan ser especificos
de sitio. La mutagénesis de las proteinas monociticas puede llevarse a cabo produciendo inserciones o deleciones de
aminodcidos. Pueden generarse sustituciones, deleciones, inserciones, o cualquier combinacion, para llegar a una cons-
truccidn final. Las inserciones incluyen fusiones amino-terminales o carboxilo-terminales. Puede llevarse a cabo una
mutagénesis aleatoria en un codén diana y los mutantes expresados pueden ser posteriormente sometidos a seleccién
por la actividad deseada. Métodos para producir mutaciones por sustitucién en lugares predeterminados del ADN que
tienen una secuencia conocida son bien conocidos en la técnica, por ejemplo mediante técnicas de mutagénesis con el
cebador M13 o de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). Ver también, Sambrook y col. (1989) y Ausubel y col.
(1987 y Suplementos). Las mutaciones en el ADN normalmente no deberian colocar secuencias codificadoras fuera
de los marcos de lectura y, preferiblemente, no creardn regiones complementarias que puedan hibridar para producir
una estructura de ARNm secundaria tal como bucles u horquillas.

La presente invencién proporciona también proteinas recombinantes, por ejemplo proteinas de fusion heterélogas
utilizando segmentos de estas proteinas. Una proteina de fusion heter6loga es una fusion de proteinas o segmentos que
naturalmente no estdn fusionadas normalmente de la misma manera. Asi, el producto de fusién de una inmunoglobuli-
na con un polipéptido monocitico respectivo es una molécula de proteina continua que tiene secuencias fusionadas en
un enlace peptidico tipico, producido tipicamente como un tnico producto de la traduccién y presentando propiedades
derivadas de cada péptido de origen. Un concepto similar aplica a las secuencias de dcido nucleico heterélogas.

Ademads, pueden producirse nuevas construcciones de la combinacién de dominios funcionales similares de otras
proteinas. Por ejemplo, dominios u otros segmentos pueden ser “intercambiados” entre diferentes polipéptidos o frag-
mentos de fusién nuevos, tipicamente con proteinas relacionadas, por ejemplo dentro de la familia de Ig o de la familia
de receptores de Fc. Preferiblemente, se utilizardn dominios estructurales intactos, por ejemplo porciones de Ig intac-
tas. Ver, por ejemplo, Cunningham y col. (1989), Science 243:1330-1336; y O’Dowd y col. (1988), J. Biol. Chem.
2 63:15985-15992. Por tanto, nuevos polipéptidos quiméricos presentando nuevas combinaciones de especificidades
resultaran de la unién funcional de especificidades que se unen a proteinas y otros dominios funcionales. Puede apli-
carse también mutagénesis de barrido de alanina, preferiblemente a residuos que estructuralmente son exteriores a la
estructura secundaria, con lo cual se evitan la mayoria de los residuos criticos que alteran generalmente la estructura
terciaria.
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“Derivados” de estos antigenos monociticos incluyen mutantes de la secuencia de aminodcidos, variantes por
glucosilacién y conjugados covalentes o agregados con otros restos quimicos. Los derivados covalentes pueden ser
preparados mediante unién de grupos funcionales a grupos que se encuentran en las cadenas laterales de los aminoé-
cidos de estas proteinas monociticas o en los extremos N o C, por medios que son bien conocidos en la técnica. Estos
derivados pueden incluir, sin limitacion, ésteres alifdticos o amidas del extremo carboxilo o de residuos que contengan
cadenas laterales de carboxilo, derivados O-acilo de residuos que contengan grupos hidroxilo y N-acil derivados del
aminodcido aminoterminal o de residuos que contengan un grupo amino, por ejemplo lisina o arginina. Los grupos
acilo son seleccionados del grupo de restos alquilo, incluyendo alquilo normal de C3 a C18, formando asi especies
alcanoil aroilo. La unién covalente a proteinas transportadoras puede ser importante cuando los restos inmunogénicos
son haptenos.

En particular, estan incluidas las alteraciones por glucosilacion, producidas por ejemplo mediante la modificacién
de los patrones de glucosilacion de un polipéptido durante su sintesis y procesamiento, o en etapas posteriores de
procesamiento. Un medio particularmente preferido para realizar esto es mediante exposicioén del polipéptido a enzi-
mas de glucosilacién derivados de células que proporcionan normalmente tal procesamiento, por ejemplo enzimas de
glucosilacién de mamiferos. Se contemplan también enzimas de desglucosilacién. Estan incluidas también versiones
de la misma secuencia de aminodcidos primaria que tienen otras pequefias modificaciones, incluyendo residuos de
aminodcidos fosforilados, por ejemplo fosfotirosina, fosfoserina o fosfotreonina; u otros restos, incluyendo grupos
ribosilo o reactivos de entrecruzamiento. Estdn incluidas también proteinas que contienen sustituciones, las cuales de-
ben conservar una inmunogenicidad sustancial para producir anticuerpos que reconozcan una proteina de SEC ID N°:
6 6 10. Alternativamente, puede desearse producir anticuerpos que reconozcan ambas SEC ID N°: 10. Tipicamente,
estas proteinas contendran menos de 20 sustituciones de residuos de la secuencia descrita, mds tipicamente menos
de 10 sustituciones, preferiblemente menos de 5 y mas preferiblemente menos de 3. Alternativamente, las proteinas
que comiencen y terminen en dominios estructurales conservaran normalmente la antigenicidad y la inmunogenicidad
cruzada.

Un grupo importante de derivados son los conjugados covalentes de las proteinas monociticas o fragmentos de
las mismas con otras proteinas o polipéptidos. Estos derivados pueden ser sintetizados en cultivo recombinante como
fusiones N o C-terminales, o mediante la utilizacién de agentes conocidos en la técnica por su utilidad en el entrecru-
zamiento de proteinas a través de grupos laterales reactivos. Los lugares de derivatizacion de proteinas preferidos con
agentes de entrecruzamiento son los grupos amino libres, los restos carbohidrato y los residuos de cisteina.

Se proporcionan también polipéptidos de fusién entre estas proteinas monociticas y otras proteinas homdlogas
o heterdlogas. Los polipéptidos heter6logos pueden ser fusiones entre diferentes marcadores de superficie, teniendo
como resultado, por ejemplo, una proteina hibrida. De igual modo, pueden construirse fusiones heter6logas que pre-
sentaran una combinacion de propiedades o actividades de las proteinas derivadas. Ejemplos tipicos son fusiones de
un polipéptido informador, por ejemplo luciferasa, con un segmento o un dominio de una proteina, por ejemplo un
segmento de unién a un receptor, de tal manera que la presencia o la localizacién de la proteina fusionada puede ser
facilmente determinada. Ver, por ejemplo, Dull y col., Patente de EE.UU. N° 4.859.609. Otras parejas de fusién génica
incluyen la 8-galactosidasa bacteriana, trpE, Proteina A, S-lactamasa, amilasa alfa, alcohol deshidrogenasa y factor de
apareamiento alfa de levaduras. Ver, por ejemplo, Godowski y col. (1988), Science 241:812-816.

Tales polipéptidos pueden tener también residuos de aminodcidos que hayan sido modificados quimicamente me-
diante fosforilacion, sulfonacion, biotinilacién o la adicién o eliminacién de otros restos, particularmente de aquellos
que tienen formas moleculares similares a grupos fosfato. En algunas realizaciones, las modificaciones serdn reactivos
de marcaje utiles, o servirdn como dianas para la purificacién, por ejemplo ligandos de afinidad.

Esta invencion contempla también la utilizacién de derivados de estas proteinas monociticas distintos de varia-
ciones en la secuencia de aminodcidos o glucosilacion. Tales derivados pueden implicar la asociacién covalente o
agregativa con restos quimicos. Estos derivados estdn generalmente dentro de tres clases: (1) sales, (2) modificaciones
covalentes de la cadena lateral y de los residuos terminales y (3) complejos de adsorcién, por ejemplo con membranas
celulares. Tales derivados covalentes o agregativos son ttiles como inmundgenos, como reactivos en inmunoensayos
o en métodos de purificacién tales como purificacion por afinidad de ligandos u otros ligandos de unién. Por ejemplo,
un antigeno proteina monocitica puede ser inmovilizado mediante unién covalente a un soporte sélido tal como Sefa-
rosa activada con bromuro de cianégeno, mediante métodos que son bien conocidos en la técnica, o adsorbido sobre
superficies poliolefinicas, con o sin entrecruzamiento con glutaldehido, para ser utilizado en el ensayo o en la purifica-
ci6n de anticuerpos anti-proteinas monociticas. Las proteinas monociticas pueden ser también marcadas con un grupo
detectable, por ejemplo radioyodadas mediante el procedimiento de la cloramina T, unidas covalentemente a quelatos
de tierras raras o conjugadas a otro resto fluorescente para ser utilizadas en ensayo de diagndstico. La purificacién de
estas protefnas monociticas puede ser efectuada mediante anticuerpos inmovilizados.

Los genes de las proteinas monociticas aislados permitirdn la transformacién de células que carezcan de la ex-
presion de la proteina monocitica correspondiente, por ejemplo de tipos o células de especies que carezcan de las
proteinas correspondientes y presenten una actividad de fondo negativa. La expresion de genes transformados per-
mitird el aislamiento de lineas celulares antigénicamente puras, con variantes definidas o de una tnica especie. Este
procedimiento permitird la deteccidn y la discriminacién mas sensible de los efectos fisiolégicos de estas proteinas
monociticas. Pueden aislarse y utilizarse fragmentos subcelulares, por ejemplo citoplastos o fragmentos de membrana.
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VIII. Complejos Agente de Union: Proteina Monocitica

Una proteina monocitica que se une especificamente a, o que es inmunorreactiva especificamente con, un anticuer-
po generado contra un inmundgeno definido, tal como un inmundgeno que consta de la secuencia de aminodcidos de
las SEC ID N*: 6 6 10, es determinada en un inmunoensayo. El inmunoensayo utiliza un antisuero policlonal que fue
producido contra la proteina de SEC ID N°: 6, 10 o la combinacién apropiada. Este antisuero es seleccionado para que
tenga baja reactividad cruzada contra otros miembros de familias relacionadas, y tal reactividad cruzada es, o puede
ser, eliminada mediante inmunoabsorcién antes de su utilizacién en el inmunoensayo.

Con el fin de producir antisueros para ser utilizados en un inmunoensayo, la proteina de SEC ID N°: 6, 10 es
aislada segun se describe en la presente. Por ejemplo, puede producirse proteina recombinante en una linea celular de
mamifero. Una cepa de ratones singénicos tales como Balb/c es inmunizada con la proteina apropiada utilizando un
adyuvante estdndar, tal como adyuvante de Freund, y un protocolo estdndar de inmunizacion de ratones (ver Harlow
y Lane, supra). Alternativamente, puede utilizarse como inmunégeno un péptido sintético derivado de las secuencias
aqui descritas y conjugado a una proteina transportadora. Los sueros policlonales son recogidos y titulados frente a
la proteina inmunogénica en un inmunoensayo, por ejemplo en un inmunoensayo de fase sélida con el inmunégeno
inmovilizado sobre un soporte s6lido. Antisueros policlonales con un titulo de 10* o mayor son seleccionados y
analizados para determinar su reactividad cruzada frente a otras proteinas relacionadas, utilizando un inmunoensayo
de unién competitiva tal como el descrito en Harlow y Lane, supra, en las paginas 570-573. Ver también Hertzenberg
y col. (eds., 1996) Weir’s Handbook of Experimental Immunology, vols. 1-4, Blackwell Science; y Coligan (1991),
Current Protocols in Immunology, Wiley/Greene, NY. Preferiblemente, se utilizan en esta determinacién dos proteinas
relacionadas diferentes junto con una proteina monocitica dada. Por ejemplo, con la proteina de la familia de Ig, se
utilizan al menos otros dos miembros de la familia para absorber epitopos compartidos. Junto con el miembro de la
familia de Fc, se utilizan otros dos miembros de la familia. Estos otros miembros de la familia pueden ser producidos
como proteinas recombinantes y aislados utilizando técnicas estandar de biologia molecular y de quimica de proteinas,
seglin se describe en la presente.

Pueden utilizarse inmunoensayos en el formato de unidén competitiva para las determinaciones de reactividad cru-
zada. Por ejemplo, la proteina puede ser inmovilizada en un soporte sélido. Las proteinas afiadidas al ensayo compiten
con la unién de los antisueros al antigeno inmovilizado. La capacidad de las protefnas anteriores para competir con la
unién del antisuero a la proteina inmovilizada es comparada con la de la proteina de SEC ID N°: 6 6 10. Se calcula
el porcentaje de reactividad cruzada de las proteinas anteriores utilizando cdlculos estindar. Aquellos antisueros con
menos de un 10% de reactividad cruzada con cada una de las proteinas enumeradas anteriormente son seleccionados y
agrupados. Los anticuerpos que presentan reaccion cruzada son posteriormente eliminados de los antisueros agrupados
mediante inmunoabsorcidn con las proteinas anteriormente enumeradas.

Los antisueros inmunoabsorbidos y agrupados son posteriormente utilizados en un inmunoensayo de unién com-
petitiva segtin se describié anteriormente para comparar una segunda proteina con la proteina inmunogénica (por
ejemplo, la proteina monocitica de SEC ID N°: 6, 10). Con el fin de llevar a cabo esta comparacion, las dos protei-
nas son analizadas cada una de ellas en un amplio rango de concentraciones y se determina la cantidad de proteina
requerida para inhibir el 50% de la unién del antisuero a la proteina inmovilizada. Si la cantidad requerida de la se-
gunda proteina es menor de dos veces la cantidad de proteina, por ejemplo de SEC ID N°: 2, que es requerida, se dice
entonces que la segunda proteina se une especificamente a un anticuerpo generado contra el inmunégeno.

Se comprende que las protefnas monociticas son cada una de ellas una familia de proteinas homdlogas que com-
prenden dos o mds genes. Para un producto génico particular, tal como la proteina miembro de la familia de Ig
humana, la invencién incluye no sélo las secuencias de aminodcidos aqui descritas sino también otras proteinas que
son variantes alélicas, polimoérficas, no alélicas o de especie. Se comprende también que el término “proteina monoci-
tica humana” incluye mutaciones no naturales introducidas mediante una mutacién deliberada utilizando la tecnologia
recombinante convencional, tal como mutacion de un solo sitio, 0 mediante la escision de secciones cortas del ADN
que codifica estas proteinas o variantes por ayuste del gen, o mediante la sustitucién o la adicién de un pequefio ni-
mero de aminodcidos nuevos. Tales pequefias alteraciones deben mantener sustancialmente la inmunoidentidad de la
molécula original y/o su actividad bioldgica. Por tanto, estas alteraciones incluyen proteinas que son inmunorreactivas
especificamente con una proteina monocitica respectiva designada existente en la naturaleza. Modificaciones de pro-
tefnas particulares consideradas secundarias, incluirdn la sustituciéon conservadora de aminoacidos con propiedades
quimicas similares, segtin se describié anteriormente para cada familia de proteinas como un todo. Alineando una
proteina 6ptimamente con la proteina de SEC ID N°: 6 y 10, y utilizando los inmunoensayos convencionales descritos
en la presente para determinar la inmunoidentidad, pueden determinarse las composiciones de proteinas descritas en
la presente.

IX. Usos
La presente invencion proporciona reactivos que serdn ttiles en aplicaciones de diagndstico segtin se describe en
otro lugar de la presente, por ejemplo en la descripcion general para anormalidades del desarrollo, o més adelante en

la descripcién de kits de diagndstico.

Los genes monociticos, por ejemplo ADN o ARN, pueden ser utilizados como un componente de un ensayo
forense. Por ejemplo, las secuencias de nucleétidos proporcionadas pueden ser marcadas utilizando, por ejemplo, **P o
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biotina y utilizadas para sondar transferencias de polimorfismos de fragmentos de restriccidn estandar, proporcionando
un cardcter medible para facilitar la distincion entre individuos. Tales sondas pueden ser utilizadas en técnicas forenses
bien conocidas tales como la determinacion de la impronta genética. Ademds, sondas nucleotidicas producidas a partir
de las secuencias monociticas pueden ser utilizadas en ensayos in situ para detectar anormalidades cromosOmicas.

Anticuerpos y otros agentes de union dirigidos hacia las proteinas monociticas o los 4cidos nucleicos monociticos
pueden ser utilizados para purificar la molécula de proteina monocitica correspondiente. Segin se describe en los
ejemplos siguientes, la purificacién con anticuerpos de proteinas monociticas es posible y practicable. Anticuerpos y
otros agentes de unién pueden ser utilizados también en diagndstico para determinar si estdn presentes componentes
monociticos en una muestra de tejido o en una poblacién celular, utilizando técnicas bien conocidas aqui descritas.
La capacidad para unir un agente de unién a una proteina monocitica proporciona un medio para diagnosticar enfer-
medades asociadas con una mala regulacién de la expresion. Anticuerpos y otros agentes que se unen a las proteinas
monociticas pueden ser también utiles como marcadores histolégicos. Segin se describe en los ejemplos posteriores,
la expresion de cada una de estas proteinas estd limitada a tipos tisulares especificos. Dirigiendo una sonda, tal como
un anticuerpo o un 4cido nucleico, hacia la proteina monocitica respectiva, es posible utilizar la sonda para distinguir
tipos tisulares y celulares in situ o in vitro.

Esta invencion se refiere también a reactivos que pueden presentar un valor terapéutico significativo. Las proteinas
monociticas (existentes en la naturaleza o recombinantes), fragmentos de las mismas y anticuerpos hacia las mis-
mas, junto con compuestos identificados como con afinidad de unién a la proteina monocitica, pueden ser ttiles en
el tratamiento de condiciones asociadas con una fisiologia o un desarrollo anormales, incluyendo una proliferacién
anormal, por ejemplo condiciones cancerosas o condiciones degenerativas. La proliferacién anormal, la regeneracion,
la degeneracion y la atrofia pueden ser moduladas mediante un tratamiento terapéutico apropiado utilizando las com-
posiciones proporcionadas en la presente. Por ejemplo, una enfermedad o trastorno asociado con la expresion anormal
o con la generacién anormal de sefiales por un monocito, por ejemplo como una célula presentadora de antigeno, es
una diana para un agonista o un antagonista de la proteina. Las proteinas probablemente desempefian una funcién en
la regulacién o el desarrollo de las células hematopoyéticas, por ejemplo de las células linfoides, que afectan a las
respuestas inmunoldgicas, por ejemplo a la presentacién del antigeno y a las funciones efectoras resultantes.

Por ejemplo, el anticuerpo DX26 muestra que los anticuerpos inhibidores serdn utiles para modular las funciones
de las células NK o de las células T, por ejemplo la destruccién. Tal modulacién serd tipicamente un efecto del 20%,
aumentando o disminuyendo, por ejemplo el efecto destructor, pero en las realizaciones preferidas tendrd un efecto del
30%, 40%, 50% o mas. Como la distribucién es también en monocitos, la molécula afectard también probablemente
a la regulacién de las funciones efectoras del sistema inmune mediadas o iniciadas por los monocitos, por ejemplo
respuestas autoinmunes, rechazo de trasplantes, enfermedad de injerto contra huésped, condiciones inflamatorias,
etc. Estas moléculas pueden afectar también a la eliminacién de condiciones neopldsicas, por ejemplo el rechazo de
tumores.

Se conocen otras condiciones anormales del desarrollo en tipos celulares que se ha demostrado que poseen ARNm
de proteinas monociticas mediante andlisis de transferencia Northern. Ver Berkow (ed.) The Merk Manual of Diagno-
sis and Therapy, Merck & Co., Rahway, NJ; y Thorn y col., Harrison’s Principles of Internal Medicine, McGraw-Hill,
NY. Las anormalidades del desarrollo o funcionales, por ejemplo del sistema inmune, producen anormalidades y con-
diciones médicas significativas que pueden ser susceptibles de prevencién o tratamiento utilizando las composiciones
aqui proporcionadas.

Las proteinas monociticas recombinantes o los anticuerpos pueden ser purificados y administrados posteriormente
a un paciente. Estos reactivos pueden ser combinados para uso terapéutico con ingredientes activos o inertes adicio-
nales, por ejemplo en vehiculos o diluyentes farmacéuticamente aceptables convencionales, por ejemplo adyuvantes
inmunogénicos, junto con estabilizantes y excipientes fisioldgicamente inocuos. En particular, éstos pueden ser titiles
en el contexto de vacunas, en las que el antigeno es combinado con una de estas versiones terapéuticas de agonistas
o antagonistas. Estas combinaciones pueden ser esterilizadas por filtracién y colocadas en formas de dosificacidn, tal
como mediante liofilizacién, en viales de dosificacion o almacenadas en preparaciones acuosas estabilizadas. Esta in-
vencién contempla también la utilizacién de anticuerpos o de fragmentos de unién de los mismos, incluyendo formas
que no se unen al complemento.

La seleccion de farmacos utilizando anticuerpos o receptores o fragmentos de los mismos, puede identificar com-
puestos que tengan afinidad de unidn a estas proteinas monociticas, incluyendo el aislamiento de componentes asocia-
dos. Pueden utilizarse luego ensayos bioldgicos posteriores para determinar si el compuesto tiene actividad estimulante
intrinseca y es por tanto un bloqueante o antagonista en cuanto a que bloquea la actividad de la proteina. De igual mo-
do, un compuesto con actividad estimulante intrinseca podrd activar la célula a través de la proteina y es por tanto un
agonista en cuanto a que estimula la célula. Esta invencién contempla ademas el uso terapéutico de anticuerpos hacia
las proteinas como antagonistas.

Las cantidades de reactivos necesarias para una terapia eficaz dependerdn de muchos factores diferentes, incluyen-
do la forma de administracion, el sitio diana, el estado fisiologico del paciente y otros medicamentos administrados.
Por tanto, las dosificaciones para el tratamiento deben ser valoradas con el fin de optimizar la seguridad y la eficacia.
Tipicamente, las dosificaciones utilizadas in vitro pueden proporcionar directrices utiles sobre las cantidades ttiles para
la administracion in situ de estos reactivos. El ensayo en animales de las dosis eficaces para el tratamiento de enferme-
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dades particulares proporcionard una indicacién predictiva adicional de la dosificacién humana. Estan descritas varias
consideraciones, por ejemplo en Gilman y col. (eds.) (1990), Goodman and Gilman’s: The Pharmacological Bases of
Therapeutics (8 ed.) Pergamon Press; y (1990), Remington’s Pharmacological Sciences (17* ed.) Mack Publishing
Co., Easton, PA. En ellas y mds adelante se discuten métodos de administracion, por ejemplo para administracion oral,
intravenosa, intraperitoneal o intramuscular, difusion transdérmica y otros. Vehiculos farmacéuticamente aceptables
incluirdn agua, solucién salina, tampones y otros compuestos descritos en, por ejemplo, Merck Index, Merck & Co.,
Rahway, NJ. Se espera normalmente que los rangos de dosificacién estén en cantidades menores de concentraciones
de 1 mM, tipicamente menores de concentraciones de 10 uM aproximadamente, normalmente menores de 100 nM
aproximadamente, preferiblemente menores de 10 pM (picomolar) aproximadamente, y muy preferiblemente menores
de 1 fM (femtomolar) aproximadamente, con un vehiculo apropiado. Formulaciones de liberacién lenta, o un aparato
de liberacioén lenta, serdn utilizados a menudo para la administracién continua.

Las proteinas monociticas, fragmentos de las mismas y anticuerpos hacia las mismas o sus fragmentos, antago-
nistas y agonistas, pueden ser administrados directamente al huésped que va a ser tratado o, dependiendo del tamafio
de los compuestos, puede ser deseable conjugar los mismos a proteinas transportadoras tales como ovoalbimina o
seroalbumina antes de su administracién. Las formulaciones terapéuticas pueden ser administradas en muchas for-
mulaciones de dosificacién convencionales. Aunque es posible que el ingrediente activo sea administrado solo, es
preferible presentar el mismo como una formulacién farmacéutica. Las formulaciones contienen tipicamente al menos
un ingrediente activo, segin se definié anteriormente, junto con uno o mas vehiculos aceptables del mismo. Cada
vehiculo debe ser farmacéuticamente y fisioldgicamente aceptable en el sentido de ser compatible con los demads in-
gredientes y de no ser nocivo para el paciente. Las formulaciones incluyen todas aquellas que son adecuadas para
administracién oral, rectal, nasal o parenteral (incluyendo subcutdnea, intramuscular, intravenosa e intradérmica). Las
formulaciones pueden ser presentadas convenientemente en forma de dosificacién unidad y pueden ser preparadas
mediante cualquiera de los métodos bien conocidos en el arte de la farmacia. Ver, por ejemplo, Gilman y col. (eds.)
(1990), Goodman y Gilman’s: The Pharmacological Bases of Therapeutics (8 ed.) Pergamon Press; y (1990), Reming-
ton’s Pharmaceutical Sciences (17* ed.) Mack Publishing Co., Easton, PA; Avis y col. (eds.) (1993), Pharmaceutical
Dosage Forms: Parenteral Medications, Dekker, NY; Lieberman y col. (eds.) (1990), Pharmaceutical Dosage Forms:
Tablets, Dekker, NY; y Lieberman y col. (eds.) (1990), Pharmaceutical Dosage Forms: Disperse Systems, Dekker, NY.
La terapia de esta invencidn puede ser combinada con, o utilizada en asociacién con, otros agentes quimioterapéuticos
0 quimiopreventivos.

La forma existente en la naturaleza y la forma recombinante de las proteinas monociticas de esta invencién son
ambas particularmente ttiles en kits y métodos de ensayo que son capaces de seleccionar compuestos por su actividad
de unién a las protefnas. En los afios recientes se han desarrollado varios métodos de ensayos automatizados para
permitir el proceso de seleccion de decenas de miles de compuestos en un corto periodo. Ver, por ejemplo, Fodor y
col. (1991), Science 251:767-773 y otras descripciones de bibliotecas de diversidad quimica, que describen medios
para analizar la afinidad de unién por una pluralidad de compuestos. El desarrollo de ensayos adecuados puede verse
facilitado enormemente por la disponibilidad de grandes cantidades de las proteinas monociticas purificadas, por
ejemplo versiones solubles de las mismas, segiin son proporcionadas por esta invencion.

Por ejemplo, pueden encontrarse a menudo antagonistas una vez que la proteina ha sido definida estructuralmente.
El andlisis de andlogos potenciales de las proteinas es actualmente posible tras el desarrollo de métodos de ensayo
altamente automatizados que utilizan una proteina de superficie purificada. En particular, se descubrirdn nuevos ago-
nistas y antagonistas mediante la utilizacién de las técnicas de seleccién descritas en la presente. Son de particular
importancia los compuestos que se ha encontrado que tienen afinidad de unién combinada por multiples antigenos
de superficie de células relacionadas, por ejemplo compuestos que pueden servir como antagonistas para variantes de
especie de una proteina monocitica.

Esta invencidn es particularmente ttil para seleccionar compuestos mediante la utilizacion de la proteina monoci-
tica recombinante en una variedad de técnicas de seleccién de farmacos. Las ventajas de la utilizacién de una proteina
recombinante en la seleccion por ligandos especificos incluyen: (a) una fuente renovable mejorada de la proteina a
partir de una fuente especifica; (b) un nimero potencialmente mayor de antigenos por célula dando una mejor propor-
cion de la sefial respecto al ruido en los ensayos; y (c) especificidad de variantes de especie (produciendo tedricamente
una mayor especificidad biolégica y de enfermedad).

Un método para seleccionar farmacos utiliza células huésped eucaridticas o procaridticas que estin transformadas
de manera estable con moléculas de ADN recombinante que expresan una proteina monocitica. Pueden aislarse cé-
lulas que expresen esa proteina en aislamiento de cualquier otra. Tales células, en forma viable o fijada, pueden ser
utilizadas para ensayos estandar de unién a proteinas de superficie. Ver también, Parce y col. (1989), Science 246:243-
247; y Owicki y col. (1990), Proc. Nat’l. Acad. Sci. USA 87:4007-4011, que describen métodos sensibles para detec-
tar respuestas celulares. Los ensayos competitivos son particularmente ttiles, en los cuales las células (fuente de la
proteina monocitica) son puestas en contacto e incubadas con un anticuerpo que tiene una afinidad de unién conocida
por el antigeno, tal como un '*IT-anticuerpo, y una muestra de ensayo cuya afinidad de unién hacia la composicién de
unidn estd siendo medida. Las composiciones de unién marcadas unidas y libres son posteriormente separadas para
determinar el grado de unién a la proteina. La cantidad de compuesto de ensayo unido es inversamente proporcional a
la cantidad de anticuerpo marcado que se une a la fuente conocida. Pueden utilizarse muchas técnicas para separar el
reactivo unido del reactivo libre con el fin de determinar el grado de unién. Esta etapa de separacién podria implicar
tipicamente un procedimiento tal como la adhesidn a filtros seguido por lavado, la adhesién a un plastico seguido por
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lavado o la centrifugacién de las membranas celulares. Podrian utilizarse también células viables para seleccionar por
los efectos de farmacos sobre estas funciones mediadas por la proteina monocitica, por ejemplo la presentacion del
antigeno o la funcién cooperadora.

Otro método utiliza membranas de células huésped eucaridticas o procaridticas transformadas como fuente de
una proteina monocitica. Estas células estdn transformadas de manera estable con vectores de ADN que dirigen la
expresion de la proteina apropiada, por ejemplo una forma manipulada unida a la membrana. Esencialmente, las
membranas serfan preparadas a partir de las células y utilizadas en ensayos de unién tal como el ensayo competitivo
anteriormente descrito.

Otro procedimiento mds es la utilizaciéon de una proteina monocitica purificada, solubilizada, no purificada o
solubilizada, procedente de células huésped eucaridticas o procaridticas transformadas. Esto permite un ensayo de
unién “molecular” que tiene las ventajas de una especificidad incrementada, la capacidad de ser automatizado y el
ensayo de farmacos de alto rendimiento.

Otra técnica para la seleccion de farmacos implica un procedimiento que proporciona un proceso de seleccion
de alto rendimiento de compuestos que tengan una afinidad de unién adecuada a la proteina monocitica respectiva
y estd descrita con detalle en Geysen, Solicitud de Patente Europea 84/03564, publicada el 13 de Septiembre de
1984. En primer lugar, se sintetiza un gran nimero de diferentes compuestos de ensayo que son péptidos pequefios
sobre un sustrato solido, por ejemplo puntas de plédstico o alguna otra superficie apropiada, ver Fodor y col., supra.
Posteriormente todas las puntas de plastico se hacen reaccionar con la proteina monocitica purificada solubilizada,
no purificada o solubilizada, y se lavan. La etapa siguiente implica la deteccion del reactivo unido, por ejemplo un
anticuerpo.

Un medio para determinar qué sitios interaccionan con otras proteinas especificas es la determinacion de la estruc-

tura fisica mediante, por ejemplo, técnicas de cristalografia de rayos X o RMN bidimensional. Estas proporcionarn
indicaciones sobre qué residuos de aminoécidos forman las regiones de contacto molecular. Para una descripcién
detallada de la determinacion estructural de proteinas ver, por ejemplo, Blundell y Johnson (1976), Protein Crystallo-
graphy, Academic Press, NY.

X. Kits

Esta invencion se refiere también a la utilizacién de estas proteinas monociticas, fragmentos de las mismas, pép-
tidos y sus productos de fusion en una variedad de kits de diagndstico y métodos para detectar la presencia de una
proteina monocitica o de su mensaje. Tipicamente, el kit tendrd un compartimento conteniendo un péptido monocitico
definido o un segmento génico definido o un reactivo definido que reconozca el uno o el otro, por ejemplo anticuerpos.

Un kit para determinar la afinidad de unién de un compuesto de ensayo a la proteina monocitica respectiva con-
tendrd tipicamente un compuesto de ensayo; un compuesto marcado, por ejemplo un anticuerpo que tenga afinidad
de unién conocida por la proteina; una fuente de la proteina monocitica (existente en la naturaleza o recombinante);
y un medio para separar el compuesto marcado unido del libre, tal como una fase sdlida para inmovilizar la proteina
monocitica. Una vez que los compuestos han sido sometidos a seleccion, aquéllos que tengan una afinidad de unién
adecuada por la proteina pueden ser evaluados en ensayos bioldgicos adecuados, como es bien conocido en la técnica,
con el fin de determinar si actian como agonistas 0 como antagonistas para regular la funcién del monocito. La dis-
ponibilidad de polipéptidos monociticos recombinantes proporciona también estdndares bien definidos para calibrar
tales ensayos.

Un kit preferido para determinar la concentracién de, por ejemplo, una proteina monocitica en una muestra con-
tendra tipicamente un compuesto marcado, por ejemplo un anticuerpo, que tenga afinidad de unién conocida por la
proteina monocitica, una fuente de la proteina monocitica (existente en la naturaleza o recombinante) y un medio para
separar el compuesto marcado unido del libre, por ejemplo una fase sélida para inmovilizar la proteina monocitica. Se
suministrardn normalmente compartimentos conteniendo reactivos e instrucciones.

Los anticuerpos, incluyendo los fragmentos de unién al antigeno, especificos para la proteina monocitica respectiva
o sus fragmentos son utiles en aplicaciones de diagnéstico para detectar la presencia de niveles elevados de la proteina
y/o sus fragmentos. Tales ensayos de diagndstico pueden emplear lisados, células vivas, células fijadas, inmunofluo-
rescencia, cultivos celulares, fluidos corporales, y ademds pueden implicar la deteccién de antigenos en suero, etcétera.
Los ensayos de diagndstico pueden ser homogéneos (sin etapa de separacion entre el reactivo libre y el complejo an-
tigeno-proteina monocitica) o heterogéneos (con etapa de separacién). Existen varios ensayos comerciales tales como
radioinmunoensayo (RIA), ensayo sobre inmunoabsorbente con enzima unido (ELISA), inmunoensayo enzimético
(EIA), técnica de inmunoensayo multiplicado por enzimas (EMIT), inmunoensayo fluorescente marcado en un sustra-
to (SLFIA), etcétera. Por ejemplo, pueden emplearse anticuerpos no marcados utilizando un segundo anticuerpo que
esté marcado y que reconozca el anticuerpo hacia la proteina monocitica o hacia un fragmento particular de la misma.
Ensayos similares han sido también discutidos extensamente en la literatura. Ver, por ejemplo, Harlow y Lane (1988),
Antibodies: A Laboratory Manual, CSH Press, NY; Chan (ed.) (1987), Immunoassay: A Practical Guide, Academic
Press, Orlando, FL; Price y Newman (eds.) (1991), Principles and Practice of Immunoassay, Stockton Press, NY; y
Ngo (ed.) (1988), Nonisotopic Immunoassay, Plenum Press, NY. En particular, los reactivos pueden ser ttiles para el
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diagndstico de poblaciones de monocitos en muestras bioldgicas, ya sea para detectar un exceso o bien una deficiencia
de monocitos en una muestra. El ensayo puede estar dirigido al andlisis histolégico de una biopsia, o a la evaluacién
del nimero de monocitos en una muestra de sangre o tejido.

Los anticuerpos anti-idiotipicos pueden tener un uso similar para diagnosticar la presencia de anticuerpos frente a
una proteina monocitica, ya que ello puede ser el diagndstico de diferentes estados anormales. Por ejemplo, la sobre-
produccion de la proteina monocitica puede tener como resultado diferentes reacciones inmunoldgicas que pueden ser
el diagnéstico de estados fisioldgicos anormales, particularmente en condiciones celulares proliferativas tales como el
céncer o la diferenciacién anormal.

Frecuentemente, los reactivos para ensayos de diagndsticos son suministrados en kits con el fin de optimizar la
sensibilidad del ensayo. En relacion con la presente invencién, dependiendo de la naturaleza del ensayo, del protocolo y
de la marca, se proporciona un anticuerpo o un receptor marcado o no marcado, o la proteina monocitica marcada. Esto
es normalmente junto con otros aditivos tales como tampones, estabilizantes, materiales necesarios para la produccién
de sefales tales como sustratos para enzimas, etcétera. El kit contendrd también instrucciones para la utilizacion y
la eliminacién apropiadas de los contenidos después de su uso. Tipicamente, el kit tiene compartimentos para cada
reactivo util. Deseablemente, los reactivos son proporcionados como un polvo liofilizado seco, donde los reactivos
pueden ser reconstituidos en un medio acuoso que proporcione las concentraciones apropiadas de los reactivos para
llevar a cabo el ensayo.

Muchos de los constituyentes anteriormente mencionados de los ensayos de seleccion de fairmacos y de diagnés-
tico, pueden ser utilizados sin modificacién o bien pueden ser modificados de una variedad de formas. Por ejemplo,
el marcaje puede ser realizado uniendo covalentemente o no covalentemente un resto que proporcione directamente o
indirectamente una sefal detectable. En muchos de estos ensayos, la proteina, el compuesto de ensayo, la proteina mo-
nocitica o los anticuerpos hacia la misma pueden estar marcados directamente o indirectamente. Las posibilidades del
marcaje directo incluyen grupos de marcas: radiomarcas tales como '*°1, enzimas (Patente de EE.UU. N° 3.645.090)
tales como peroxidasa y fosfatasa alcalina y marcas fluorescentes (Patente de EE.UU. N° 3.940.475) capaces de mo-
nitorizar el cambio de la intensidad de fluorescencia, el desplazamiento de la longitud de onda o la polarizacién de
fluorescencia. Las posibilidades de marcaje indirecto incluyen biotinilacién de un constituyente seguido por la unién
a avidina acoplada a uno de los grupos de marcas anteriores.

Existen también numerosos métodos para separar la proteina unida de la proteina libre, o alternativamente el
compuesto de ensayo unido del libre. La proteina monocitica puede ser inmovilizada en diferentes matrices seguido
por lavado. Matrices adecuadas incluyen pldastico tal como una placa de ELISA, filtros y esferas. Los métodos para
inmovilizar la proteina monocitica en una matriz incluyen, sin limitacién, adhesion directa a un plastico, utilizacién
de un anticuerpo de captura, acoplamiento quimico y biotina-avidina. La dltima etapa de este procedimiento implica
la precipitacion del complejo proteina/anticuerpo mediante uno de varios métodos, incluyendo los que utilizan, por
ejemplo, un solvente orgdnico tal como polietilén glicol o una sal tal como sulfato de amonio. Otras técnicas de
separacion adecuadas incluyen, sin limitacién, el método de particulas magnetizables de anticuerpos con fluoresceina
descrito en Rattle y col. (1984), Clin. Chem. 30:1457-14 61, y la separacién de particulas magnéticas con doble
anticuerpo segun estd descrito en la Patente de EE.UU. N° 4.659.678.

Meétodos para unir proteinas o sus fragmentos a diferentes marcas han sido descritos extensamente en la literatura y
no requieren una discusién detallada en la presente. Muchas de las técnicas implican la utilizacién de grupos carboxilo
activados mediante la utilizacién de carbodiimida o de ésteres activos para formar enlaces peptidicos, la formacién
de tioéteres mediante reaccién de un grupo mercapto con un halégeno activado tal como cloroacetilo, o una olefina
activada tal como maleimida, para la unidn, etcétera. Las proteinas de fusion serdn también ttiles en estas aplicaciones.

Otro aspecto del diagndstico descrito en la presente implica la utilizacién de secuencias oligonucleotidicas o po-
linucleotidicas tomadas de la secuencia de la proteina monocitica respectiva. Estas secuencias pueden ser utilizadas
como sondas para detectar niveles del mensaje en muestras de pacientes sospechosos de tener una condicién anormal,
por ejemplo cancer o un problema inmune. La preparacion de secuencias de nucleétidos de ADN y ARN, el marcaje de
las secuencias y el tamafio preferido de las secuencias ha recibido una amplia descripcién y discusién en la literatura.
Normalmente, una sonda oligonucleotidica tendrd al menos 14 nucleétidos aproximadamente, normalmente al menos
18 nucleétidos aproximadamente, y las sondas polinucleotidicas pueden tener hasta varias kilobases. Pueden emplear-
se varias marcas, muy cominmente radionticlidos, particularmente *?P. Sin embargo, pueden emplearse también otras
técnicas, tales como la utilizacién de nucledtidos modificados con biotina para la introduccién en un polinucleétido.
La biotina sirve luego como sitio para la unién de avidina o de anticuerpos, que pueden estar marcados con una am-
plia variedad de marcas, tales como radiontclidos, fluoréforos, enzimas, etcétera. Alternativamente, pueden emplearse
anticuerpos que puedan reconocer diplices especificos, incluyendo diplices de ADN, duplices de ARN, diplices hi-
bridos ADN-ARN o duplices de ADN-proteina. Los anticuerpos a su vez pueden estar marcados y se lleva a cabo un
ensayo en el que el duplice estd unido a una superficie, de tal manera que después de la formacion del diplice en la
superficie puede detectarse la presencia de anticuerpo unido al diplice. La utilizacién de sondas hacia el nuevo ARN
antisentido puede llevarse a cabo en cualquier técnica convencional, tal como la hibridacién de dcidos nucleicos, la
seleccion de mas y menos, el sondaje recombinatorio, la traduccién del hibrido liberado (HRT), y la traduccién del
hibrido secuestrado (HART). Esto incluye también técnicas de amplificacién tales como la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR).
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Se contemplan también kits de diagnéstico que analizan también la presencia cualitativa o cuantitativa de otros
marcadores. El diagndstico o el prondstico puede depender de la combinacidén de multiples indicaciones utilizadas
como marcadores. Por tanto, los kits pueden analizar combinaciones de marcadores. Ver, por ejemplo, Viallet y col.
(1989), Progress in Growth Factor Res. 1:89-97.

XI. Aislamiento de la Pareja de Union

Habiendo aislado un miembro de una pareja de unién de una interaccién especifica, existen métodos para aislar el
otro miembro de la pareja. Ver, Gearing y col. (1989), EMBO J. 8:3667-3676. Por ejemplo, puede determinarse un
medio para marcar una proteina de la superficie del monocito sin interferir con la unién a su receptor. Por ejemplo, una
marca de afinidad puede ser fusionada al extremo amino o al extremo carboxilo del ligando. Una biblioteca de expre-
sién puede ser sometida a seleccién por la unién especifica a la proteina monocitica, por ejemplo mediante separacién
y clasificacién de células, u otro proceso de seleccion para detectar subpoblaciones que expresen tal componente de
unién. Ver, por ejemplo, Ho y col. (1993), Proc. Nat’l. Acad. Sci. USA 90:11267-11271. Alternativamente, puede
utilizarse un método de cribado en fase sélida (“panning”). Ver, por ejemplo, Seed y Aruffo (1987), Proc. Nat’l. Acad.
Sci. USA 84:3365-3369. Puede aplicarse también un sistema de seleccién con dos hibridos produciendo las construc-
ciones apropiadas con las secuencias de las proteinas monociticas disponibles. Ver, por ejemplo, Fields y Song (1989),
Nature 340:245-246.

Pueden aplicarse las técnicas de entrecruzamiento de proteinas con marca para aislar las parejas de unién de una
proteina monocitica. Esto permitira la identificacion de proteinas que interaccionen especificamente con la proteina
monocitica apropiada.

El amplio alcance de esta invencién se comprenderd mejor con referencia a los ejemplos siguientes, que no tienen
la intencidn de limitar la invencién a realizaciones especificas.

Ejemplos
1. Métodos Generales

Muchos de los métodos estdndar siguientes estdn descritos o referenciados en, por ejemplo, Maniatis y col. (1982),
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor Press, NY; Sambrook
y col. (1989), Molecular Cloning: A Laboratory Manual (2* ed.) Vols. 1-3, CSH Press, NY; Ausubel y col., Biology,
Greene Publishing Associates, Brooklyn, NY; o Ausubel y col. (1987 y Suplementos), Current Protocols in Molecular
Biology, Wiley/Greene, NY; Innis y col. (eds.) (1990), PCR Protocols: A Guide to Method and Applications, Academic
Press, NY.

Los métodos para la purificacion de proteinas incluyen métodos tales como precipitacién con sulfato de amonio,
cromatografia en columna, electroforesis, centrifugacion, cristalizacién y otros. Ver, por ejemplo, Ausubel y col. (1987
y Suplementos periddicos); Deutscher (1990), “Guide to Protein Purification”, Methods in Enzymology, vol. 182, y
otros volimenes de esta serie; Coligan y col. (1996 y Suplementos peridédicos), Current Protocols in Protein Science,
Wiley/Greene, NY; y la literatura de los fabricantes sobre la utilizacién de productos para la purificacién de protei-
nas, por ejemplo Pharmacia, Piscataway, NJ o Bio-Rad, Richmond, CA. La combinacién con técnicas recombinantes
permite la fusién a segmentos apropiados, por ejemplo a una secuencia FLAG o equivalente que puede ser fusionada
mediante una secuencia eliminable por proteasas. Ver, por ejemplo, Hochuli (1989), Chemische Industrie 12:69-70;
Hochuli (1990), “Purification of Recombinant Proteins with Metal Chelate Absorbent” en Setlow (ed.) Genetic En-
gineering. Principle and Methods 12:87-98, Plenum Press, NY; y Crowe y col. (1982), OIAexpress: The High Level
Expression & Protein Purification System, QIAGEN, Inc., Chatsworth, CA.

Técnicas inmunoldgicas estandar estdn descritas en, por ejemplo, Hertzenberg y col. (eds., 1996), Weir’s Hand-
book of Experimental Immunology, vols. 1-4, Blackwell Science; Coligan (1991), Current Protocols in Immunology,
Wiley/Greene, NY; y Methods in Enzimology, volimenes 70, 73, 74, 84, 92, 93, 108, 116, 121, 132, 150, 162 y 163.
Ver también, por ejemplo, Paul (ed.) (1993), Fundamental Immunology (3% ed.), Raven Press, N.Y.

Andlisis mediante FACS estdn descritos en Melamed y col. (1990), Flow Cytometry and Sorting, Wiley-Liss, Inc.,
New York, NY; Shapiro (1988), Practical Flow Cytometry, Liss, New York, NY; y Robinson y col. (1993), Handbook
of Flow Cytometry Methods, Wiley-Liss, New York, NY.

II. Aislamiento de Monocitos Humanos

Donantes sanos fueron sometidos a leucoforesis. Se utilizaron gradientes de Percoll para aislar las células mono-
nucleares que fueron sometidas posteriormente a elutriacién centrifuga. Ver, Figdor y col. (1982), Blood 60:46-53;
y Plas y col. (1988), Expt‘l. Hematol. 16:355-359. Esta fraccién de monocitos altamente enriquecida fue cultivada
durante 5-7 dias en presencia de GM-CSF (800 U/ml) e IL-4 (500 U/ml), segtin estd descrito en Romani y col. (1994),
J. Exp. Med. 180:83-93; y Sallusto y col. (1994), J. Exp. Med. 179:1109-1118.
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Para la produccién de células dendriticas, se obtuvieron células CD34+ humanas segtin sigue. Ver, por ejemplo,
Caux y col. (1995), paginas 1-5, en Banchereau and Schmitt, Dendritic Cells in Fundamental and Clinical Immunology,
Plenum Press, NY. Células de sangre periférica o de cordén, a veces por CD34+ seleccionadas, fueron cultivadas en
presencia del Factor de Células Madre (SCF), GM-CSF y TNF-a en medio RPMI 1640 libre de endotoxinas (GIBCO,
Grand Island, NY) suplementado con un 10% (v/v) de suero bovino fetal inactivado por calor (FBS; Flow Laboratories,
Irvine, CA), HEPES 10 mM, L-glutamina 2 mM, 2-mercaptoetanol 10> M 5X, penicilina (100 mg/ml). Este medio
es referido como medio completo.

Las células CD34+ fueron sembradas para su expansién en frascos de 25 a 75 cm? (Corning, NY) a 2 x 10* célu-
las/ml. Las condiciones 6ptimas fueron mantenidas dividiendo estos cultivos los dias 5 y 10 con medio que contenia
GM-CSF y TNF-a frescos (concentracién celular: 1-3 x 103 células/ml). En ciertos casos, las células fueron seleccio-
nadas mediante FACS por la expresiéon de CD1a en el dia 6 aproximadamente.

En ciertas situaciones, las células fueron recogidas rutinariamente después de 12 dias de cultivo y finalmente
las células adherentes fueron recuperadas utilizando una solucién de EDTA 5 mM. En otras situaciones, las células
CD1a+ fueron activadas mediante resuspensién en medio completo a 5 x 10 células/ml y activadas durante el tiempo
apropiado (por ejemplo, 1 6 6 horas) con 1 mg/ml de forbol 12-miristato 13-acetato (PMA, Sigma) y 100 ng/ml de
ionomicina (Calbiochem, La Jolla, CA). Estas células fueron expandidas durante otros 6 dias y se aisl6 el ARN para
la preparacion de una biblioteca de ADN.

III. Aislamiento del ARN y Construccion de la Biblioteca

El ARN total es aislado utilizando, por ejemplo, el procedimiento de tiocianato de guanidina/gradiente de CsCl
seglin estd descrito por Chirgwin y col. (1978), Biochem. 18:52 94-52 99.

Alternativamente, el ARN poli(A)+ es aislado utilizando el kit de aislamiento de ARNm, OLIGOTEX (QIA-
GEN). Se generan ADNcs de doble hebra utilizando, por ejemplo, el sistema plasmidico SUPERSCRIPT (Gibco
BRL, Gaithersburg, MD) para la sintesis del ADNc y el clonaje de los plasmidos. EIl ADNc de doble hebra resultante
es clonado unidireccionalmente en, por ejemplo, pSportl y transfectado por electroporacién a células ELECTROMAX
DHI10BTM (Gibco BRL, Gaithersburg, MD).

IV. Secuenciacion

El ADN aislado de clones recogidos aleatoriamente, o después de hibridacion substractiva utilizando células no
activadas, fue sometido al andlisis de la secuencia de nucleétidos utilizando técnicas estdndar. Puede utilizarse un
kit de secuenciacién de ciclos Taq DiDeoxy Terminator (Applied Biosystems, Foster City, CA). Los fragmentos de
ADN marcados son separados utilizando un gel para la secuenciacion de ADN de un secuenciador automatizado
apropiado. Alternativamente, el clon aislado es secuenciado seguin estd descrito en, por ejemplo, Maniatis y col. (1982),
Molecular Cloning: A Laboratory Manual. Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor Press; Sambrook y
col. (1989), Molecular Cloning: A Laboratory Manual (2* ed.), vols. 1-3, CSH Press, NY; Ausubel y col., Biology,
Greene Publishing Associates, Brookling, NY; o Ausubel y col. (1987 y Suplementos), Current Protocols in Molecular
Biology, Greene/Wiley, New York. Estan disponibles también métodos de secuenciacién quimicos utilizando, por
ejemplo, las técnicas de secuenciacion de Maxam y Gilbert.

V. Aislamiento de los Genes de las Proteinas Monociticas Humanas

El clon YEOI fue secuenciado y analizado para determinar los marcos de lectura abiertos. El clon fue analiza-
do posteriormente para extender la secuencia del dcido nucleico hasta un marco de lectura abierto completo o casi
completo.

El ARNm es preparado a partir de las poblaciones celulares apropiadas mediante el kit Fast-Track (Invitrogen),
a partir del cual se genera ADNCc utilizando, por ejemplo, el Sistema de Plasmidos SuperScript para la sintesis de
ADNCc procedente de GIBCO-BRL (Gaithersburg, MD), esencialmente segtin estd descrito por el fabricante. Una
modificacion del procedimiento puede incluir la sustitucién de los adaptadores de Sall suministrados con el kit por
otros adaptadores para el clonaje. El ADNc resultante de estas células es utilizado para generar bibliotecas, por ejemplo
en el plasmido PCDNA II (Invitrogen). E1 ADNCc es clonado en el poliadaptador y utilizado para transformar una cepa
apropiada, por ejemplo DH10B de E. coli. El plasmido es aislado y purificado, por ejemplo con el sistema de Qiagen
(Chatsworth, CA) que se utiliza para generar sondas de ARN a partir del, por ejemplo, promotor de SP6.

Las sondas de ARN son marcadas utilizando, por ejemplo, el Genius System (Boehringer-Mannheim) segtin estd
descrito por el fabricante. Transferencias a filtros de la biblioteca de ADNc pueden ser prehibridadas, por ejemplo
a 42°C durante 3-6 horas en tampén de Church (50% de formamida, SSPE 6X, NaHPO, 50 mM pH 7,2, SDS 7%,
N-lauril sarcosina 0,1%, reactivo de bloqueo de Boehringer-Mannheim 2%). Los filtros son sondados, por ejemplo
durante una noche en el mismo tampén que contiene las sondas apropiadas. Los filtros son lavados, por ejemplo segtin
estd descrito por el Genius System. Se seleccionan las colonias que hibridan.

Los ADNcs completos de las proteinas monociticas humanas son secuenciados mediante, por ejemplo, el método
de terminacién de la cadena en didesoxinucledtidos con polimerasa de T7 (U.S. Biochemical, Cleveland, OH) utili-
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zando ADN de doble hebra como molde. Se lleva a cabo la biisqueda en bases de datos y el andlisis de la secuencia
utilizando los programas de IntelliGenetics (Mountain View, CA) para determinar si existe homologia entre clones
previamente descritos.

Las SEC ID N°: 1-4 describen secuencias relacionadas con el gen FDF03 humano y secuencias equivalentes de
raton. Igualmente, las SEC ID N°: 5-10 muestran secuencias relativas a productos del gen YEO1 humano, incluyendo
una variantes por ayuste y un transcrito que codifica una producto soluble. Las SEC ID N*: 11-22 proporcionan
secuencias de las realizaciones de los productos del gen KTEO3, y muestran evidencia de variantes por ayuste.

VI. Construcciones de Genes Monociticos Recombinantes

ARN Poli(A)+ es aislado de poblaciones celulares apropiadas, utilizando por ejemplo el kit de ARNm FastTrack
(Invitrogen, San Diego, CA). Las muestras son sometidas a electroforesis en, por ejemplo, un gel de agarosa al 1%
conteniendo formaldehido y transferidas a una membrana GeneScreen (NEN Research Products, Boston, MA). La
hibridacién se lleva a cabo, por ejemplo, a 65°C en NaHPO, 0,5 M pH 7,2, SDS 7%, EDTA 1 mM y BSA (fraccién
V) 1% con ADNCc génico de monocitos marcado con **P-dCTP a 107 cpm/ml. Después de la hibridacién los filtros son
lavados tres veces a 50°C en SSC 0,2X, SDS 0,1% y expuestos a una pelicula durante 24 horas.

La construccién génica recombinante puede ser utilizada con el fin de generar una sonda para detectar el mensaje.
El inserto puede ser cortado y utilizado en los métodos de deteccién anteriormente descritos.

VIL. Expresion de la Proteina de Genes Monociticos en E. coli

Se utiliza PCR para producir una construccién conteniendo el marco de lectura abierto, preferiblemente en aso-
ciacién operativa con un promotor apropiado, secuencias para la seleccion y reguladoras apropiadas. El plasmido de
expresion resultante es transformado en una cepa de E. coli apropiada, por ejemplo Topp5 (Stratagene, La Jolla, CA).
Los transformantes resistentes a ampicilina (50 pg/ml) son cultivados en Caldo Luria (Gibco) a 37°C hasta que la
densidad 6ptica a 550 nm sea 0,7. La proteina recombinante es inducida con isopropil-bD-tiogalacto-piranésido (Sig-
ma, St. Louis, MO) 0,4 mM vy la incubacién de las células se contintia a 20°C durante 18 horas adicionales. Células
procedentes de 1 litro de cultivo son recogidas por centrifugacién y resuspendidas, por ejemplo en 200 ml de sacarosa
al 30% enfriada en hielo, Tris HC1 50 mM pH 8,0, acido etiléndiaminotetraacético 1 mM. Después de 10 minutos
sobre hielo, se afiade agua enfriada en hielo hasta un volumen total de 2 litros. Después de 20 minutos sobre hielo, las
células son eliminadas por centrifugacion y el sobrenadante es clarificado mediante filtracién a través de Millipak 60
5 um (Millipore Corp., Bedford, MA).

La proteina recombinante es purificada mediante métodos de purificacion estdndar, por ejemplo diferentes métodos
de cromatografia de intercambio i6nico. Pueden utilizarse también métodos de inmunoafinidad utilizando los anticuer-
pos descritos posteriormente. Pueden utilizarse métodos de afinidad cuando se ha generado una marca epitépica en
una construccion de expresion.

VIIL Creacion de Mapas de los Genes Monociticos Humanos

El aislamiento de ADN, la digestion con enzimas de restriccidn, la electroforesis en gel de agarosa, la transferencia
Sourthern y la hibridacién se llevan a cabo segun técnicas estdndar. Ver, Jenkins y col. (1982), J. Virol. 43:26-36.
Pueden prepararse transferencias con una membrana de nailon Hybond-N (Amersham). La sonda es marcada con **P-
dCTP; el lavado se lleva a cabo a una rigurosidad final de, por ejemplo, SSC 0,1X, SDS 0,1%, 65°C.

Alternativamente, un panel hibrido de células somadticas de ratén de BIOS Laboratories (New Haven, CT) puede
ser combinado con métodos de PCR.

IX. Andlisis de la Variacion Individual

A partir de los datos de la distribucidn, se selecciona un tipo celular abundante facilmente accesible para la toma
de muestras de individuos. Utilizando técnicas de PCR, se analiza una poblacién grande de individuos para determinar
este gen. Se utiliza ADNc u otros métodos de PCR para secuenciar el gen correspondiente en los diferentes individuos
y se comparan sus secuencias. Esto indica el grado de divergencia entre poblaciones raciales u otras poblaciones, asi
como la determinacién de qué residuos es probable que sean modificables sin efectos dramaticos sobre la funcién.

X. Preparacion de Anticuerpos

Se generaron proteinas monociticas recombinantes por expresion en E. coli seglin se mostré anteriormente y se
analizaron para determinar su actividad biolégica. Pueden utilizarse proteinas activas o desnaturalizadas para la in-
munizacién de los mamiferos apropiados para la produccién de suero policlonal o para la produccion de anticuerpos
monoclonales. Se seleccionan anticuerpos para ser utilizados en transferencias Western, frente al antigeno nativo o
desnaturalizado, y para aquellos que modulan una actividad bioldgica.
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XI. Aislamiento de Genes Monociticos de Primates Equivalentes

Los clones de ADNc humanos que codifican estos genes son utilizados como sondas, o para disefiar cebadores de
PCR con el fin de encontrar equivalentes en diferentes especies de primates, por ejemplo chimpancés.

XII. Utilizacion de Reactivos para Analizar Poblaciones Celulares

La deteccién del nivel de células monociticas presentes en una muestra es importante para el diagnéstico de ciertas
condiciones de enfermedad aberrantes. Por ejemplo, un incremento del nimero de monocitos en un tejido o en el
sistema linfatico puede ser indicativo de la presencia de una hiperplasia monocitica, del rechazo de un tejido o un
injerto o de inflamacién. Una poblacién con pocos monocitos puede indicar una reaccidon anormal a, por ejemplo, una
infeccién bacteriana o virica, que puede requerir el tratamiento apropiado para normalizar la respuesta monocitica.

El andlisis mediante FACS utilizando un agente de unién marcado especifico para una proteina monocitica de la
superficie celular, ver, por ejemplo, Melamed y col. (1990), Flow Cytometry and Sorting, Wiley-Liss, Inc., New York,
NY; Shapiro (1988), Practical Flow Cytometry, Liss, New York, NY; y Robinson y Col. (1993), Handbook of Flow
Cytometry Methods, Wiley-Liss, New York, NY, es utilizado en la determinacién del niimero de monocitos presentes
en una mezcla de células, por ejemplo PBMCs, células adherentes, etc. El agente de unién es también utilizado para
el andlisis histolégico de muestras de tejido, frescas o fijadas, para analizar la infiltracién de monocitos. Diversas
poblaciones celulares pueden ser también evaluadas, ya sea en un ensayo en el que se destruyen las células o en ciertos
ensayos en los que las células conservan la viabilidad.

El andlisis de la presencia de moléculas intracelulares solubles se lleva a cabo, por ejemplo, con un agente de unién
fluorescente especifico para un monocito segtn esta descrito en Openshaw y col. (1995), J. Exp. Med. 182:1357-1367.
Alternativamente, pueden utilizarse métodos de fijacion de tejidos o células.

Los niveles de transcritos de monocitos son cuantificados utilizando, por ejemplo, PCR semicuantitativa segin esta
descrito en Murphy y col. (1993), J. Immunol. Methods 162:211-223. Se disefian cebadores de tal manera que no se
detecte el ADN genémico.

La distribucién de la realizacién YEO1 ha sido también evaluada. El mensaje parece ser especifico de monocitos
y es un mensaje de abundancia baja. Es detectable en transferencias Southern de ADNc en monocitos en reposo y en
monocitos activados. Su expresién mas elevada se encontré en monocitos estimulados con LPS durante 6 horas. Es
también detectable en PBMC activadas con anti-CD3 y PMA. Puede ser débilmente detectable en células dendriticas,
pero esto puede ser debido a contaminacién de la poblacién de células dendriticas con monocitos residuales. A ese
nivel de sensibilidad, es indetectable en células NK, en células B o en células T, o en cualquier célula fetal examinada.
Sin embargo, el producto del gen YEO1 es reconocido especificamente por el anticuerpo monoclonal DX?2 6. Este
anticuerpo, cuando se une de manera cruzada, puede inhibir la destruccién de ciertas dianas mediada por células NK.
El anticuerpo reconoce la proteina expresada en células T, en células B, en células NK y en monocitos. El gen que
codifica el antigeno reconocido por DX26, que es aparentemente una variante polimdrfica del aislado YEOI, ha sido
clonado.

XIII. Aislamiento de un Homologo de Union

Puede utilizarse una proteina monocitica como reactivo de unién especifica, aprovechando su especificidad de
unién, de manera muy similar a la que se utilizaria un anticuerpo. Un reactivo de unién es marcado segtn se describid
anteriormente, por ejemplo con fluorescencia o de otro modo, o inmovilizado en un sustrato para métodos de cribado
en fase sélida (“panning”).

La proteina monocitica es utilizada para seleccionar una linea celular que presente unién. Se utilizan técnicas de
tincién estandar para detecta o clasificar un ligando intracelular o expresado en la superficie, o bien células transforma-
das con expresion en la superficie son sometidas a selecciéon mediante cribado en fase sélida (“panning”). La seleccién
de la expresion intracelular se lleva a cabo mediante varios procedimientos de tincién o inmunofluorescencia. Ver
también McMahan y col. (1991), EMBO J. 10:2821-2832.

Por ejemplo, el dia 0, pre-revestir portas permanox de 2 cdmaras con 1 ml por cimara de fibronectina, 10 ng/ml en
PBS, durante 30 minutos a temperatura ambiente. Lavar una vez con PBS. Posteriormente sembrar células COS a 2-3
x 10° células por cdmara en 1,5 ml de medio de crecimiento. Incubar durante una noche a 37°C.

El dia 1 de cada muestra, preparar 0,5 ml de una solucién de 66 mg/ml de DEAE-dextrano, cloroquina 66 mM y
4 mg de ADN en DME sin suero. Para cada grupo se prepara un control positivo, por ejemplo de ADNc de receptor
humano-FLAG a una dilucién 1 y 1/200 y un control ficticio negativo. Lavar las células con DME sin suero. Afiadir
la solucién de ADN e incubar 5 horas a 37°C. Retirar el medio y afiadir 0,5 ml de DMSO al 10% en DME durante 2,5
minutos. Retirar y lavar una vez con DME. Afadir 1,5 ml de medio de crecimiento e incubar durante una noche.

El dia 2, cambiar el medio. Los dias 3 6 4, las células son fijadas y tefiidas. Lavar las células dos veces con Solucién
Salina Tamponada de Hank (HBSS) y fijarlas en paraformaldehido (PFA) al 4%/glucosa durante 5 minutos. Lavar 3X
con HBSS. Los portas pueden ser almacenados a -80°C una vez que se haya eliminado todo el liquido. Para cada
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cdmara, se llevan a cabo incubaciones de 0,5 ml segtin sigue. Afiadir HBSS/saponina (0,1%) con 32 ml/ml de NaNj; 1
M durante 20 minutos. Las células son posteriormente lavadas con HBSS/saponina 1X. Afiadir a las células la proteina
o el complejo proteina/anticuerpo e incubar durante 30 minutos. Lavar las células 2 veces con HBSS/saponina. Si es
apropiado, afiadir el primer anticuerpo durante 30 minutos. Afiadir el segundo anticuerpo, por ejemplo un anticuerpo
anti-ratén de Vector a una dilucién 1/200 e incubar durante 30 minutos. Preparar la solucién para el ELISA, por
ejemplo una solucién de peroxidasa de rdbano picante Elite ABC de Vector, y preincubar durante 30 minutos. Utilizar,
por ejemplo, 1 gota de solucién A (avidina) y 1 gota de solucién B (biotina) por cada 2,5 ml de HBSS/saponina. Lavar
las células dos veces con HBSS/saponina. Afiadir la solucién de HRP ABC e incubar durante 30 minutos. Lavar las
células dos veces con HBSS, segundo lavado durante 2 minutos, que cierra las células. Posteriormente afiadir dcido
diaminobenzoico (DAB) de Vector de 5 a 10 minutos. Utilizar 2 gotas de tampén mads 4 gotas de DAB mads 2 gotas de
H,0, por 5 ml de agua destilada en vidrio. Retirar cuidadosamente la cdmara y lavar el portaobjetos en agua. Secar al
aire durante unos cuantos minutos, afiadir posteriormente 1 gota de Crystal Mount y colocar un cubreobjetos. Calentar
en estufa durante 5 minutos a 85-90°C.

Alternativamente, se utilizan otros reactivos de union especifica de las proteinas monociticas para purificar por
afinidad o seleccionar las células que expresen un receptor. Ver, por ejemplo, Sambrook y col. o Ausubel y col.

Otra estrategia es someter a seleccion por un receptor unido a la membrana mediante cribado en fase sélida (“pan-
ning”). E1 ADNc del receptor es construido segtin se describié anteriormente. El ligando puede ser inmovilizado y
utilizado para inmovilizar las células que expresen. La inmovilizacién puede ser conseguida mediante la utilizacién de
anticuerpos apropiados que reconozcan, por ejemplo, una secuencia FLAG de una construccién de fusién de la protei-
na monocitica, o mediante la utilizacién de anticuerpos producidos contra los primeros anticuerpos. Ciclos repetitivos
de seleccién y amplificacion dan lugar al enriquecimiento de clones apropiados y al aislamiento final de los clones que
expresen el ligando.

Pueden someterse a seleccion bibliotecas de expresion de fagos por la proteina monocitica. Técnicas de marcaje
apropiadas, por ejemplo anticuerpos anti-FLAG, permitirdn el marcaje especifico de los clones apropiados.

XIV. Aislamiento de YEOI Soluble

Un miembro adicional de la familia de YEOI previamente descrita, denominado también Receptor Similar a Inmu-
noglobulinas Asociado a Leucocitos DNAX (DLAIR; y denominado actualmente DLAIR-1) fue clonado sometiendo
a seleccion una biblioteca de ADNc de una linea tumoral de células T humanas (TcT). Membranas con transferencias
de colonias bacterianas fueron hibridadas con una sonda de DLAIR-1 que contenia un fragmento de digestion BglII-
Sphl, que abarcaba el bucle de Ig en el dominio extracelular. Se aislaron y secuenciaron dos positivos. El andlisis de la
secuencia revelé que ambos clones contenian marcos de lectura abiertos idénticos de 414 pares de bases, que codifi-
caban una proteina de 131 aminodcidos con una secuencia lider pronosticada de 21 aminodcidos y un peso molecular
pronosticado de 14,7 kDa. Esta molécula, referida ahora como DLAIR-2, contiene un bucle de Ig. El bucle de Ig tiene
un 84% de homologia con DLAIR-1, indicando que pertenece a la misma familia, pero que estd codificado por un gen
separado. DLAIR-2 carece de una regién transmembranal, lo cual sugiere que es una proteina secretada.

DLAIR-2, como molécula soluble similar a DLAIR-1, puede ser utilizada como antagonista de este receptor inhi-
bidor.

XV. Preparacion del Anticuerpo Monoclonal DX26

Se inmunizaron ratones con un clon de células NK humanas y los anticuerpos fueron sometidos a seleccién por su
capacidad para inhibir la lisis mediada por células NK de dianas portadoras de FcR. Alternativamente, se producirdn
anticuerpos hacia la proteina purificada.

XVLI. La Union Cruzada de DLAIR-1 con el mAb Inhibe la Destruccion Mediada por Células NK

El mAb DX26 no inhibia la destruccién por el clon de NK de la linea de células B transformadas con EBV, negativa
para HLA, 721.221. Sin embargo, cuando 721.221 fue transfectada con el FcgR-II (CD32) humano y utilizada como
diana, la citolisis mediada por células NK fue inhibida por el mAb DX26. Esto indica que la produccién de sefiales
a través de la molécula reconocida por el mAb DX2 6 (denominada Receptor Similar a Inmunoglobulinas Asociado
a Leucocitos DNAX (DLAIR)), transmite una sefial negativa a los clones de células NK que impide que destruyan
células diana especificas. De acuerdo con esto, la citotoxicidad mediada por células NK frente a Colo-205, PA-1 o
FO-1, cada una de ellas una linea celular humana negativa para FcR, no fue inhibida por la adicién del mAb DX26.
Ademds, la lisis de células P815, una linea celular de mastocitoma de ratén que expresa FcR, que es destruida in vitro
por clones de células NK humanas tras el entrecruzamiento simultdneo de CD2, CD16, CD69 o el antigeno DNAM-1,
fue también inhibida por el mAb DX2 6. Estos resultados llevan a la conclusién de que DLAIR transmite una potente
sefial inhibidora a las células NK, ya que la sefial positiva producida por inductores potentes de citotoxicidad de células
NK fue anulada por el mAb DX26.
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XVIIL. DLAIR-1 es un Receptor Inhibidor en Células NK en Reposo

Los clones de células NK constan de poblaciones derivadas clonalmente de células NK activadas. Estas células
son potencialmente inhibidas por las sefales producidas por DLAIR. Nosotros apostamos por estudiar si DLAIR
funcionaba también como un receptor inhibidor en células NK que no habian sido previamente activadas. Células NK
en reposo, preparadas a partir de sangre periférica mediante reduccién negativa utilizando esferas magnéticas, fueron
capaces de lisar las células diana P815 cuando eran activadas simultdneamente a través de CD16. Esta citotoxidad
mediada por células NK fue inhibida por la adicién del mAb DX26. Por tanto, DLAIR es funcional como receptor
inhibidor en células NK activadas y en reposo.

XVIIIL. DLAIR es un Antigeno Ampliamente Expresado

El andlisis fenotipico de linfocitos de sangre periférica humana demostré que DLAIR es una molécula ampliamente
distribuida. En PBMC de donantes sanos, células T CD3+CD4+ (70-80%), células T CD3+CD8+ (80-90%), células
NK CD3-CD56+ (95-100%), células B CD3-CD19+ (80-90%) y monocitos CD3-CD14+ (99-100%) expresaban todas
la molécula de DLAIR. Timocitos fetales humanos, tanto las células inmaduras CD4+CD8+ como las células maduras
positivas sencillas CD4+CD8- o CD4-CD8+ expresaban también DLAIR. Granulocitos de sangre periférica, plaquetas
y eritrocitos no expresaban DLAIR.

Clones de células NK humanas y clones de células T humanas expresaban todos DLAIR, con la excepcién de los
clones de NK cultivados a largo plazo NKL y NK92 (ver la Tabla 2). Lineas de células B transformadas con EBV,

el tumor de células B Daudi, la linea celular tumoral de NK YT y varias lineas celulares no hematopoyéticas no
expresaban DLAIR, mientras que lineas de células T humanas mostraban expresién de DLAIR.

(Tabla pasa a pagina siguiente)
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TABLA 2

Expresion de DLAIR en Lineas de Células Tumorales Humanas'

Linea Tipo IgGl control mAb DX26
celular

(Intensidad de fluorescencia media)

HUT78 Tumor de células T <5 25,8
Peer Tumor de células T <5 29,1
Molt4 Tumor de células T <5 30,7
CEM Tumor de células T <5 92,7
Jurkat Tumor de células T <5 47,1
HL60 Tumor promieloide <5 46,9
U937 Tumor mieloide <5 49,5
721.221 Célula B-EBV <5 <5
JY Célula B-EBV <5 <5
Daudi Tumor de células B <5 <5
YT Tumor de células NK <5 <5
NKL Clon de células NK <5 <5
NK92 Clon de células NK <5 <5
Colo205 Carcinoma de colon <5 <5
293T Rifién embrionario <5 <5
PA-1 Teratocarcinoma <5 <5
FO-1 melanoma <5 <5

'las células fueron tefiidas con IgGl control o con el mAb DX26 y con
anti-IgG de ratdén producido en cabra conjugado a PE como segunda

etapa. Las fueron analizadas en un FACScan.

XIX. Clonaje por Expresion del Antigeno de DX26

El anticuerpo DX26 fue utilizado para el clonaje por expresion del antigeno que reconoce el anticuerpo. El clonaje
por expresion fue realizado utilizando métodos estandar. Ver, por ejemplo, Sambrook y col. o Coligan y col.

El antigeno de DX2 6 es clonado por expresion a partir de, por ejemplo, una biblioteca de ADNc de células NK
activadas humanas policlonales en el vector de expresiéon pJFE14. Células COS7 son transfectadas con la biblioteca
y las células positivas para el antigeno fueron seleccionadas utilizando el mAb anti-DX26 marcado con Ficoeritrina.
La secuencia de ADNCc fue determinada y se encontré que coincidia mucho con la secuencia de YEO1. El anticuerpo
DX26 se une especificamente al producto del gen YEOI.
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En otro método, se utilizan oligonucleétidos para someter a seleccién una biblioteca. En combinacién con técnicas
de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), se utilizan oligonucledtidos sintéticos en orientaciones apropiadas
como cebadores para seleccionar los clones correctos de una biblioteca.

Ademds, el producto del gen YEO1 es reconocido especificamente por el anticuerpo monoclonal DX2 6. Este
anticuerpo, cuando se entrecruza, puede inhibir la destruccién mediada por células NK de ciertas dianas. El anticuerpo
reconoce la proteina expresada en células T, en células B, en células NK y en monocitos. El gen que codifica el
antigeno reconocido por DX26, que es aparentemente una variante polimoérfica del aislado YEO1, ha sido clonado y
tiene esencialmente la secuencia (ver la SEC ID N°: 7). Este aislado tiene una secuencia 3’ no traducida diferente de
la del transcrito de YEO1 original, debido aparentemente a la utilizacién de un lugar de poliadenilacién alternativo. Se
ha detectado también una forma soluble de DLAIR (ver la SEC ID N°: 9).

El analisis de la distribucidn del aislado DX26 ha determinado, analisis de transferencia Northern, la distribucion
segun sigue. El sondaje de ARNm de clones de células NK humanas con ADNc de DLAIR, PBMC, la linea de células
T humanas Jurkat y la linea de células mieloides humanas Jurkat, tiene como resultado dos bandas de 1800 pb y 3000-
4000 pb aproximadamente. Esto indica que en estas lineas celulares, ademds del ADNc clonado, existe otro transcrito
con similitud de secuencia a DLAIR. Actualmente se desconoce si éste contiene el mismo marco de lectura abierto,
pero se determinara después del clonaje y del andlisis de la secuencia de ese transcrito. La linea de células B humanas
transformadas con EBV JY no mostré transcritos que sondaran con ADNc de DLAIR. XX. DLAIR se une a SHY-1y
SHP-2.

La existencia de dos secuencias consenso para ITIMs dentro del dominio citopldsmico de DLAIR-1, sugeria que la
generacion de una sefial inhibidora en las células NK se ponia de manifiesto por el reclutamiento de SHP-1 y/o SHP-
2. Con el fin de determinar si DLAIR-1 era capaz de unirse a tirosina fosfatasas de proteinas, un clon de células NK
fue estimulado con pervanadato (un inhibidor de tirosina fosfatasas de proteinas que induce fosforilacién de tirosina
(O’Shea y col. (1992), Proc. Nat’l. Acad. Sci. USA 89:10306-10310)), lisado e inmunoprecipitado con el mAb DX2
6. Los inmunoprecipitados fueron posteriormente analizados mediante transferencia Western utilizando anticuerpos
especificos para SHP-1 y SHP-2. SHP-1 y SHP-2 se asociaban ambos con DLAIR-1 fosforilado en las tirosinas. Estos
resultados sugieren que el reclutamiento de SHP-1 y SHP-2 puede estar implicado en la mediacién de la sefial negativa
transmitida a través del acoplamiento de la molécula de DLAIR-1.
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REIVINDICACIONES
1. Un polipéptido sustancialmente puro o recombinante que comprende una secuencia de aminodcidos al menos
un 80% idéntica a la secuencia de aminodcidos completa mostrada en la SEC ID N° 6 o en la SEC ID N° 10,
que se caracteriza porque comparte similitud inmunogénica o antigénica o reactividad cruzada con una secuencia
correspondiente en la SEC ID N°: 6 o en la SEC ID N°: 10.

2. Un polipéptido sustancialmente puro o recombinante que comprende la secuencia de aminodcidos madura de la
SEC ID N°: 6.

3. Un polipéptido sustancialmente puro o recombinante que comprende la secuencia de aminoacidos madura de la
SEC ID N°: 10.

4. Un polipéptido sustancialmente puro o recombinante que comprende la secuencia de aminodcidos mostrada en
la SEC ID N°: 6.

5. Un polipéptido sustancialmente puro o recombinante que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en
la SEC ID N°: 10.

6. Una proteina de fusién que contiene el polipéptido de cualquiera de las reivindicaciones 1-5 y una proteina
heter6loga.

7. La proteina de fusién de la reivindicacién 6, en la que la proteina heter6loga es una marca para deteccién o
purificacion.

8. Una composicién que contiene la proteina de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-5 y un vehiculo.
9. Un é4cido nucleico aislado que codifica el polipéptido de cualquiera de las reivindicaciones 1-5.

10. Un 4cido nucleico de la reivindicacién 9, que comprende una secuencia de nucleétidos seleccionada del grupo
que consta de:

nucledtidos 155-1015 de la SEC ID N°: 5;
nucledtidos 69-929 de la SEC ID N°: 7;
nucleétidos 24-428 de la SEC ID N°: 9; y
nucledtidos 87-428 de la SEC ID N°: 9.

11. Un 4cido nucleico aislado de la reivindicacién 9, que comprende una secuencia de nucledtidos seleccionada
del grupo que consta de las SEC ID N*: 5,7y 9.

12. Un 4cido nucleico aislado que codifica una proteina de fusién que comprende un 4cido nucleico de la reivindi-
cacién 9 y un 4dcido nucleico que codifica una proteina heter6loga.

13. El 4cido nucleico de la reivindicacién 12, en el que la proteina heteréloga es una marca para deteccién o una
marca para purificacion.

14. Un vector de expresién que contiene el dcido nucleico de la reivindicacion 9.
15. Una célula huésped que contiene el vector de la reivindicacién 14.

16. Un anticuerpo aislado o un fragmento de unién al antigeno del mismo que se une especificamente a un poli-
péptido de cualquiera de las reivindicaciones 1-5.

17. Un anticuerpo aislado o un fragmento de unién al antigeno del mismo de la reivindicacién 16, el cual es
un anticuerpo monoclonal que se une especificamente a un polipéptido que contiene una secuencia de aminoacidos
seleccionada de las SEC ID N**: 6y 10.

18. Un anticuerpo monoclonal aislado de la reivindicacién 17, que se une especificamente a un polipéptido que
comprende la secuencia de aminodcidos mostrada en la SEC ID N°: 6.

19. Una composicién farmacéutica que contiene un anticuerpo o un fragmento de unién al antigeno del mismo de
cualquiera de las reivindicaciones 16 6 17 y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.
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20. Un anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 16 6 17, que comprende un anticuerpo monoclonal, un
fragmento Fab, un fragmento F(ab’), o un anticuerpo de una sola cadena.

21. Una composicién que contiene:
(a) un anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 16 6 17 en forma estéril; o
(b) un anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 16 6 17 y un vehiculo, donde dicho vehiculo es agua,
solucidn salina o tamp6n.

22. Un kit que comprende:

(a) un compartimento que contiene el anticuerpo de cualquiera de las reivindicacién 16 6 17;y
(b) instrucciones para la utilizacién o la eliminacién de los reactivos.

23. Un anticuerpo aislado o un fragmento de unién al antigeno del mismo que se une especificamente a un polipép-
tido de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-5, para el tratamiento de una enfermedad o condicién médica
seleccionada de una respuesta autoinmune, el rechazo de un trasplante y una condicién inflamatoria.

24. Utilizacién de un anticuerpo aislado o de un fragmento de unién al antigeno del mismo que se une especifica-
mente a un polipéptido de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-5, para la fabricacién de un medicamento
para el tratamiento de una enfermedad o condicién médica seleccionada de una respuesta autoinmune, el rechazo de

un trasplante y una condicién inflamatoria.

25. Un proceso para producir recombinantemente un polipéptido que comprende el cultivo de la células huésped
de la reivindicacién 15 bajo condiciones en las cuales el polipéptido es expresado.

26. Un método para inhibir la destruccién celular por una célula NK in vitro, que comprende la puesta en contacto
de la célula NK con un anticuerpo o un fragmento de unién al antigeno del mismo de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 16 6 17, donde dicho anticuerpo o fragmento inhibe YEO1 (DLAIR-1).

27. Un método para obtener un anticuerpo que se una especificamente a un polipéptido que comprende una se-
cuencia de aminoacidos que contiene al menos un 80% de identidad de secuencias con la SEC ID N°: 6 6 10, que
comprende la inmunizacién de un animal capaz de producir dicho anticuerpo con dicho polipéptido y el aislamiento
del anticuerpo del animal.
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LISTA DE SECUENCIAS

(1) INFORMACION GENERAL

@

(i)

(iii)
(iv)

v)

(vi)

(vi)

(vi)

(vi)

SOLICITANTE:
(A) NOMBRE: Schering Corp.
(B) CALLE: 2000 Galloping Hill Road
(C) CIUDAD: Kenilworth
(D) ESTADO: New Jersey
(E) PAIS: EE.UU.
(F) ZIP: 07033

TITULO DE LA INVENCION: Genes Aislados de Células Monociticas de Mamifero; Reactivos Relacio-
nados

NUMERO DE SECUENCIAS: 22

FORMA LEGIBLE POR ORDENADOR:
(A) TIPO DE MEDIO: Disco magnético flexible
(B) ORDENADOR: Apple Maclntosh
(C) SISTEMA OPERATIVO: Maclntosh 7.1
(D) PROGRAMA: Microsoft Word 5.1a

DATOS DE LA SOLICITUD ACTUAL.:
(A) NUMERO DE SOLICITUD:

DATOS DE LA SOLICITUD ANTERIOR:
(A) NUMERO DE SOLICITUD: US 60/032.252
(B) FECHA DE REGISTRO: 09-DIC-1996

DATOS DE LA SOLICITUD ANTERIOR:
(A) NUMERO DE SOLICITUD: US 08/762.187
(B) FECHA DE REGISTRO: 09-DIC-1996

DATOS DE LA SOLICITUD ANTERIOR:
(A) NUMERO DE SOLICITUD: US 60/033.181
(B) FECHA DE REGISTRO: 16-DIC-1996

DATOS DE LA SOLICITUD ANTERIOR:
(A) NUMERO DE SOLICITUD: US 60/041.279
(B) FECHA DE REGISTRO: 21-MAR-1997

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N°: :

®

(i)
(ix)

(ix)

CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 1249 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE HEBRA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

TIPO DE MOLECULA: ADNc

CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: CDS
(B) POSICION: 154..1062

CARACTERISTICA:
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(A) NOMBRE/CLAVE: péptido_maduro
(B) POSICION: 211..1062

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N°:1:

GTTTGGGGAA GGCTCCTGGC CCCCACAGCC CTCTTCGGAG CCTGAGCCCG GCTCTCCTCA 60
CTCACCTCAA CCCCCAGGCG GCCCCTCCAC AGGGCCCCTC TCCTGCCTGG ACGGCTCTGC 120
TGGTCTCCCC GTCCCCTGGA GAAGAACAAG GCC ATG GGT CGG CCC CTG CTG CTG 174

Met Gly Arg Pro Leu Leu Leu
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CCcC

Pro

TCC

Ser

CAC

His

TAT

Tyr

AGA

Arg

TCC

Ser

GGT
Gly

85

CTA

Leu

ACA

Thr

CTC

Leu

TAC

Tyr

CGG

Arg

ATT
Ile

70
CAG

Gln

CTG
Leu
-10
GGA

Gly

TCA

Ser

CcccC

Pro

GGC
Gly

55
CAC

His

ARG

Lys

CcccC

Pro

TCT

Ser

GCC

Ala

TGG
Trp

40
CAC

His

AMG

Lys

AGC

Ser

CTG

Leu

GGT

Gly

TCC
Ser

25
GAG

Glu

TTC

Phe

GAT

Asp

GGC

Gly

CTG

Leu

CCA
Pro

10
ATG

Met

TTA

Leu

CAC

His

TAT

Tyr

TTC
Phe

90

CTG

Leu

AGC

Ser

GGT

Gly

GCC

Ala

GGG

Gly

GTG
Val

75
CTC

Leu

CCG

Pro

TAC

Tyr

GGC

Gly

ACA

Thr

CAG
Gln

60
AAC

Asn

AGG

Arg

CCA

Pro

CTT

Leu

TCT

Ser

GCT
Ala

45
TCC

Ser

CGG

Arg

ATC

Ile

GCA

Ala

TAT

Tyr

GTG
Val

30
ccc

Pro

TTC

Phe

CTC

Leu

TCC

Ser

TTT

Phe

GGG
Gly

15
GAA

Glu

GAC

AsSp

TAC

Tyr

TTT

Phe

AAC
Asn

95

CTG

Leu

GTC

Val

ATC

Ile

GTG

Val

AGC

Ser

CTG

Leu

80

CTG

Leu

CAG

Gln

ACT

Thr

CcccC

Pro

AGA

Arg

ACA
Thr

65
AAC

Asn

CAG

Gln

CCT

Pro

CAA

Gln

TTC

Phe

ATA
Ile

50
AGG

Arg

TGG

Trp

AMG

Lys

AGT

Ser

CCA

Pro

TCC

Ser

35

TCC

Ser

CCG

Pro

ACA

Thr

CAG

Gln

GGC

Gly

Lys
20
TTC

Phe

TGG

Trp

CCT

Pro

GAG

Glu

GAC
AsSp
100

222

270

318

366

414

462

510
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CAG

Gln

AGG

Arg

GCT

Ala

AGG

Arg

Lys
165
GTG

Val

TGC

Cys

ACA

Thr

AAT

Asn

GAT
AsSp
245
CcccC

Pro

TCT

Ser

CAG

Gln

GTC

Val

CTC
Leu
150
CGA

Arg

GCA

Ala

CTC

Leu

ACC

Thr

ATC
Ile
230
GAC

Asp

AGA

Arg

GTG

Val

CAG

Gln

ACG
Thr
135
AGT

Ser

CGC

Arg

GTG

Val

CTC

Leu

CCA
Pro
215
AGG

Arg

GGC

Gly

GCA

Ala

TAT

Tyr

TGG
Trp
120
ACC

Thr

AGC

Ser

TCA

Ser

GCT

Ala

AGG
Arg
200
GCC

Ala

AAT

Asn

ATC

Ile

CCT

Pro

TTC
Phe
105
CAG

Gln

ACC

Thr

ACA

Thr

GAC

Asp

GTC
Val
185
TGG

Trp

AGG

Arg

GAA

Glu

GTA

Val

ccc
Pro

265

TGC

Cys

TCC

Ser

ACC

Thr

ACC

Thr

TCT
Ser
170
ACT

Thr

AGG

Arg

GAA

Glu

GGA

Gly

TAT
Tyr
250
AGC

Ser

CGA

Arg

ATC

Ile

CAG

Gln

ACC
Thr
155
TGG

Trp

GTG

Val

AGA

Arg

CCcC

Pro

CAA
Gln
235
GCT

Ala

CAC

His
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GTT

Val

GAG

Glu

AGG
Arg
140
ACA

Thr

CAC

His

CTC

Leu

AGG

Arg

TTC
Phe
220
AAT

Asn

TCC

Ser

CGT

Arg

GAG

Glu

GGG
Gly
125
ccc

Pro

ACC

Thr

ATA

Ile

GGA

Gly

Lys
205
CAA

Gln

ACA

Thr

CTT

Leu

CcccC

Pro

CTG
Leu
110
ACC

Thr

AGC

Ser

GGC

Gly

AGT

Ser

ATC
Ile
190
GGT

Gly

AAC

Asn

GAT

Asp

GCC

Ala

CTC
Leu

270

GAC

Asp

Lys

AGC

Ser

CTC

Leu

CTG
Leu
175
ATG

Met

CAG

Gln

ACA

Thr

CcccC

Pro

CTC
Leu
255
AAG

Lys

ACA

Thr

CTC

Leu

ATG

Met

AGG
Arg
160
GAG

Glu

ATT

Ile

CAG

Gln

GAG

Glu

AAG
Lys
240
TCC

Ser

AGC

Ser

CGG

Arg

TCC

Ser

ACT
Thr
145
GTC

Val

ACT

Thr

TTG

Leu

CGG

Arg

GAG
Glu
225
CTA

Leu

AGC

Ser

CCcC

Pro

AGC

Ser

ATC
Ile
130
ACC

Thr

ACA

Thr

GCT

Ala

GGA

Gly

ACT
Thr
210
CCA

Pro

AAT

Asn

TCC

Ser

CAG

Gln

TCA
Ser
115
ACC

Thr

ACC

Thr

CAG

Gln

GTG

Val

CTG
Leu

195

Lys

TAT

Tyr

CCcC

Pro

ACC

Thr

AAC
Asn

275

GGG

Gly

CAG

Gln

TGG

Trp

GGC

Gly

GGG
Gly
180
ATC

Ile

GCC

Ala

GAG

Glu

AMG

Lys

TCA
Ser
260
GAG

Glu

558

606

654

702

750

798

846

894

942

990

1038
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ACC CTG TAC TCT GTC TTA AAG GCC TAACCAATGG ACAGCCCTCT CAAGACTGAA

Thr Leu Tyr Ser Val Leu Lys Ala

280

TGGTGAGGCC AGGTACAGTG GCGCACACCT GTAATCCCAG CTACTCTGAA GCCTGAGGCA

GAATCAAGTG AGCCCAGGAG TTCAGGGCCA GCTTTGATAA TGGAGCGAGA TGCCATCTCT

AGTTAAAAAT ATATATTAAC AATAAAGTAA CAAATTT

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N°:2:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 303 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: proteina

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N°:2:

Met Gly Arg Pro Leu Leu Leu Pro Leu
-19 -15

Ala Phe Leu Gln Pro Ser Gly Ser Thr

Tyr Gly Val Thr Gln Pro Lys His Leu
15 20
Val Glu Ile Pro Phe Ser Phe Tyr Tyr
30 35
Pro Asp Val Arg Ile Ser Trp Arg Arg
50
Phe Tyr Ser Thr Arg Pro Pro Ser Ile
65 70
Leu Phe Leu Asn Trp Thr Glu Gly Gln
80 85
Ser Asn Leu Gln Lys Gln Asp Gln Ser
95 100
Leu Asp Thr Arg Ser Ser Gly Arg Gln
110 115
Thr Lys Leu Ser Ile Thr Gln Ala Val

130

Leu

-10

Gly

Ser

Pro

Gly

55

His

Lys

Val

Gln

Thr

135

Pro

Ser

Ala

Trp

40

His

Lys

Ser

Tyr

Trp

120

Thr

Leu

Gly

Ser

25

Glu

Phe

AsSp

Gly

Phe

105

Gln

Thr

Leu

Pro

10

Met

Leu

His

Tyr

Phe

90

Cys

Ser

Thr

Leu

Ser

Gly

Ala

Gly

Val

75

Leu

Arg

Ile

Gln

Pro

Tyr

Gly

Thr

Gln

60

Asn

Arg

Val

Glu

Arg
140

Pro

Leu

Ser

Ala

45

Ser

Arg

Ile

Glu

Gly

125

Pro

1092

1152

1212

1249
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Ser

Gly

Ser

Ile

190

Gly

Asn

AsSp

Ala

Leu

270

Ser

Leu

Leu

175

Met

Gln

Thr

Pro

Leu

255

Lys

Met

Arg

160

Glu

Ile

Gln

Glu

Lys

240

Ser

Ser

Thr

145

Val

Thr

Leu

Arg

Glu

225

Leu

Ser

Pro

Thr

Thr

Ala

Gly

Thr

210

Pro

Asn

Ser

Gln

Thr

Gln

Val

Leu

195

Lys

Tyr

Pro

Thr

Asn

275

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N°:3:

ES 2338283 T3

Trp

Gly

Gly

180

Ile

Ala

Glu

Lys

Ser

260

Glu

Arg

Lys

165

Val

Cys

Thr

Asn

Asp

245

Pro

Thr

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 376 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE HEBRA: sencilla

(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADNc

(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: CDS

(B) POSICION: 78..374

Leu

150

Arg

Ala

Leu

Thr

Ile

230

AsSp

Arg

Leu

Ser

Arg

Val

Leu

Pro

215

Arg

Gly

Ala

Tyr

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

Ser

Ser

Ala

Arg

200

Ala

Asn

Ile

Pro

Ser

280

Thr

AsSp

Val

185

Trp

Arg

Glu

Val

Pro

265

Val

Thr

Ser

170

Thr

Arg

Glu

Gly

Tyr

250

Ser

Leu

Thr

155

Trp

Val

Arg

Pro

Gln

235

Ala

His

Lys

Thr

His

Leu

Arg

Phe

220

Asn

Ser

Arg

Ala

Thr

Ile

Gly

Lys

205

Gln

Thr

Leu

Pro

CCCCAGTGTC CCTAGACAGA GCATCCTTGC CTTCCTGATG GCTTTGCTGA TCTCGCTTCC

CTGGAGGGAC TCCAGCC ATG GCT CAG GTC CTG CTT CTG CTC TCA TCA GGC

Met Ala Gln Val Leu Leu Leu Leu Ser Ser Gly

1

5

10

60

110
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ES 2338 283 T3

TGT CTG CAT GCT GGA AAT TCA GAA AGA TAC AAC AGA AAA AAT GGC TTT
Cys Leu His Ala Gly Asn Ser Glu Arg Tyr Asn Arg Lys Asn Gly Phe
15 20 25
GGG GTC AAC CAA CCT GAA CGC TGC TCT GGA GTC CAG GGT GGC TCC ATC
Gly Val Asn Gln Pro Glu Arg Cys Ser Gly Val Gln Gly Gly Ser Ile
30 35 40
GAC ATC CCC TTC TCC TTC TAT TTC CCC TGG AAG TTG GCC AAG GAT CCA
Asp Ile Pro Phe Ser Phe Tyr Phe Pro Trp Lys Leu Ala Lys Asp Pro
45 50 55

CAG ATG AGC ATA GCC TGG AAA TGG AAG GAT TTC CAT GGG GAA GTC ATC

Gln Met Ser Ile Ala Trp Lys Trp Lys Asp Phe His Gly Glu Val Ile
60 65 70 75

TAC AAC TCC TCC CTG CCT TTC ATA CAT GAG CAC TTC AAG GGC CGG CTC

Tyr Asn Ser Ser Leu Pro Phe Ile His Glu His Phe Lys Gly Arg Leu

80 85 90
ATC CTG AAC TGG ACA CAG GGT CAG AC
Ile Leu Asn Trp Thr Gln Gly Gln

95

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N°:4:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 99 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: proteina

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N°:4:

Met Ala Gln Val Leu Leu Leu Leu Ser Ser Gly Cys Leu His Ala Gly
1 5 10 15
Asn Ser Glu Arg Tyr Asn Arg Lys Asn Gly Phe Gly Val Asn Gln Pro
20 25 30
Glu Arg Cys Ser Gly Val Gln Gly Gly Ser Ile Asp Ile Pro Phe Ser
35 40 45
Phe Tyr Phe Pro Trp Lys Leu Ala Lys Asp Pro Gln Met Ser Ile Ala

50 55 60

158

206

254

302

350

376
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ES 2338283 T3

Trp Lys Trp Lys Asp Phe His Gly Glu Val Ile Tyr Asn Ser Ser Leu

65 70 75

Pro Phe Ile His Glu His Phe Lys Gly Arg Leu Ile Leu Asn Trp Thr

85 90 95

Gln Gly Gln

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N°:5:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 1279 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE HEBRA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADNc

(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: CDS
(B) POSICION: 155..1015

(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: caracteristicas_varias
(B) POSICION: 1247
(D) OTRA INFORMACION: /nota = Y en el nucleétido 1247 puede ser C o T

(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: péptido_maduro
(B) POSICION: 218..1015

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N°:5:

ACCGGTCCGG AATTCCCGGG TCGACCCACG CGTCCGGGAA GCCCCATAGG CAGGAGGCCC
CCGGGCAGCA CATCCTGTCT GCTTGTGICT GCTGCAGAGT TCTGTCCTTG CATTGGTGCG
CCTCAGGCCA GGCTGCACTG CTGGGACCTG GGCC ATG TCT CCC CAC CCC ACC

Met Ser Pro His Pro Thr

-21 =20
GCC CTC CTG GGC CTA GTG CTC TGC CTG GCC CAG ACC ATC CAC ACG CAG
Ala Leu Leu Gly Leu Val Leu Cys Leu Ala Gln Thr Ile His Thr Gln

-15 -10 -5 1

80

60

120

172

220



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

GAG

Glu

ATC

Ile

GTT

Val

ACT
Thr

50
CGC

Arg

TAT

Tyr

CTG

Leu

GGC

Gly

GAG
Glu
130
CTC

Leu

CTC

Leu

GAA

Glu

CCcC

Pro

CAA
Gln

35
GAA

Glu

ATT

Ile

TAT

Tyr

GTG

Val

TCC
Ser
115
CAT

His

ATC

Ile

TTC

Phe

GAT CTG

Asp Leu

5

CTG GGG

Leu Gly
20

ACA TTC

Thr Phe

GAT GTG

Asp Val

GAC TCA

Asp Ser

AAG CCC
Lys Pro

85

Lys Glu
100
TCA GCT

Ser Ala

GCA CCT

Ala Pro

GGG GTC

Gly val

TGC CTC
Cys Leu

165

CcccC

Pro

AGC

Ser

CGC

Arg

TCT

Ser

GTA
Val
70

CCT

Pro

ACC

Thr

GGA

Gly

GCT

Ala

TCA
Ser
150
CAT

His

AGA

Arg

CAT

His

CTG

Leu

CAA
Gln

55
AGT

Ser

Lys

TCT

Ser

CcccC

Pro

TCC
Ser
135
GTG

Val

CGC

Arg

CcccC

Pro

GTG

Val

GAG
Glu

40
GCT

Ala

GAA

Glu

TGG

Trp

GGA

Gly

ACG
Thr
120
CAA

Gln

GTC

Val

CAG

Gln

ES 2338 283 T3

TCC

Ser

ACT
Thr

25
AGG

Arg

AGT

Ser

GGA

Gly

TCT

Ser

GGC
Gly
105
CAG

Gln

GGC

Gly

TTC

Phe

AAT

Asn

ATC
Ile

10
TTC

Phe

GAG

Glu

CCA

Pro

AAT

Asn

GAG
Glu

90
CCG

Pro

AGG

Arg

CTG

Leu

CTC

Leu

CAG
Gln

170

TCG

Ser

GTG

Val

AGT

Ser

TCT

Ser

GCC
Ala
75

CAG

Gln

GAC

AsSp

CCG

Pro

Lys

TTC
Phe
155
ATA

Ile

GCT

Ala

TGC

Cys

AGA

Arg

GAG
Glu

60
GGG

Gly

AGT

Ser

TCC

Ser

TCG

Ser

GCT
Ala
140
TGT

Cys

ARG

Lys

GAG

Glu

CGG

Arg

TCC
Ser

45
TCA

Ser

CCT

Pro

GAC

AsSp

CCG

Pro

GAC
AsSp
125
GAG

Glu

CTC

Leu

CAG

Gln

CcCA

Pro

GGC
Gly

30
ACA

Thr

GAG

Glu

TAT

Tyr

TAC

Tyr

GAC
AsSp
110
AAC

Asn

CAT

His

CTC

Leu

GGG

Gly

GGC
Gly

15
CCG

Pro

TAC

Tyr

GCC

Ala

CGC

Arg

CTG
Leu

95
ACA

Thr

AGT

Ser

CTG

Leu

CTC

Leu

CCcC
Pro

175

ACC

Thr

GTT

Val

AAT

Asn

AGA

Arg

TGC
Cys
80

GAG

Glu

GAG

Glu

CAC

His

TAT

Tyr

CTG
Leu
160
CCcC

Pro

GTG

Val

GGG

Gly

GAT

AsSp

TTC
Phe

65
ATC

Ile

CTG

Leu

CCcC

Pro

AAT

Asn

ATT
Ile
145
GTC

Val

AGA

Arg

268

316

364

412

460

508

556

604

652

700

748
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ES 2338283 T3

AGC AAG GAC GAG GAG CAG AAG CCA CAG CAG AGG CCT GAC CTG GCT GTT
Ser Lys Asp Glu Glu Gln Lys Pro Gln Gln Arg Pro Asp Leu Ala Val
180 185 190
GAT GTT CTA GAG AGG ACA GCA GAC AAG GCC ACA GTC AAT GGA CTT CCT
Asp Val Leu Glu Arg Thr Ala Asp Lys Ala Thr Val Asn Gly Leu Pro
195 200 205
GAG AAG GAC AGA GAG ACG GAC ACC TCG GCC CTG GCT GCA GGG AGT TCC
Glu Lys Asp Arg Glu Thr Asp Thr Ser Ala Leu Ala Ala Gly Ser Ser
210 215 220 225
CAG GAG GTG ACG TAT GCT CAG CTG GAC CAC TGG GCC CTC ACA CAG AGG
Gln Glu Val Thr Tyr Ala Gln Leu Asp His Trp Ala Leu Thr Gln Arg
230 235 240
ACA GCC CGG GCT GTG TCC CCA CAG TCC ACA AAG CCC ATG GCC GAG TCC
Thr Ala Arg Ala Val Ser Pro Gln Ser Thr Lys Pro Met Ala Glu Ser
245 250 255
ATC ACG TAT GCA GCC GTT GCC AGA CAC TGACCCCATA CCCACCTGGC
Ile Thr Tyr Ala Ala Val Ala Arg His
260 265
CTCTGCACCT GAGGGTAGAA AGTCACTCTA GGAAAAGCCT GAAGCAGCCA TTTGGAAGGC
TTCCTGTTGG ATTCCTCTTC ATCTAGAAAG CCAGCCAGGC AGCTGTCCTG GAGACAAGAG
CTGGAGACTG GAGGTTTCTA ACCAGCATCC AGAAGGTTCG TTAGCCAGGT GGTCCCTTCT
ACAATCGGAC AGCTCCTTGG ACAGACTGTT TYTCAGTTAT TTCCAAAAAC CCAGCTACAG

TTCC

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N°:6:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 287 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: proteina

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N°:6:

Met Ser Pro His Pro Thr Ala Leu Leu Gly Leu Val Leu Cys Leu Ala
-21 -20 -15 -10
Gln Thr Ile His Thr Gln Glu Glu Asp Leu Pro Arg Pro Ser Ile Ser

-5 1 5 10

796

844

892

940

988

1035

1095

1155

1215

1275

1279
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ES 2338 283 T3

Ala Glu Pro Gly Thr Val Ile Pro Leu Gly Ser

15 20
Cys Arg Gly Pro Val Gly Val Gln Thr
30 35
Arg Ser Thr Tyr Asn Asp Thr Glu Asp
45 50
Glu Ser Glu Ala Arg Phe Arg Ile Asp
60 65
Gly Pro Tyr Arg Cys Ile Tyr Tyr Lys
80
Ser Asp Tyr Leu Glu Leu Leu Val Lys
95 100
Ser Pro Asp Thr Glu Pro Gly Ser Ser
110 115
Ser Asp Asn Ser His Asn Glu His Ala
125 130
Ala Glu His Leu Tyr Ile Leu Ile Gly
140 145
Cys Leu Leu Leu Leu Val Leu Phe Cys
160
Lys Gln Gly Pro Pro Arg Ser Lys Asp
175 180
Arg Pro Asp Leu Ala Val Asp Val Leu
190 195
Thr Val Asn Gly Leu Pro Glu Lys Asp
205 210
Leu Ala Ala Gly Ser Ser Gln Glu Val
220 225
Trp Ala Leu Thr Gln Arg Thr Ala Arg
240
Lys Pro Met Ala Glu Ser Ile Thr Tyr

255 260

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N°:7:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 1728 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE HEBRA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

10

Phe

Val

Ser

Pro

85

Glu

Ala

Pro

Val

Leu

165

Glu

Glu

Arg

Thr

Ala

245

Ala

Arg

Ser

Val

70

Pro

Thr

Gly

Ala

Ser

150

His

Glu

Arg

Glu

Tyr

230

Val

Ala

His

Leu

Gln

55

Ser

Lys

Ser

Pro

Ser

135

Val

Arg

Gln

Thr

Thr

215

Ala

Ser

Val

Val

Glu

40

Ala

Glu

Trp

Gly

Thr

120

Gln

Val

Gln

Lys

Ala

200

AsSp

Gln

Pro

Ala

Thr

25

Arg

Ser

Gly

Ser

Gly

105

Gln

Gly

Phe

Asn

Pro

185

Asp

Thr

Leu

Gln

Arg
265

Phe

Glu

Pro

Asn

Glu

90

Pro

Arg

Leu

Leu

Gln

170

Gln

Lys

Ser

AsSp

Ser

250

His

Val

Ser

Ser

Ala

75

Gln

AsSp

Pro

Lys

Phe

155

Ile

Gln

Ala

Ala

His

235

Thr
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(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc
(ix) CARACTERISTICA:

(A) NOMBRE/CLAVE: CDS
(B) POSICION: 69..929

(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: péptido_maduro
(B) POSICION: 132..929

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N°:7:

ARAAGGCTGCA GAGTTCTGTC CTTGCATTGG

CCTGGGCC ATG TCT CCC CAC CCC ACC

CTG

Leu

ATC

Ile

10

TTC

Phe

GAG

Glu

CCA

Pro

AAT

Asn

GCC

Ala

TCG

Ser

GTG

Val

AGT

Ser

TCT

Ser

GCC

Ala

75

Met Ser Pro His Pro Thr

-21 =20

CAG
Gln

-5
GCT

Ala

TGC

Cys

AGA

Arg

GAG
Glu

60
GGG

Gly

ACC

Thr

GAG

Glu

CGG

Arg

TCC
Ser

45
TCA

Ser

CCT

Pro

ATC

Ile

CCA

Pro

GGC
Gly

30
ACA

Thr

GAG

Glu

TAT

Tyr

CAC

His

GGC
Gly

15
CCG

Pro

TAC

Tyr

GCC

Ala

CGC

Arg

ACG

Thr

ACC

Thr

GTT

Val

AAT

Asn

AGA

Arg

TGC
Cys
80

CAG

Gln

GTG

Val

GGG

Gly

GAT

Asp

TCC
Phe

65
ATC

Ile

GCC CTC CTG GGC CTA GTG CTC TGC

Ala Leu Leu Gly Leu Val Leu Cys

-15
GAG

Glu

ATC

Ile

GTT

Val

ACT
Thr

50
CGC

Arg

TAT

Tyr

GAA

Glu

CcccC

Pro

CAA
Gln

35
GAA

Glu

ATT

Ile

TAT

Tyr

11

GAT

AsSp

CTG
Leu

20
ACA

Thr

GAT

AsSp

GAC

AsSp

ARG

Lys

ES 2338283 T3

CTG

Leu

GGG

Gly

TTC

Phe

GTG

Val

TCA

Ser

ccc
Pro

85

CcccC

Pro

AGC

Ser

CGC

Arg

TCT

Ser

GTA
Val

70
CCT

Pro

-10

AGA

Arg

CAT

His

CTG

Leu

CAA
Gln

55
AGT

Ser

Lys

CcccC

Pro

GTG

Val

GAG
Glu

40
GCT

Ala

GAA

Glu

TGG

Trp

TGCGCCTCAG GCCAGGCTGC ACTGCTGGGA

TCC

Ser

ACT
Thr

25
AGG

Arg

AGT

Ser

GGA

Gly

TCT

Ser

60

120

158

206

254

302

350

398
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GAG
Glu

90
CCG

Pro

AGG

Arg

CTG

Leu

CTC

Leu

CAG
Gln
170
CAG

Gln

AMG

Lys

TCG

Ser

GAC

AsSp

TCC
Ser

250

CAG AGT

Gln Ser

GAC TCC

Asp Ser

CCG TCG

Pro Ser

AAA GCT

Lys Ala
140

TTC TGT

Phe Cys

155

ATA AAG

Ile Lys

CAG AGG

Gln Arg

GCC ACA

Ala Thr

GCC CTG

Ala Leu
220

CAC TGG

His Trp

235

ACA AAG

Thr Lys

GAC

Asp

CCG

Pro

GAC
Asp
125
GAG

Glu

CTC

Leu

CAG

Gln

CCT

Pro

GTC
Val
205
GCT

Ala

GCC

Ala

CcccC

Pro

TAC

Tyr

GAC
Asp
110
AAC

Asn

CAT

His

CTC

Leu

GGG

Gly

GAC
Asp
190
AAT

Asn

GCA

Ala

CTC

Leu

ATG

Met

CTG
Leu

95
ACA

Thr

AGT

Ser

CTG

Leu

CTC

Leu

ccc
Pro
175
CTG

Leu

GGA

Gly

GGG

Gly

ACA

Thr

GCC
Ala

255

GAG

Glu

GAG

Glu

CAC

His

TAT

Tyr

CTG
Leu
160
ccc

Pro

GCT

Ala

CTT

Leu

AGT

Ser

CAG
Gln
240
GAG

Glu

ES 2338 283 T3

CTG

Leu

CcccC

Pro

AAT

Asn

ATT
Ile
145
GTC

Val

AGA

Arg

GTT

Val

CCT

Pro

TCC
Ser
225
AGG

Arg

TCC

Ser

CTG

Leu

GGC

Gly

GAG
Glu
130
CTC

Leu

CTC

Leu

AGC

Ser

GAT

AsSp

GAG
Glu
210
CAG

Gln

ACA

Thr

ATC

Ile

GTG

Val

TCC
Ser
115
CAT

His

ATC

Ile

TTC

Phe

ARG

Lys

GTT
Val
195
AAG

Lys

GAG

Glu

GCC

Ala

ACG

Thr

12

Lys
100
TCA

Ser

GCA

Ala

GGG

Gly

TGC

Cys

GAC
AsSp
180
CTA

Leu

GAC

AsSp

GTG

Val

CGG

Arg

TAT
Tyr
260

GAA

Glu

GCT

Ala

CCT

Pro

GTC

Val

CTC
Leu
165
GAG

Glu

GAG

Glu

AGA

Arg

ACG

Thr

GCT
Ala
245
GCA

Ala

ACC

Thr

GGA

Gly

GCT

Ala

TCA
Ser
150
CAT

His

GAG

Glu

AGG

Arg

GAG

Glu

TAT
Tyr
230
GTG

Val

GCC

Ala

TCT

Ser

CCcC

Pro

TCC
Ser
135
GTG

Val

CGC

Arg

CAG

Gln

ACA

Thr

ACG
Thr
215
GCT

Ala

TCC

Ser

GTT

Val

GGA

Gly

ACG
Thr
120
CAA

Gln

GTC

Val

CAG

Gln

AMG

Lys

GCA
Ala
200
GAC

AsSp

CAG

Gln

CcCA

Pro

GCC

Ala

GGC
Gly
105
CAG

Gln

GGC

Gly

TTC

Phe

AAT

Asn

CCA
Pro
185
GAC

AsSp

ACC

Thr

CTG

Leu

CAG

Gln

AGA
Arg
265

446

494

542

590

638

686

734

782

830

878

926
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ES 2338283 T3

CAC TGACCCCATA CCCACCTGGC CTCTGCACCT GAGGGTAGAA AGTCACTCTA

His

GGAAAAGCCT
CCAGCCAGGC
AGAAGGTTCG
TCTCAGTTAT
ATTCACCTGA
TACAGCCAAT
TGCTGTGAAC
AAGACCTTCC
GCCAAGCCCA
CTCACATCTG
GCCTTCACAG
TTTCTTTTTA

ARAAAAANDDA

GAAGCAGCCA

AGCTGTCCTG

TTAGCCAGGT

TTCCAGAGAC

CTGTTTCCAG

CAGCCGATTT

CTCCAGTGAC

TAGAAGTCAA

GITCTCTGGG

GCAGCCCCAG

TTGTTCAAAG

AAATTTAATT

AAARAAADRDA

TTTGGAAGGC

GAGACAAGAG

GGTCCCTTCT

CCAGCTACAG

AGACCCAGCT

CCTGAGCAGT

CCCAGAGACT

GAGCTAGCCT

TTGTGCTTTA

GCCTGGTCCT

CTGAGTGAGG

GATCAGGATT

AAAARARADNGG

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N°:8:

(A) LONGITUD: 287 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(D) TOPOLOGIA: lineal

Met Ser

-21 =20

Gln Thr

Ala Glu

Cys Arg

Arg Ser
45
Glu

Ser

60

Pro His

Ile His

Pro Gly
15
Gly Pro
30
Thr Tyr

Glu Ala

Pro

Thr

Thr

Val

Asn

Arg

(ii) TIPO DE MOLECULA: proteina
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N°:8:

Thr Ala
-15
Gln Glu

Val Ile

Gly val

Asp Thr
50
Phe Arg

65

Leu

Glu

Pro

Gln

Glu

Ile Asp

TTCCTGTTGG

CTGGAGACTG

ACAATCGAGC

TTCCCTGGCT

AAAGTCACCT

GATGCCACCT

TTGCTGTAAT

TGAGACTGTG

CTCCACGCAT

GGGTGCATAG

GARACAGGAC

GTACGTAARAA

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

Leu Gly

Asp Leu

Leu Gly
20
Thr Phe
35

Asp Val

Ser

13

ATTCCTCTTC
GAGGTTTCTA
AGCTCCTTGG
GITTCTAGAG
GCCTGTTCTA
CCAAGCTTGT
TATCTGCCCT
CTATACACAC
CAATAAATAA
GTCTCTCGGA
TTACGAAAAC

AAAAAADDDA

Leu Val
-10
Pro Arg

Ser His

Arg Leu

40

Ser Gln
55
Val Ser

70

Leu

Pro

Val

Glu

Ala

Glu

ATCTAGAAAG
ACCAGCATCC
ACAGACTGTT
ACCCAGCTTT
AAGGCCCAGC
CCTAGGTGTC
GCTGACCCTA
ACAGCTGAGA
TTTTGAAGGC
CCCACTCTCT
GTGTCAGCGT

AAAAAADDDA

Cys Leu Ala

Ser Ile Ser

10

Thr Phe Val

25

Arg Glu Ser

Ser Pro Ser

Gly Asn Ala

75

979

1039

1099

1159

1219

1279

1339

1399

1459

1519

1579

1639

1699

1728
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ES 2338 283 T3

Gly Pro Tyr Arg Cys Ile Tyr Tyr Lys
80
Ser Asp Tyr Leu Glu Leu Leu Val Lys
95 100
Ser Pro Asp Thr Glu Pro Gly Ser Ser
110 115
Ser Asp Asn Ser His Asn Glu His Ala
125 130
Ala Glu His Leu Tyr Ile Leu Ile Gly
140 145
Cys Leu Leu Leu Leu Val Leu Phe Cys
160
Lys Gln Gly Pro Pro Arg Ser Lys Asp
175 180
Arg Pro Asp Leu Ala Val Asp Val Leu
190 195
Thr Val Asn Gly Leu Pro Glu Lys Asp
205 210
Leu Ala Ala Gly Ser Ser Gln Glu Val
220 225
Trp Ala Leu Thr Gln Arg Thr Ala Arg
240
Lys Pro Met Ala Glu Ser Ile Thr Tyr

255 260

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N°:9:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 568 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE HEBRA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc

(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: CDS
(B) POSICION: 24..428

(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: péptido_maduro
(B) POSICION: 87..428

Pro

85

Glu

Ala

Pro

Val

Leu

165

Glu

Glu

Arg

Thr

Ala

245

Ala

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N°:9:

14

Pro

Thr

Gly

Ala

Ser

150

His

Glu

Arg

Glu

Tyr

230

Val

Ala

Lys

Ser

Pro

Ser

135

Val

Arg

Gln

Thr

Thr

215

Ala

Ser

Val

Trp

Gly

Thr

120

Gln

Val

Gln

Lys

Ala

200

AsSp

Gln

Pro

Ala

Ser

Gly

105

Gln

Gly

Phe

Asn

Pro

185

AsSp

Thr

Leu

Gln

Arg
265

Glu

90

Pro

Arg

Leu

Leu

Gln

170

Gln

Lys

Ser

AsSp

Ser

250

His

Gln

AsSp

Pro

Lys

Phe

155

Ile

Gln

Ala

Ala

His

235

Thr
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ES 2338283 T3

CCACGCGTCC GGGGACCGGG GCC ATG TCT CCA CAC CTC ACT GCT CTC CTG

GGC

Gly

CTT

Leu

GGG

Gly

TTC

Phe

GTG

Val

TCA

Ser

ccc
Pro

85
GGG

Gly

CTA

Leu

CCcC

Pro

AGC

Ser

CGC

Arg

TTT

Phe

GTA
Val

70
CCT

Pro

ACT

Thr

GTG
Val
-10
AGA

Arg

CAT

His

CTG

Leu

CGA
Arg

55
AGT

Ser

GGA

Gly

GTG

Val

CTC

Leu

CcccC

Pro

GTG

Val

GAG
Glu

40
CTT

Leu

GAA

Glu

TGG

Trp

CCA

Pro

TGC

Cys

TCC

Ser

ACT
Thr

25
AGG

Arg

GGT

Gly

GGA

Gly

TCT

Ser

GGC
Gly

105

CTG

Leu

ATC

Ile

10

TTC

Phe

GAG

Glu

CCA

Pro

AAT

Asn

GAG

Glu

90

ACT

Thr

Met Ser Pro His Leu Thr Ala Leu Leu

-21 =20

GCC

Ala

TCG

Ser

ATG

Met

GAT

Asp

TCT

Ser

GCC
Ala

75
CAC

His

GAA

Glu

CAG
Gln

-5
GCT

Ala

TGC

Cys

AGA

Arg

GAG
Glu

60
GGG

Gly

AGT

Ser

GCC

Ala

ACC

Thr

GAG

Glu

CGG

Arg

GCC
Ala

45
TCA

Ser

CTT

Leu

GAC

AsSp

TCC

Ser

ATC CAC

Ile His

CCA GGC

Pro Gly

15

GGC CCG

Gly Pro
30

AAG TAC

Lys Tyr

GAG GCC

Glu Ala

TAT CGC

Tyr Arg

TTC CTG
Phe Leu

95
GGA TTT
Gly Phe

110

TGAATGAGGA GAAATGGCCT CCCGICTTGT GAACTTCAAT

AGCAATAGAA ATGCACAGAT GCCTATACAT ACATATACAA

AAAAANADNAA AAAAAAGGGC

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N°:10:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 135 aminoacidos

(i) TIPO DE MOLECULA: proteina
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N°:10:

(B) TIPO: aminoacido

(D) TOPOLOGIA: lineal

15

ACG

Thr

ACT

Thr

GTT

Val

Lys

AGA

Arg

TGC
Cys

80
GAG

Glu

GAT

AsSp

GGGGAGAAAT AATTAGAATG

ATAAAAAGAT ACGATTCGCA

-15

CAG

Gln

GTG

Val

GGG

Gly

GAT

AsSp

TTC
Phe

65
CTC

Leu

CTG

Leu

GCA

Ala

GAG

Glu

ATC

Ile

GTT

Val

AGT
Ser

50
CAC

His

TAT

Tyr

CTG

Leu

CCA

Pro

GGG

Gly

TCC

Ser

CAA
Gln

35
TAT

Tyr

ATT

Ile

TAT

Tyr

GTG

Val

GCC

Ala

CCG
Pro

20
ACA

Thr

AAT

Asn

GAC

AsSp

AMG

Lys

Lys
100

50

98

146

194

242

290

338

386

428

488

548

568
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Met

-21

Gln

Ala

Cys

Arg

Glu

60

Gly

Ser

Ala

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N°:11:

Ser

-20

Thr

Glu

Arg

Ala

45

Ser

Leu

Asp

Ser

Pro

Ile

Pro

Gly

30

Lys

Glu

Tyr

Phe

Gly

110

His

His

Gly

15

Pro

Tyr

Ala

Arg

Leu

95

Phe

Leu

Thr

Thr

Val

Lys

Arg

Cys

80

Glu

AsSp

ES 2338 283 T3

Thr

Gln

Val

Gly

Asp

Phe

65

Leu

Leu

Ala

Ala Leu
-15

Glu Gly

Ile Ser

Val Gln

35

Ser Tyr

50

His Ile

Tyr Tyr

Leu Val

Pro

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 1620 pares de bases

(B) TIPO: 4cido nucleico

(C) TIPO DE HEBRA: sencilla

(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc

(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: CDS

(B) POSICION: 81..1397

Leu

Ala

Pro

20

Thr

Asn

AsSp

Lys

Lys
100

Gly

Leu

Gly

Phe

Val

Ser

Pro

85

Gly

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N°:11:

16

Leu

Pro

Ser

Arg

Phe

Val

70

Pro

Thr

Val

-10

Arg

His

Leu

Arg

55

Ser

Gly

Val

Leu

Pro

Val

Glu

40

Leu

Glu

Trp

Pro

Cys

Ser

Thr

25

Arg

Gly

Gly

Ser

Gly

105

Leu

Ile

10

Phe

Glu

Pro

Asn

Glu

90

Thr

Ala

Ser

Met

AsSp

Ser

Ala

75

His

Glu
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GTCGACCCAC GCGTCCGCCT CTGTCCTGCC AGCACCGAGG GCTCATCCAT CCACAGAGCA

ES 2338283 T3

GTGCAGTGGG AGGAGACGCC ATG ACC CCC ATC CTC ACG GTC CTG ATC TGT

CTC

Leu

CCcC

Pro

AGT

Ser

CAT

His

CAG
Gln

75
GAA

Glu

CTC

Leu

AGC

Ser

GGG

Gly

GGG

Gly

AMG

Lys

CCT

Pro

CTA
Leu

60
GAG

Glu

CAT

His

TCA

Ser

Lys

AAT
Asn

140

CTG

Leu

CcccC

Pro

GTG
Val

45
TAT

Tyr

CTT

Leu

GCA

Ala

GAG

Glu

CcccC
Pro
125
GTG

Val

AGC

Ser

ACC
Thr

30
ACC

Thr

AGA

Arg

GTG

Val

GGG

Gly

AGC
Ser
110
ACC

Thr

ACC

Thr

CTG
Leu

15
CTC

Leu

CTC

Leu

GAA

Glu

ARG

Lys

CGG
Arg

95
AGT

Ser

CTC

Leu

ATC

Ile

Met Thr Pro Ile Leu Thr Val Leu Ile Cys

GAC

Asp

TGG

Trp

AGG

Arg

AMG

Lys

AAG
Lys

80
TAT

Tyr

GAC

Asp

TCA

Ser

CAG

Gln

1
CcccC

Pro

GCT

Ala

TGT

Cys

Lys
65
GGC

Gly

TGC

Cys

CcccC

Pro

GCT

Ala

TGT
Cys
145

AGG

Arg

GAG

Glu

CAG
Gln

50
ACA

Thr

CAG

Gln

TGT

Cys

CTG

Leu

CTG
Leu
130
GAC

AsSp

ACC

Thr

CCA
Pro

35
GGG

Gly

GCA

Ala

TTC

Phe

ATC

Ile

GAG
Glu
115
ccc

Pro

TCA

Ser

CAC
His

20
GGC

Gly

AGC

Ser

CTC

Leu

CcccC

Pro

TAT
Tyr
100
CTG

Leu

AGC

Ser

CAG

Gln

17

5
GTG

Val

TCT

Ser

CTG

Leu

TGG

Trp

ATC
Ile

85
GGC

Gly

GTG

Val

CCT

Pro

GTG

Val

CAG

Gln

GTG

Val

GAG

Glu

ATT

Ile

70

CTA

Leu

AGC

Ser

GTG

Val

GTG

Val

GCA

Ala

150

GCA

Ala

ATC

Ile

ACG
Thr

55
ACA

Thr

TCC

Ser

CAC

His

ACA

Thr

GTG
Val
135
TTT

Phe

GGG

Gly

ACC
Thr

40
CAG

Gln

CGG

Arg

ATC

Ile

ACT

Thr

GGA
Gly
120
ACC

Thr

GAT

AsSp

10
CCC CTC
Pro Leu

25
CAA GGG

Gln Gly

GAG TAC

Glu Tyr

ATC CCA

Ile Pro

ACC TGG

Thr Trp
90

GCA GGC

Ala Gly

105

GCC TAC

Ala Tyr

TCA GGA

Ser Gly

GGC TTC

Gly Phe

60

110

158

206

254

302

350

398

446

494

542
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ATT
Ile
155
CAT

His

GTG

Val

CGC

Arg

GTC

Val

GTC
Val
235
GGC

Gly

CAG

Gln

ACC

Thr

GGT

Gly

GAC
AsSp
315

CTG

Leu

TCC

Ser

AGC

Ser

GCT

Ala

CCA
Pro
220
GTG

Val

TAC

Tyr

CGC

Arg

CTG

Leu

GCA
Ala
300
ATC

Ile

TGT

Cys

CAT

His

CCA

Pro

ccc
Pro
205
GGT

Gly

GCC

Ala

GAC

Asp

CCT

Pro

GGC
Gly
285
TAC

Tyr

CTG

Leu

ARG

Lys

GCC

Ala

AGT
Ser
190
TAT

Tyr

GTT

Val

CCT

Pro

AGA

Arg

GGC
Gly
270
CCT

Pro

AAC

Asn

ATC

Ile

GAA

Glu

CGT
Arg
175
CGC

Arg

GTG

Val

TCT

Ser

GGG

Gly

TTT
Phe
255
CGG

Arg

GTG

Val

CTC

Leu

ACA

Thr

GGA
Gly
160
GGG

Gly

AGG

Arg

TGG

Trp

ARG

Lys

GAG
Glu
240
GTT

Val

CAG

Gln

AGC

Ser

TCC

Ser

GGA
Gly

320

GAA

Glu

TCA

Ser

TGG

Trp

TCT

Ser

AAG
Lys
225
AAG

Lys

CTG

Leu

CcccC

Pro

CGC

Arg

TCC
Ser
305
CAG

Gln

ES 2338 283 T3

GAT GAA

Asp Glu

TCC CGG

Ser Arg

TCG TAC

Ser Tyr
195

CTA CCC

Leu Pro

210

CCA TCA

Pro Ser

CTG ACC

Leu Thr

TAC AAG

Tyr Lys

CAG GCT

Gln Ala
275

TCC TAC

Ser Tyr

290

GAG TGG

Glu Trp

ATC CGT

Ile Arg

CAC

His

GCC
Ala
180
AGG

Arg

AGT

Ser

CTC

Leu

TTC

Phe

GAG
Glu
260
GGG

Gly

GGG

Gly

TCG

Ser

GCC

Ala

18

CCA
Pro
165
ATC

Ile

TGC

Cys

GAT

AsSp

TCA

Ser

CAG
Gln
245
TGG

Trp

CTC

Leu

GGC

Gly

GCC

Ala

AGA
Arg
325

CAA

Gln

TTC

Phe

TAT

Tyr

CTC

Leu

GTG
Val
230
TGT

Cys

GGA

Gly

TCC

Ser

CAG

Gln

CCcC
Pro
310
CcccC

Pro

TGC

Cys

TCC

Ser

GGT

Gly

CTG
Leu
215
CAG

Gln

GGC

Gly

CGT

Arg

CAG

Gln

TAC
Tyr
295
AGC

Ser

TTC

Phe

CTG

Leu

GTG

Val

TAT
Tyr
200
GGG

Gly

CCG

Pro

TCT

Ser

GAC

AsSp

GCC
Ala
280
ACA

Thr

GAC

AsSp

CTC

Leu

AAC

Asn

GGC
Gly
185
GAC

AsSp

CTC

Leu

GGT

Gly

GAT

AsSp

TTC
Phe
265
AAC

Asn

TGC

Cys

CCcC

Pro

TCC

Ser

TCC

Ser

170

CCcC

Pro

TCG

Ser

CTG

Leu

CCT

Pro

GCC

Ala

250

CTC

Leu

TTC

Phe

TCC

Ser

CTG

Leu

GTG

Val

330

590

638

686

734

782

830

878

926

974

1022

1070
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CGG

Arg

CAG

Gln

GCT

Ala

CAG

Gln

TAC
Tyr
395
CcccC

Pro

AGC

Ser

CCG

Pro

TCA

Ser

GAT

Asp

GCT
Ala
380
AGG

Arg

AGT

Ser

CCA

Pro

GGC

Gly

CAG

Gln

TCC
Ser
365
GAA

Glu

TGC

Cys

GAC

Asp

CCA

Pro

CcccC

Pro

GGA
Gly
350
CCG

Pro

TTC

Phe

TAC

Tyr

CcccC

Pro

CAA
Gln

430

ACA
Thr
335
GGG

Gly

CTG

Leu

CCcC

Pro

GGC

Gly

CTG
Leu
415
AAC

Asn

GTG

Val

ATG

Met

CGT

Arg

ATG

Met

TCA
Ser
400
GAG

Glu

ARG

Lys

GCC

Ala

CAC

His

CTA

Leu

AGT
Ser
385
CTC

Leu

CTC

Leu

TCC

Ser

ES 2338283 T3

TCA

Ser

ACT

Thr

Lys
370
CCT

Pro

AGC

Ser

GTG

Val

GAC

AsSp

GGA

Gly

TTC
Phe
355
TCA

Ser

GTG

Val

TCC

Ser

GTC

Val

TCC
Ser

435

GAG
Glu
340
CTT

Leu

ARG

Lys

ACC

Thr

AAC

Asn

TCA
Ser
420
AAG

Lys

AAC

Asn

TTG

Leu

CGC

Arg

TCG

Ser

ccc
Pro
405
GGA

Gly

GCT

Ala

CTTGCCGTGA TGACGCTGGG CACAGAGGGT CAGGTCCTGT

GGGTGGACAT TTGAAGAATT ATATTCATTC CAACTTGAAG

AATGTATATG TGAAGTACTT TATTCTTTCA TATTTTAAAA

AAAAAADAAAA AAAAAAAAARA AAAGGGCGGC CGC

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N°:12:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 439 aminoacidos

(B) TIPO: aminoacido

(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: proteina
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N°:12:

Met Thr Pro Ile Leu Thr Val Leu Ile Cys Leu Gly Leu Ser Leu Asp

1

5

19

10

GTG

Val

ACC

Thr

CAA

Gln

GCC
Ala
390
TAC

Tyr

GCA

Ala

GGT

Gly

CAAGAGGAGC TGGGTGTCCT

AATTATTCAA CACCTTTAAC

ATAAAAGATA ATTATCCATG

ACC

Thr

AMG

Lys

TCT
Ser
375
CAC

His

CTG

Leu

GCT

Ala

GAG

Glu

CTG

Leu

GAG
Glu
360
CAT

His

GCG

Ala

CTG

Leu

GAG

Glu

CTG
Leu
345
GGG

Gly

AMG

Lys

GGG

Gly

ACT

Thr

ACC
Thr

425

TGT

Cys

GCA

Ala

TAC

Trp

ACC

Thr

CAC
His
410
CTC

Leu

TGAGGAGATG

15

1118

1166

1214

1262

1310

1358

1407

1467

1527

1587

1620
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Pro

Ala

Cys

Lys

65

Gly

Cys

Pro

Ala

Cys

145

Glu

Ser

Trp

Ser

Lys

225

Lys

Leu

Pro

Arg

Glu

Gln

50

Thr

Gln

Cys

Leu

Leu

130

Asp

Asp

Ser

Ser

Leu

210

Pro

Leu

Tyr

Gln

Thr

Pro

35

Gly

Ala

Phe

Ile

Glu

115

Pro

Ser

Glu

Arg

Tyr

195

Pro

Ser

Thr

Lys

Ala

275

His

20

Gly

Ser

Leu

Pro

Tyr

100

Leu

Ser

Gln

His

Ala

180

Arg

Ser

Leu

Phe

Glu

260

Gly

Val

Ser

Leu

Trp

Ile

85

Gly

Val

Pro

Val

Pro

165

Ile

Cys

AsSp

Ser

Gln

245

Trp

Leu

ES 2338 283 T3

Gln

Val

Glu

Ile

70

Leu

Ser

Val

Val

Ala

150

Gln

Phe

Tyr

Leu

Val

230

Cys

Gly

Ser

Ala

Ile

Thr

55

Thr

Ser

His

Thr

Val

135

Phe

Cys

Ser

Gly

Leu

215

Gln

Gly

Arg

Gln

Gly

Thr

40

Gln

Arg

Ile

Thr

Gly

120

Thr

Asp

Leu

Val

Tyr

200

Gly

Pro

Ser

Asp

Ala

280

Pro

25

Gln

Glu

Ile

Thr

Ala

105

Ala

Ser

Gly

Asn

Gly

185

AsSp

Leu

Gly

AsSp

Phe

265

Asn

20

Leu

Gly

Tyr

Pro

Trp

90

Gly

Tyr

Gly

Phe

Ser

170

Pro

Ser

Leu

Pro

Ala

250

Leu

Phe

Pro

Ser

His

Gln

75

Glu

Leu

Ser

Gly

Ile

155

His

Val

Arg

Val

Val

235

Gly

Gln

Thr

Lys

Pro

Leu

60

Glu

His

Ser

Lys

Asn

140

Leu

Ser

Ser

Ala

Pro

220

Val

Tyr

Arg

Leu

Pro

Val

45

Tyr

Leu

Ala

Glu

Pro

125

Val

Cys

His

Pro

Pro

205

Gly

Ala

AsSp

Pro

Gly

285

Thr

30

Thr

Arg

Val

Gly

Ser

110

Thr

Thr

Lys

Ala

Ser

190

Tyr

Val

Pro

Arg

Gly

270

Pro

Leu

Leu

Glu

Lys

Arg

95

Ser

Leu

Ile

Glu

Arg

175

Arg

Val

Ser

Gly

Phe

255

Arg

Val

Trp

Arg

Lys

Lys

80

Tyr

AsSp

Ser

Gln

Gly

160

Gly

Arg

Trp

Lys

Glu

240

Val

Gln

Ser
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Arg

Ser

305

Gln

Ala

His

Leu

Ser

385

Leu

Leu

Ser

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N°:13:

Ser

290

Glu

Ile

Ser

Thr

Lys

370

Pro

Ser

Val

Asp

Tyr

Trp

Arg

Gly

Phe

355

Ser

Val

Ser

Val

Ser

435

Gly

Ser

Ala

Glu

340

Leu

Lys

Thr

Asn

Ser

420

Lys

Gly

Ala

Arg

325

Asn

Leu

Arg

Ser

Pro

405

Gly

Ala

ES 2338283 T3

Gln

Pro

310

Pro

Val

Thr

Gln

Ala

390

Tyr

Ala

Gly

Tyr Thr

295

Ser AsSp

Phe Leu

Thr Leu

Lys Glu

360

Ser His

375

His Ala

Leu Leu

Ala Glu

Glu

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 2197 pares de bases

(B) TIPO: acido nucleico

(C) TIPO DE HEBRA: sencilla

(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADNc

(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: CDS
(B) POSICION: 191..1483

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

Cys

Pro

Ser

Leu

345

Gly

Lys

Gly

Thr

Thr

425

Ser

Leu

Val

330

Cys

Ala

Trp

Thr

His

410

Leu

Gly

AsSp

315

Arg

Gln

Ala

Gln

Tyr

395

Pro

Ser

Ala

300

Ile

Pro

Ser

AsSp

Ala

380

Arg

Ser

Pro

Tyr

Leu

Gly

Gln

Ser

365

Glu

Cys

AsSp

Pro

Asn

Ile

Pro

Gly

350

Pro

Phe

Tyr

Pro

Gln

430

Leu

Thr

Thr

335

Gly

Leu

Pro

Gly

Leu

415

Asn

Ser

Gly

320

Val

Met

Arg

Met

Ser

400

Glu

Lys

GTCGACCCAC GCGTCCGGTC AACTTTTCTT CCCCTACTTC CCTGCATTTC TCCTCTGTGC

TCACTGCCAC ACGCAGCTCA ACCTGGACGG CACAGCCAGA TGCGAGATGC GTCTCTGCTG

ATCTGAGTCT GCCTGCAGCA TGGACCTGGG TCTTCCCTGA AGCATCTCCA GGGCTGGAGG

21

60

120

180
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ES 2338 283 T3

GACGACTGCC ATG CAC CGA GGG CTC ATC CAT CCG CAG AGC AGG GCA GTG

GGA

Gly

CTG
Leu

30
CcccC

Pro

GTC

Val

TAT

Tyr

CTT

Leu

ACA
Thr
110
CTC

Leu

ACC

Thr

ACC

Thr

GGA
Gly

15
AGT

Ser

ACC

Thr

ACC

Thr

AGG

Arg

GTC
Val

95
GGG

Gly

AGT

Ser

CTC

Leu

CTC

Leu

Met His Arg Gly Leu Ile His Pro Gln Ser Arg Ala Val

GAC

AsSp

CTG

Leu

CTG

Leu

CTC

Leu

GAG
Glu

80
AAG

Lys

CGA

Arg

GAC

Asp

TCA

Ser

CAG
Gln

160

1
GCC

Ala

GGC

Gly

TGG

Trp

AGT
Ser

65

Lys

AAC

Asn

TAT

Tyr

CcccC

Pro

GCC
Ala
145
TGT

Cys

ATG

Met

CcccC

Pro

GCT
Ala

50
TGT

Cys

Lys

GGC

Gly

GGC

Gly

CTG
Leu
130
CAG

Gln

GAG

Glu

ACC

Thr

AGG
Arg

35
GAG

Glu

CAG

Gln

TCA

Ser

CAG

Gln

TGT
Cys
115
GTG

Val

CCcC

Pro

TCA

Ser

ccc
Pro

20
ACC

Thr

CCA

Pro

GGG

Gly

GCA

Ala

TTC
Phe
100
CAG

Gln

CTG

Leu

AGC

Ser

CAG

Gln

5
ATC

Ile

CAC

His

GAC

Asp

AGC

Ser

TCT
Ser

85
CAC

His

TAT

Tyr

GTG

Val

CCT

Pro

GTG
Val

165

GTC ACA

Val Thr

GTG CAG

Val Gln

TCT GTG

Ser Val

55

CTT GAA

Leu Glu
70

TGG ATT

Trp Ile

ATC CCA

Ile Pro

TAC AGC

Tyr Ser

ATG ACA

Met Thr
135

GTG GTG

Val Vval

150

GCA TTT

Ala Phe

22

GTC

Val

ACA
Thr

40
ATC

Ile

GCC

Ala

ACA

Thr

TCC

Ser

CGC
Arg
120
GGA

Gly

ACC

Thr

GGC

Gly

CTG
Leu

25
GGG

Gly

ACC

Thr

CAG

Gln

CGG

Arg

ATC
Ile
105
GCT

Ala

GCC

Ala

TCA

Ser

GGC

Gly

10
ATC

Ile

ACC

Thr

CAG

Gln

GAG

Glu

ATA
Ile

90
ACC

Thr

CGG

Arg

TAC

Tyr

GGA

Gly

TTC
Phe

170

TGT

Cys

ATC

Ile

GGG

Gly

TAC
Tyr

75
CGA

Arg

TGG

Trp

TGG

Trp

CCA

Pro

GGA
Gly
155
ATT

Ile

CTC

Leu

CCcC

Pro

AGT
Ser

60
CGT

Arg

CcCA

Pro

GAA

Glu

TCT

Ser

Lys
140
AGG

Arg

CTG

Leu

GGG

Gly

AAG
Lys

45
CCcC

Pro

CTA

Leu

GAG

Glu

CAC

His

GAG
Glu
125
CcccC

Pro

GTG

Val

TGT

Cys

229

277

325

373

421

469

517

565

613

661

709
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AMG

Lys

GCC
Ala
190
AAT

Asn

TAT

Tyr

GGT

Val

CCT

Pro

AGA
Arg
270
GGC

Gly

CCT

Pro

AAC

Asn

ATC

Ile

GAA
Glu
175
CGT

Arg

CGC

Arg

GTG

Val

TCT

Ser

GGG
Gly
255
TTT

Phe

CGG

Arg

GTG

Val

CTC

Leu

ACA
Thr

335

GGA

Gly

GGG

Gly

AGG

Arg

TGG

Trp

AAG
Lys
240
GAA

Glu

GTT

Val

CAG

Gln

AGC

Ser

TCC
Ser
320
GGA

Gly

GAA

Glu

TCG

Ser

TGG

Trp

TCT
Ser
225
AAG

Lys

AGC

Ser

CTG

Leu

CcccC

Pro

CGC
Arg
305
TCC

Ser

CAG

Gln

GAT

Asp

TCC

Ser

TCG
Ser
210
TCA

Ser

CCA

Pro

CTG

Leu

TAC

Tyr

CAG
Gln
290
TCC

Ser

GAG

Glu

ATC

Ile

GAA

Glu

CGC
Arg
195
CAC

His

CcccC

Pro

TCA

Ser

ACC

Thr

AAG
Lys
275
GCT

Ala

TAC

Tyr

TGG

Trp

CAT

His

CAC
His
180
GCC

Ala

AGG

Arg

AGT

Ser

CTC

Leu

CTC
Leu
260
GAG

Glu

GGG

Gly

GGG

Gly

TCG

Ser

GGC
Gly

340

ES 2338283 T3

CCA

Pro

ATC

Ile

TGC

Cys

GAT

AsSp

TCA
Ser
245
CAG

Gln

GGG

Gly

CTC

Leu

GGC

Gly

GCC
Ala
325
ACA

Thr

CAA

Gln

TTC

Phe

TAT

Tyr

CTC
Leu
230
GTG

Val

TGT

Cys

GAA

Glu

TCC

Ser

CAG
Gln
310
ccc

Pro

CCcC

Pro

TGC

Cys

TCC

Ser

GGT
Gly
215
CTG

Leu

CAG

Gln

GTC

Val

CGT

Arg

CAG
Gln
295
TAC

Tyr

AGC

Ser

TTC

Phe

23

CTG

Leu

GTG
Val
200
TAT

Tyr

GAG

Glu

CCG

Pro

TCT

Ser

GAC
AsSp
280
GCC

Ala

AGA

Arg

GAC

AsSp

ATC

Ile

AAC
Asn
185
GGC

Gly

GAC

AsSp

CTC

Leu

GGT

Gly

GAT
AsSp
265
CTT

Leu

AAC

Asn

TGC

Cys

CCcC

Pro

TCA
Ser

345

TCC

Ser

CCcC

Pro

TTG

Leu

CTG

Leu

CCT
Pro
250
GTC

Val

CGC

Arg

TTC

Phe

TAC

Tyr

CTG
Leu
330
GTG

Val

CAG

Gln

GTG

Val

AAC

Asn

GTC
Val
235
GTC

Val

GGC

Gly

CAG

Gln

ACC

Thr

GGT
Gly
315
GAC

AsSp

CAG

Gln

CCcC

Pro

AGC

Ser

TCT
Ser
220
CCA

Pro

GTG

Val

TAT

Tyr

CTC

Leu

CTG
Leu
300
GCA

Ala

ATC

Ile

CCA

Pro

CAT

His

CCG
Pro
205
CcccC

Pro

GGT

Gly

GCC

Ala

GAC

AsSp

CCT
Pro
285
GGC

Gly

TAC

Tyr

CTG

Leu

GGC

Gly

757

805

853

901

949

997

1045

1093

1141

1189

1237
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CcccC
Pro
350
CGG

Arg

CCA

Pro

TTC

Phe

CTC

Leu

AGG
Arg
430

ES 2338 283 T3

ACA GTG GCC TCA GGA GAG AAC GTG ACC CTG CTG TGT

Thr Val Ala Ser Gly Glu Asn Val Thr Leu Leu Cys

355 360

CAG TTC CAC ACT TTC CTT CTG ACC AAG GCG GGA GCA

Gln Phe His Thr Phe Leu Leu Thr Lys Ala Gly Ala

370 375

CTC CGT CTA AGA TCA ATA CAC GAA TAT CCT AGG TAC

Leu Arg Leu Arg Ser Ile His Glu Tyr Pro Lys Tyr

385 390

CCC ATG AGT CCT GTG ACC TCA GCC CAC GCG GGG ACC

Pro Met Ser Pro Val Thr Ser Ala His Ala Gly Thr

400 405 410

CAT GGG TTC CAG CCC CCC ACC CAC CGG TCC CAT CTC

His Gly Phe Gln Pro Pro Thr His Arg Ser His Leu

415 420 425

CCC TGAGGACCAG CCCCTCACCC CCACTGGGTC GGATCCCCAA

Pro

CAG TCA TGG

Gln Ser Trp
365
GCT GAT GCC
Ala Asp Ala
380
CAG GCT GAA
Gln Ala Glu
395
TAC AGG ACC
Tyr Arg Thr
CAC ACC TGC

His Thr Cys

AGTGGTCTGG

GAAGGCACCT

TCCTCCTCCT

AGAGAAAGGC

GCCTGCAGTG

TGAAGGACAC

CCCCCCAGGA

AGCCTCCTCC

CCATCCACTA

CTGAAGGCAC

AACAAAGACC

AACTAATATC

CAGA

GGGGGTTGTG ATCGGCATCT

CTTCCTCATC

TGATTTCCAA

GAGGTCCAGC

ACAGCCTGAA

TGTGACCTAC

CTCCGACATC

CATCCTGCAG

CCAGCTGCCG

GATGGGGTGG

GCCCAGCTGC

ATCCCAGGAA AGGGAACCTC

GCCCGGAGGG

GGGAGCTGCC

ATGAGGAGAT

CCTACATTTT

TACGCAGACT

CCCAGTGGAC

GCTGGGAACT

TTAATTAAAC

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N°:14:

(A) LONGITUD: 431 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: proteina
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N°:14:

TGGTGGCCG

GACGTCAG G

GGGCTGTGGG

ACGCCCAGGA

AGATGGACAC

ACAGCTTGAC

CACCTGAGCC

CCACACTCAG

ACCAATGAAC

TTGGGACTCA

CAACAGACTT

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

24

CGTCCTACTG

CARACACTGG

GCCAGAGCCC

AGAAAACCTC

TCGGGCTGCT

CCTCAGACGG

CAGCATTTAC

TAGAAGGAGA

CCCAGTCAGC

CTTGATTCTG

CTCAATAATC

CTCCTCCTCC

ACATCGACCC

ACAGACAGAG

TATGCTGCCG

GCATCTGAAG

AAGGCAACTG

GCCACCCTGG

CTCAGGACTG

CTGGACCCCT

CAGTGGAAAT

AATGAGTTAA

1285

1333

1381

1429

1477

1533

1593

1653

1713

1773

1833

1893

1953

2013

2073

2133

2193

2197
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Met

Ala

Gly

Trp

Ser

65

Lys

Asn

Tyr

Pro

Ala

145

Cys

Glu

Ser

Trp

Ser

225

Lys

His

Met

Pro

Ala

50

Cys

Lys

Gly

Gly

Leu

130

Gln

Glu

Asp

Ser

Ser

210

Ser

Pro

Arg

Thr

Arg

35

Glu

Gln

Ser

Gln

Cys

115

Val

Pro

Ser

Glu

Arg

195

His

Pro

Ser

Gly

Pro

20

Thr

Pro

Gly

Ala

Phe

100

Gln

Leu

Ser

Gln

His

180

Ala

Arg

Ser

Leu

Leu

Ile

His

Asp

Ser

Ser

85

His

Tyr

Val

Pro

Val

165

Pro

Ile

Cys

Asp

Ser

245

ES 2338283 T3

Ile His Pro Gln Ser Arg

Val

Val

Ser

Leu

70

Trp

Ile

Tyr

Met

Val

150

Ala

Gln

Phe

Tyr

Leu

230

Val

Thr

Gln

Val

55

Glu

Ile

Pro

Ser

Thr

135

Val

Phe

Cys

Ser

Gly

215

Leu

Gln

Val

Thr

40

Ile

Ala

Thr

Ser

Arg

120

Gly

Thr

Gly

Leu

Val

200

Tyr

Glu

Pro

Leu

25

Gly

Thr

Gln

Arg

Ile

105

Ala

Ala

Ser

Gly

Asn

185

Gly

AsSp

Leu

Gly

25

10

Ile

Thr

Gln

Glu

Ile

90

Thr

Arg

Tyr

Gly

Phe

170

Ser

Pro

Leu

Leu

Pro

250

Cys

Ile

Gly

Tyr

75

Arg

Trp

Trp

Pro

Gly

155

Ile

Gln

Val

Asn

Val

235

Val

Ala

Leu

Pro

Ser

60

Arg

Pro

Glu

Ser

Lys

140

Arg

Leu

Pro

Ser

Ser

220

Pro

Val

Val

Gly

Lys

45

Pro

Leu

Glu

His

Glu

125

Pro

Val

Cys

His

Pro

205

Pro

Gly

Ala

Gly

Leu

30

Pro

Val

Tyr

Leu

Thr

110

Leu

Thr

Thr

Lys

Ala

190

Asn

Tyr

Val

Pro

Gly

15

Ser

Thr

Thr

Arg

Val

95

Gly

Ser

Leu

Leu

Glu

175

Arg

Arg

Val

Ser

Gly

255

AsSp

Leu

Leu

Leu

Glu

80

Lys

Arg

AsSp

Ser

Gln

160

Gly

Gly

Arg

Trp

Lys

240

Glu
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Ser

Leu

Pro

Arg

305

Ser

Gln

Ala

His

Leu

385

Ser

Phe

Leu

Tyr

Gln

290

Ser

Glu

Ile

Ser

Thr

370

Arg

Pro

Gln

Thr

Lys

275

Ala

Tyr

Trp

His

Gly

355

Phe

Ser

Val

Pro

Leu

260

Glu

Gly

Gly

Ser

Gly

340

Glu

Leu

Ile

Thr

Pro

420

Gln

Gly

Leu

Gly

Ala

325

Thr

Asn

Leu

His

Ser

405

Thr

ES 2338 283 T3

Cys Val Ser Asp
265

Glu Arg Asp Leu

280
Ser Gln Ala Asn
295
Gln Tyr Arg Cys
310

Pro Ser Asp Pro

Pro Phe Ile Ser
345

Val Thr Leu Leu

360
Thr Lys Ala Gly
375
Glu Tyr Pro Lys
390

Ala His Ala Gly

His Arg Ser His

425

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N°:15:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 2271 pares de bases

(B) TIPO: 4cido nucleico

(C) TIPO DE HEBRA: sencilla

(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc

(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: CDS
(B) POSICION: 191..2035

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N°:15:

26

Val

Arg

Phe

Tyr

Leu

330

Val

Cys

Ala

Tyr

Thr

410

Leu

Gly

Gln

Thr

Gly

315

AsSp

Gln

Gln

Ala

Gln

395

Tyr

His

Tyr

Leu

Leu

300

Ala

Ile

Pro

Ser

AsSp

380

Ala

Arg

Thr

AsSp

Pro

285

Gly

Tyr

Leu

Gly

Trp

365

Ala

Glu

Thr

Cys

Arg

270

Gly

Pro

Asn

Ile

Pro

350

Arg

Pro

Phe

Leu

Arg
430

Phe

Arg

Val

Leu

Thr

335

Thr

Gln

Leu

Pro

His

415

Pro

Val

Gln

Ser

Ser

320

Gly

Val

Phe

Arg

Met

400

Gly
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GTCGACCCAC GCGTCCGGTC AACTTTTCTT CCCCTACTTC CCTGCATTTC TCCTCTGTGC 60
TCACTGCCAC ACGCAGCTCA ACCTGGACGG CACAGCCAGA TGCGAGATGC GTCTCTGCTG 120
ATCTGAGTCT GCCTGCAGCA TGGACCTGGG TCTTCCCTGA AGCATCTCCA GGGCTGGAGG 180
GACGACTGCC ATG CAC CGA GGG CTC ATC CAT CCG CAG AGC AGG GCA GTG 229
Met His Arg Gly Leu Ile His Pro Gln Ser Arg Ala Val
1 5 10
GGA GGA GAC GCC ATG ACC CCC ATC GTC ACA GTC CTG ATC TGT CTC GGG 277
Gly Gly Asp Ala Met Thr Pro Ile Val Thr Val Leu Ile Cys Leu Gly
15 20 25
CTG AGT CTG GGC CCC AGG ACC CAC GTG CAG ACA GGG ACC ATC CCC AAG 325
Leu Ser Leu Gly Pro Arg Thr His Val Gln Thr Gly Thr Ile Pro Lys
30 35 40 45
CCC ACC CTG TGG GCT GAG CCA GAC TCT GTG ATC ACC CAG GGG AGT CcCC 373
Pro Thr Leu Trp Ala Glu Pro Asp Ser Val Ile Thr Gln Gly Ser Pro
50 55 60
GTC ACC CTC AGT TGT CAG GGG AGC CTT GAA GCC CAG GAG TAC CGT CTA 421
Val Thr Leu Ser Cys Gln Gly Ser Leu Glu Ala Gln Glu Tyr Arg Leu
65 70 75
TAT AGG GAG AAA AAA TCA GCA TCT TGG ATT ACA CGG ATA CGA CCA GAG 469
Tyr Arg Glu Lys Lys Ser Ala Ser Trp Ile Thr Arg Ile Arg Pro Glu
80 85 90
CTT GTC AAG AAC GGC CAG TTC CAC ATC CCA TCC ATC ACC TGG GAA CAC 517
Leu Val Lys Asn Gly Gln Phe His Ile Pro Ser Ile Thr Trp Glu His
95 100 105
ACA GGG CGA TAT GGC TGT CAG TAT TAC AGC CGC GCT CGG TGG TCT GAG 565
Thr Gly Arg Tyr Gly Cys Gln Tyr Tyr Ser Arg Ala Arg Trp Ser Glu
110 115 120 125
CTC AGT GAC CCC CTG GTG CTG GTG ATG ACA GGA GCC TAC CCA AAA CCC 613
Leu Ser Asp Pro Leu Val Leu Val Met Thr Gly Ala Tyr Pro Lys Pro
130 135 140
ACC CTC TCA GCC CAG CCC AGC CCT GTG GTG ACC TCA GGA GGA AGG GTG 661
Thr Leu Ser Ala Gln Pro Ser Pro Val Val Thr Ser Gly Gly Arg Val
145 150 155
ACC CTC CAG TGT GAG TCA CAG GTG GCA TTT GGC GGC TTC ATT CTG TGT 709
Thr Leu Gln Cys Glu Ser Gln Val Ala Phe Gly Gly Phe Ile Leu Cys
160 165 170

27
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AMG

Lys

GCC
Ala
190
AAT

Asn

TAT

Tyr

GGT

Val

CCT

Pro

AGA
Arg
270
GGC

Gly

CCT

Pro

AAC

Asn

ATC

Ile

GAA
Glu
175
CGT

Arg

CGC

Arg

GTG

Val

TCT

Ser

GGG
Gly
255
TTT

Phe

CGG

Arg

GTG

Val

CTC

Leu

ACA
Thr

335

GGA

Gly

GGG

Gly

AGG

Arg

TGG

Trp

AAG
Lys
240
GAA

Glu

GTT

Val

CAG

Gln

AGC

Ser

TCC
Ser
320
GGA

Gly

GAA

Glu

TCG

Ser

TGG

Trp

TCT
Ser
225
AAG

Lys

AGC

Ser

CTG

Leu

CcccC

Pro

CGC
Arg
305
TCC

Ser

CAG

Gln

GAT GAA

Asp Glu

TCC CGC

Ser Arg
195

TCG CAC

Ser His

210

TCA CCC

Ser Pro

CCA TCA

Pro Ser

CTG ACC

Leu Thr

TAC AAG

Tyr Lys
275

CAG GCT

Gln Ala

290

TCC TAC

Ser Tyr

GAG TGG

Glu Trp

ATC CAT

Ile His

ES 2338 283 T3

CAC
His
180
GCC

Ala

AGG

Arg

AGT

Ser

CTC

Leu

CTC
Leu
260
GAG

Glu

GGG

Gly

GGG

Gly

TCG

Ser

GGC
Gly

340

CCA

Pro

ATC

Ile

TGC

Cys

GAT

Asp

TCA
Ser
245
CAG

Gln

GGG

Gly

CTC

Leu

GGC

Gly

GCC
Ala
325
ACA

Thr

CAA

Gln

TTC

Phe

TAT

Tyr

CTC
Leu
230
GTG

Val

TGT

Cys

GAA

Glu

TCC

Ser

CAG
Gln
310
ccc

Pro

CcccC

Pro

TGC

Cys

TCC

Ser

GGT
Gly
215
CTG

Leu

CAG

Gln

GTC

Val

CGT

Arg

CAG
Gln
295
TAC

Tyr

AGC

Ser

TTC

Phe

28

CTG

Leu

GTG
Val
200
TAT

Tyr

GAG

Glu

CCG

Pro

TCT

Ser

GAC
AsSp
280
GCC

Ala

AGA

Arg

GAC

AsSp

ATC

Ile

AAC
Asn
185
GGC

Gly

GAC

AsSp

CTC

Leu

GGT

Gly

GAT
AsSp
265
CTT

Leu

AAC

Asn

TGC

Cys

CcccC

Pro

TCA
Ser

345

TCC

Ser

CcccC

Pro

TTG

Leu

CTG

Leu

CCT
Pro
250
GTC

Val

CGC

Arg

TTC

Phe

TAC

Tyr

CTG
Leu
330
GTG

Val

CAG CCC

Gln Pro

GTG AGC

Val Ser

AAC TCT

Asn Ser
220

GTC CCA

Val Pro

235

GTC GTG

Val Val

GGC TAT

Gly Tyr

CAG CTC

Gln Leu

ACC CTG

Thr Leu
300

GGT GCA

Gly Ala

315

GAC ATC

Asp Ile

CAG CCA

Gln Pro

CAT

His

CCG
Pro
205
CCcC

Pro

GGT

Gly

GCC

Ala

GAC

AsSp

CCT
Pro
285
GGC

Gly

TAC

Tyr

CTG

Leu

GGC

Gly

757

805

853

901

949

997

1045

1093

1141

1189

1237
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CcccC
Pro
350
CGG

Arg

CCA

Pro

TTC

Phe

TAC

Tyr

CcccC
Pro
430
CcccC

Pro

ACC

Thr

GTT

Val

CTC

Leu

ACA
Thr

510

ACA

Thr

CAG

Gln

CTC

Leu

CcccC

Pro

GGC
Gly
415
CTG

Leu

ACC

Thr

CcccC

Pro

GTG

Val

CTC
Leu
495
TCG

Ser

GTG

Val

TTC

Phe

CGT

Arg

ATG
Met
400
TCA

Ser

GAG

Glu

GGT

Gly

ACT

Thr

ATC
Ile
480
CTC

Leu

ACC

Thr

GCC

Ala

CAC

His

CTA
Leu
385
AGT

Ser

CTC

Leu

CTC

Leu

CCcC

Pro

GGG
Gly
465
GGC

Gly

TTC

Phe

CAG

Gln

TCA

Ser

ACT
Thr
370
AGA

Arg

CCT

Pro

AAC

Asn

GTG

Val

ATC
Ile
450
TCG

Ser

ATC

Ile

CTC

Leu

AGA

Arg

GGA
Gly
355
TTC

Phe

TCA

Ser

GTG

Val

TCC

Ser

GTC
Val
435
TCC

Ser

GAT

Asp

TTC

Leu

ATC

Ile

ANG
Lys
515

ES 2338283 T3

GAG

Glu

CTT

Leu

ATA

Ile

ACC

Thr

GAC
Asp
420
TCA

Ser

ACA

Thr

CcccC

Pro

GTG

Val

CTC
Leu
500
GCT

Ala

AAC

Asn

CTG

Leu

CAC

His

TCA
Ser
405
ccc

Pro

GGA

Gly

CCT

Pro

CAA

Gln

GCC
Ala
485
CGA

Arg

GAT

Asp

GTG

Val

ACC

Thr

GAA
Glu
390
GCC

Ala

TAC

Tyr

CcccC

Pro

GCA

Ala

AGT
Ser
470
GTC

Val

CAT

His

TTC

Phe

ACC

Thr

AAG
Lys
375
TAT

Tyr

CAC

His

CTG

Leu

TCC

Ser

GGC
Gly
455
GGT

Gly

GTC

Val

CGA

Arg

CAA

Gln

29

CTG
Leu
360
GCG

Ala

CCT

Pro

GCG

Ala

CTG

Leu

ATG
Met
440
CCT

Pro

CTG

Leu

CTA

Leu

CGT

Arg

CAT
His

520

CTG

Leu

GGA

Gly

AGG

Lys

GGG

Gly

TCT
Ser
425
GGT

Gly

GAG

Glu

GGA

Gly

CTG

Leu

CAG
Gln
505
CCT

Pro

TGT

Cys

GCA

Ala

TAC

Tyr

ACC
Thr
410
CAC

His

TCC

Ser

GAC

AsSp

AGG

Arg

CTC
Leu
490
GGC

Gly

GCA

Ala

CAG

Gln

GCT

Ala

CAG
Gln
395
TAC

Tyr

CCcC

Pro

AGC

Ser

CAG

Gln

CAC
His
475
CTC

Leu

Lys

GGG

Gly

TCA

Ser

GAT
AsSp
380
GCT

Ala

AGG

Arg

AGT

Ser

CCcC

Pro

CcccC
Pro
460
CTG

Leu

CTC

Leu

CAC

His

GCT

Ala

TGG
Trp
365
GCC

Ala

GAA

Glu

TGC

Cys

GAG

Glu

CCA
Pro
445
CTC

Leu

GGG

Gly

CTC

Leu

TGG

Trp

GTG
Val

525

1285

1333

1381

1429

1477

1525

1573

1621

1669

1717

1765
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GGG

Gly

GCC

Ala

CTT

Pro

CcccC

Pro

AAG
Lys
590
CcccC

Pro

CTCCACACTC AGTAGAAGGA GACTCAGGAC TGCTGAAGGC ACGGGAGCTG CCCCCAGTGG

ACACCAATGA ACCCCAGTCA GCCTGGACCC CTAACAAAGA CCATGAGGAG ATGCTGGGAA

CTTTGGGACT CACTTGATTC TGCAGTGGAA ATAACTAATA TCCCTACATT TTTTAATTAA

AGCAACAGAC TTCTCAATAA TCAATGAGTT AACCGA

CCA GAG CCC ACA

Pro Glu Pro Thr
530

GAC GCC CAG GAA

Asp Ala Gln Glu

545
GAA GAT GGG GTG
Glu Asp Gly Val
560

CAG GAT GTG ACC

Gln Asp Val Thr

575

GCA ACT GAG CCT

Ala Thr Glu Pro

AGC ATT TAC GCC
Ser Ile Tyr Ala

610

GAC

Asp

GAA

Glu

GAG

Glu

TAC

Tyr

CCT
Pro
595
ACC

Thr

AGA

Arg

AAC

Asn

ATG

Met

GCC
Ala
580
CCA

Pro

CTG

Leu

ES 2338 283 T3

GGC

Gly

CTC

Leu

GAC
Asp
565
CAG

Gln

TCC

Ser

GCC

Ala

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N°:16:

CTG

Leu

TAT
Tyr
550
ACT

Thr

CTG

Leu

CAG

Gln

ATC

Ile

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 615 aminoacidos

(B) TIPO: aminoacido
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: proteina
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N°:16:

Met His Arg Gly Leu Ile His Pro Gln Ser Arg Ala Val Gly Gly Asp

1

Ala Met Thr Pro Ile Val Thr Val Leu Ile Cys Leu Gly Leu Ser Leu

20

5

CAG
Gln
535
GCT

Ala

CGG

Arg

CAC

His

GAA

Glu

CAC
His

615

25

30

TGG AGG TCC

Trp Arg Ser

GCC GTIG AAG

Ala Val Lys

GCT GCT GCA
Ala Ala Ala

570
AGC TTG ACC
Ser Leu Thr

585

AGG GAA CCT
Arg Glu Pro

600

AGC

Ser

GAC
Asp
555
TCT

Ser

CTC

Leu

CCA

Pro

CCA
Pro
540
ACA

Thr

GAA

Glu

AGA

Arg

GCT

Ala

GCT

Ala

CAG

Gln

GCC

Ala

CGG

Arg

GAG
Glu

605

TAGCCCGGAG GGTACGCAGA

10

30

15

1813

1861

1909

1957

2005

2055

2115

2175

2235

2271
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Gly

Trp

Ser

65

Lys

Asn

Tyr

Pro

Ala

145

Cys

Glu

Ser

Trp

Ser

225

Lys

Ser

Leu

Pro

Pro

Ala

50

Cys

Lys

Gly

Gly

Leu

130

Gln

Glu

Asp

Ser

Ser

210

Ser

Pro

Leu

Tyr

Gln

290

Arg

35

Glu

Gln

Ser

Gln

Cys

115

Val

Pro

Ser

Glu

Arg

195

His

Pro

Ser

Thr

Lys

275

Ala

Thr

Pro

Gly

Ala

Phe

100

Gln

Leu

Ser

Gln

His

180

Ala

Arg

Ser

Leu

Leu

260

Glu

Gly

His

Asp

Ser

Ser

85

His

Tyr

Val

Pro

Val

165

Pro

Ile

Cys

Asp

Ser

245

Gln

Gly

Leu

Val

Ser

Leu

70

Trp

Ile

Tyr

Met

Val

150

Ala

Gln

Phe

Tyr

Leu

230

Val

Cys

Glu

Ser

ES 2338283 T3

Gln

Val

55

Glu

Ile

Pro

Ser

Thr

135

Val

Phe

Cys

Ser

Gly

215

Leu

Gln

Val

Arg

Gln

295

Thr

40

Ile

Ala

Thr

Ser

Arg

120

Gly

Thr

Gly

Leu

Val

200

Tyr

Glu

Pro

Ser

Asp

280

Ala

Gly

Thr

Gln

Arg

Ile

105

Ala

Ala

Ser

Gly

Asn

185

Gly

AsSp

Leu

Gly

AsSp

265

Leu

Asn

31

Thr

Gln

Glu

Ile

90

Thr

Arg

Tyr

Gly

Phe

170

Ser

Pro

Leu

Leu

Pro

250

Val

Arg

Phe

Ile

Gly

Tyr

75

Arg

Trp

Trp

Pro

Gly

155

Ile

Gln

Val

Asn

Val

235

Val

Gly

Gln

Thr

Pro

Ser

60

Arg

Pro

Glu

Ser

Lys

140

Arg

Leu

Pro

Ser

Ser

220

Pro

Val

Tyr

Leu

Leu

300

Lys

45

Pro

Leu

Glu

His

Glu

125

Pro

Val

Cys

His

Pro

205

Pro

Gly

Ala

AsSp

Pro

285

Gly

Pro

Val

Tyr

Leu

Thr

110

Leu

Thr

Thr

Lys

Ala

190

Asn

Tyr

Val

Pro

Arg

270

Gly

Pro

Thr

Thr

Arg

Val

95

Gly

Ser

Leu

Leu

Glu

175

Arg

Arg

Val

Ser

Gly

255

Phe

Arg

Val

Leu

Leu

Glu

80

Lys

Arg

AsSp

Ser

Gln

160

Gly

Gly

Arg

Trp

Lys

240

Glu

Val

Gln

Ser
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Arg

305

Ser

Gln

Ala

His

Leu

385

Ser

Leu

Leu

Pro

Gly

465

Gly

Phe

Gln

Pro

Glu

545

Gly

Ser

Glu

Ile

Ser

Thr

370

Arg

Pro

Asn

Val

Ile

450

Ser

Ile

Leu

Arg

Thr

530

Glu

Val

Tyr

Trp

His

Gly

355

Phe

Ser

Val

Ser

Val

435

Ser

Asp

Leu

Ile

Lys

515

Asp

Glu

Glu

Gly

Ser

Gly

340

Glu

Leu

Ile

Thr

Asp

420

Ser

Thr

Pro

Val

Leu

500

Ala

Arg

Asn

Met

Gly

Ala

325

Thr

Asn

Leu

His

Ser

405

Pro

Gly

Pro

Gln

Ala

485

Arg

Asp

Gly

Leu

Asp
565

Gln

310

Pro

Pro

Val

Thr

Glu

390

Ala

Tyr

Pro

Ala

Ser

470

Val

His

Phe

Leu

Tyr

550

Thr

ES 2338 283 T3

Tyr

Ser

Phe

Thr

Lys

375

Tyr

His

Leu

Ser

Gly

455

Gly

Val

Arg

Gln

Gln

535

Ala

Arg

Arg Cys Tyr Gly

Asp

Ile

Leu

360

Ala

Pro

Ala

Leu

Met

440

Pro

Leu

Leu

Arg

His

520

Trp

Ala

Ala

Pro

Ser

345

Leu

Gly

Lys

Gly

Ser

425

Gly

Glu

Gly

Leu

Gln

505

Pro

Arg

Val

Ala

32

Leu

330

Val

Cys

Ala

Tyr

Thr

410

His

Ser

AsSp

Arg

Leu

490

Gly

Ala

Ser

Lys

Ala

570

315

AsSp

Gln

Gln

Ala

Gln

395

Tyr

Pro

Ser

Gln

His

475

Leu

Lys

Gly

Ser

AsSp

555

Ser

Ala

Ile

Pro

Ser

AsSp

380

Ala

Arg

Ser

Pro

Pro

460

Leu

Leu

His

Ala

Pro

540

Thr

Glu

Tyr

Leu

Gly

Trp

365

Ala

Glu

Cys

Glu

Pro

445

Leu

Gly

Leu

Trp

Val

525

Ala

Gln

Ala

Asn

Ile

Pro

350

Arg

Pro

Phe

Tyr

Pro

430

Pro

Thr

Val

Leu

Thr

510

Gly

Ala

Pro

Pro

Leu

Thr

335

Thr

Gln

Leu

Pro

Gly

415

Leu

Thr

Pro

Val

Leu

495

Ser

Pro

AsSp

Glu

Gln

575

Ser

320

Gly

Val

Phe

Arg

Met

400

Ser

Glu

Gly

Thr

Ile

480

Leu

Thr

Glu

Ala

AsSp

560

AsSp
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Val Thr Tyr Ala Gln Leu His Ser Leu Thr Leu Arg Arg Lys Ala Thr
580 585 590

Glu Pro Pro Pro Ser Gln Glu Arg Glu Pro Pro Ala Glu Pro Ser Ile

20

25

30

40

45

50

55

60

65

595 600 605
Tyr Ala Thr Leu Ala Ile His
610 615
2) INFORMACION PARA LA SEC ID N°:17:
@) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 2388 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE HEBRA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal
(ii)) TIPO DE MOLECULA: ADNc
(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: CDS
B) POSICION: 180..2024
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N°:17:
AAAGAAGTCA ACTTTTCTTC CCCTACTTCC CTGCATTTCT CCTCTGTGCT CACTGCCACA 60
CGCAGCTCAA CCTGGACGGC ACAGCCAGAT GCGAGATGCG TCTCTGCTGA TCTGAGTCTG 120
CCTGCAGCAT GGACCTGGGT CTTCCCTGAA GCATCTCCAG GGCTGGAGGG ACGACTGCC 179
ATG CAC CGA GGG CTC ATC CAT CCG CAG AGC AGG GCA GTG GGA GGA GAC 227
Met His Arg Gly Leu Ile His Pro Gln Ser Arg Ala Val Gly Gly Asp
1 5 10 15
GCC ATG ACC CCC ATC GTC ACA GTC CTG ATC TGT CTC GGG CTG AGT CTG 275
Ala Met Thr Pro Ile Val Thr Val Leu Ile Cys Leu Gly Leu Ser Leu
20 25 30
GGC CCC AGG ACC CAC GTG CAG ACA GGG ACC ATC CCC AAG CCC ACC CTG 323
Gly Pro Arg Thr His Val Gln Thr Gly Thr Ile Pro Lys Pro Thr Leu
35 40 45
TGG GCT GAG CCA GAC TCT GTG ATC ACC CAG GGG AGT CCC GTC ACC CTC 371
Trp Ala Glu Pro Asp Ser Val Ile Thr Gln Gly Ser Pro Val Thr Leu
50 55 60

33
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AGT
Ser

65

Lys

AAC

Asn

TAT

Tyr

CCcC

Pro

GCC
Ala
145
TGT

Cys

GAA

Glu

TCG

Ser

TGG

Trp

TCT
Ser

225

TGT

Cys

Lys

GGC

Gly

GGC

Gly

CTG
Leu
130
CAG

Gln

GAG

Glu

GAT

Asp

TCC

Ser

TCG
Ser
210
TCA

Ser

CAG

Gln

TCA

Ser

CAG

Gln

TGT
Cys
115
GTG

Val

CcccC

Pro

TCA

Ser

GAA

Glu

CGC
Arg
195
CAC

His

CCcC

Pro

GGG

Gly

GCA

Ala

TTC
Phe
100
CAG

Gln

CTG

Leu

AGC

Ser

CAG

Gln

CAC
His
180
GCC

Ala

AGG

Arg

AGT

Ser

AGC

Ser

TCT
Ser

85
CAC

His

TAT

Tyr

GTG

Val

CCT

Pro

GTG
Val
165
CCA

Pro

ATC

Ile

TGC

Cys

GAT

Asp

CTT
Leu

70
TGG

Trp

ATC

Ile

TAC

Tyr

ATG

Met

GTG
Val
150
GCA

Ala

CAA

Gln

TTC

Phe

TAT

Tyr

CTC
Leu

230

GAA

Glu

ATT

Ile

CCA

Pro

AGC

Ser

ACA
Thr
135
GTG

Val

TTT

Phe

TGC

Cys

TCC

Ser

GGT
Gly
215
CTG

Leu

ES 2338 283 T3

GCC

Ala

ACA

Thr

TCC

Ser

CGC
Arg
120
GGA

Gly

ACC

Thr

GGC

Gly

CTG

Leu

GTG
Val
200
TAT

Tyr

GAG

Glu

CAG

Gln

CGG

Arg

ATC
Ile
105
GCT

Ala

GCC

Ala

TCA

Ser

GGC

Gly

AAC
Asn
185
GGC

Gly

GAC

AsSp

CTC

Leu

GAG

Glu

ATA
Ile

90
ACC

Thr

CGG

Arg

TAC

Tyr

GGA

Gly

TTC
Phe
170
TCC

Ser

CcccC

Pro

TTG

Leu

CTG

Leu

34

TAC
Tyr

75
CGA

Arg

TGG

Trp

TGG

Trp

CCA

Pro

GGA
Gly
155
ATT

Ile

CAG

Gln

GTG

Val

AAC

Asn

GTC
Val

235

CGT

Arg

CCA

Pro

GAA

Glu

TCT

Ser

Lys
140
AGG

Arg

CTG

Leu

CCcC

Pro

AGC

Ser

TCT
Ser
220
CCA

Pro

CTA

Leu

GAG

Glu

CAC

His

GAG
Glu
125
ccc

Pro

GTG

Val

TGT

Cys

CAT

His

CCG
Pro
205
ccc

Pro

GGT

Gly

TAT

Tyr

CTT

Leu

ACA
Thr
110
CTC

Leu

ACC

Thr

ACC

Thr

AMG

Lys

GCC
Ala
190
AAT

Asn

TAT

Tyr

GGT

Val

AGG

Arg

GTC
Val

95
GGG

Gly

AGT

Ser

CTC

Leu

CTC

Leu

GAA
Glu
175
CGT

Arg

CGC

Arg

GTG

Val

TCT

Ser

GAG
Glu

80
AAG

Lys

CGA

Arg

GAC

AsSp

TCA

Ser

CAG
Gln
160
GGA

Gly

GGG

Gly

AGG

Arg

TGG

Trp

AANG
Lys
240

419

467

515

563

611

659

707

755

803

851

899
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AMG

Lys

AGC

Ser

CTG

Leu

CCcC

Pro

CGC
Arg
305
TCC

Ser

CAG

Gln

GCC

Ala

CAC

His

CTA
Leu
385
AGT

Ser

CCA

Pro

CTG

Leu

TAC

Tyr

CAG
Gln
290
TCC

Ser

GAG

Glu

ATC

Ile

TCA

Ser

ACT
Thr
370
AGA

Arg

CCT

Pro

TCA

Ser

ACC

Thr

AAG
Lys
275
GCT

Ala

TAC

Tyr

TGG

Trp

CAT

His

GGA
Gly
355
TTC

Phe

TCA

Ser

GTG

Val

CTC

Leu

CTC
Leu
260
GAG

Glu

GGG

Gly

GGG

Gly

TCG

Ser

GGC
Gly
340
GAG

Glu

CTT

Leu

ATA

Ile

ACC

Thr

TCA
Ser
245
CAG

Gln

GGG

Gly

CTC

Leu

GGC

Gly

GCC
Ala
325
ACA

Thr

AAC

Asn

CTG

Leu

CAC

His

TCA
Ser

405

GTG

Val

TGT

Cys

GAA

Glu

TCC

Ser

CAG
Gln
310
ccc

Pro

CcccC

Pro

GTG

Val

ACC

Thr

GAA
Glu
390
GCC

Ala

ES 2338283 T3

CAG

Gln

GTC

Val

CGT

Arg

CAG
Gln
295
TAC

Tyr

AGC

Ser

TTC

Phe

ACC

Thr

AAG
Lys
375
TAT

Tyr

CAC

His

CCG

Pro

TCT

Ser

GAC
Asp
280
GCC

Ala

AGA

Arg

GAC

AsSp

ATC

Ile

CTG
Leu
360
GCG

Ala

CCT

Pro

GCG

Ala

GGT

Gly

GAT
AsSp
265
CTT

Leu

AAC

Asn

TGC

Cys

CcccC

Pro

TCA
Ser
345
CTG

Leu

GGA

Gly

AGG

Lys

GGG

Gly

CCT
Pro
250
GTC

Val

CGC

Arg

TTC

Phe

TAC

Tyr

CTG
Leu
330
GTG

Val

TGT

Cys

GCA

Ala

TAC

Tyr

ACC

Thr

410

35

GTC

Val

GGC

Gly

CAG

Gln

ACC

Thr

GGT
Gly
315
GAC

AsSp

CAG

Gln

CAG

Gln

GCT

Ala

CAG
Gln
395
TAC

Tyr

GTG

Val

TAT

Tyr

CTC

Leu

CTG
Leu
300
GCA

Ala

ATC

Ile

CcCA

Pro

TCA

Ser

GAT
AsSp
380
GCT

Ala

AGG

Arg

GCC

Ala

GAC

Asp

CCT
Pro
285
GGC

Gly

TAC

Tyr

CTG

Leu

GGC

Gly

TGG
Trp
365
GCC

Ala

GAA

Glu

TGC

Cys

CCT

Pro

AGA
Arg
270
GGC

Gly

CCT

Pro

AAC

Asn

ATC

Ile

CcccC
Pro
350
CGG

Arg

CCA

Pro

TTC

Phe

TAC

Tyr

GGG
Gly
255
TTT

Phe

CGG

Arg

GTG

Val

CTC

Leu

ACA
Thr
335
ACA

Thr

CAG

Gln

CTC

Leu

CCcC

Pro

GGC
Gly

415

GAA

Glu

GTT

Val

CAG

Gln

AGC

Ser

TCC
Ser
320
GGA

Gly

GTG

Val

TTC

Phe

CGT

Arg

ATG
Met
400
TCA

Ser

947

995

1043

1091

1139

1187

1235

1283

1331

1379

1427
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CTC

Leu

CTC

Leu

CCcC

Pro

GGG
Gly
465
GGC

Gly

TTC

Phe

CAG

Gln

CCcC

Pro

CAG
Gln
545
GGG

Gly

GTG

Val

AAC

Asn

GTG

Val

ATC
Ile
450
TCG

Ser

ATC

Ile

CTC

Leu

AGA

Arg

ACA
Thr
530
GAA

Glu

GTG

Val

ACC

Thr

TCC

Ser

GTC
Val
435
TCC

Ser

GAT

Asp

TTC

Leu

ATC

Ile

AAG
Lys
515
GAC

Asp

GAA

Glu

GAG

Glu

TAC

Tyr

GAC
Asp
420
TCA

Ser

ACA

Thr

CcccC

Pro

GTG

Val

CTC
Leu
500
GCT

Ala

AGA

Arg

AAC

Asn

ATG

Met

GCC
Ala

580

CcccC

Pro

GGA

Gly

CCT

Pro

CAA

Gln

GCC
Ala
485
CGA

Arg

GAT

Asp

GGC

Gly

CTC

Leu

GAC
Asp
565
CAG

Gln

TAC

Tyr

CcccC

Pro

GCA

Ala

AGT
Ser
470
GTC

Val

CAT

His

TTC

Phe

CTG

Leu

TAT
Tyr
550
ACT

Thr

CTG

Leu

CTG

Leu

TCC

Ser

GGC
Gly
455
GGT

Gly

GTC

Val

CGA

Arg

CAA

Gln

CAG
Gln
535
GCT

Ala

CGG

Arg

CAC

His

ES 2338 283 T3

CTG

Leu

ATG
Met
440
CCT

Pro

CTG

Leu

CTA

Leu

CGT

Arg

CAT
His
520
TGG

Trp

GCC

Ala

GCT

Ala

AGC

Ser

TCT
Ser
425
GGT

Gly

GAG

Glu

GGA

Gly

CTG

Leu

CAG
Gln
505
CCT

Pro

AGG

Arg

GTG

Val

GCT

Ala

TTG
Leu

585

CAC

His

TCC

Ser

GAC

AsSp

AGG

Arg

CTC
Leu
490
GGC

Gly

GCA

Ala

TCC

Ser

ARG

Lys

GCA
Ala
570
ACC

Thr

36

CcccC

Pro

AGC

Ser

CAG

Gln

CAC
His
475
CTC

Leu

Lys

GGG

Gly

AGC

Ser

GAC
AsSp
555
TCT

Ser

CTC

Leu

AGT

Ser

CcccC

Pro

CCcC
Pro
460
CTG

Leu

CTC

Leu

CAC

His

GCT

Ala

CCA
Pro
540
ACA

Thr

GAA

Glu

AGA

Arg

GAG

Glu

CCA
Pro
445
CTC

Leu

GGG

Gly

CTC

Leu

TGG

Trp

GTG
Val
525
GCT

Ala

CAG

Gln

GCC

Ala

CGG

Arg

CcccC
Pro
430
ccc

Pro

ACC

Thr

GTT

Val

CTC

Leu

ACA
Thr
510
GGG

Gly

GCC

Ala

CTT

Pro

CcccC

Pro

AANG
Lys
590

CTG

Leu

ACC

Thr

CCcC

Pro

GTG

Val

CTC
Leu
495
TCG

Ser

CCA

Pro

GAC

AsSp

GAA

Glu

CAG
Gln
575
GCA

Ala

GAG

Glu

GGT

Gly

ACT

Thr

ATC
Ile
480
CTC

Leu

ACC

Thr

GAG

Glu

GCC

Ala

GAT
AsSp
560
GAT

AsSp

ACT

Thr

1475

1523

1571

1619

1667

1715

1763

1811

1859

1907

1955
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GAG CCT

Glu Pro

TAC GCC
Tyr Ala

610

CCT

Pro

595

ACC

Thr

CCA TCC CAG

Pro Ser Gln

CTG GCC ATC

ES 2338283 T3

Leu Ala Ile His

615

600

605

CAC TAGCCCGGAG GGTACGCAGA CTCCACACTC

GAA AGG GAA CCT CCA GCT GAG CCC AGC ATT

Glu Arg Glu Pro Pro Ala Glu Pro Ser Ile

AGTAGAAGGA GACTCAGGAC TGCTGAAGGC ACGGGAGCTG CCCCCAGTGG ACACCAATGA

ACCCCAGTCA GCCTGGACCC CTAACAAAGA CCATGAGGAG ATGCTGGGAA CTTTGGGACT

CACTTGATTC TGCAGTCGAA ATAACTAATA TCCCTACATT TTTTAATTAA AGCAACAGAC

TTCTCAATAA TCAATGAGTT AACCGAGAAA ACTAAAATCA GAAGTAAGAA TGTGCTTTAA

ACTGAATCAC AATATAAATA TTACACATCA CACAATGAAA TTGAAAAAGT ACAAACCACA

AATGAAAAAA GTAGAAACGA AAAAAAANAA ARAAA

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N°:18:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 615 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: proteina
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N°:18:

Met His Arg Gly Leu Ile His Pro Gln Ser

1

Ala

Gly

Trp

Ser

65

Lys

Asn

Met

Pro

Ala

50

Cys

Lys

Gly

Thr

Arg

35

Glu

Gln

Ser

Gln

Pro

20

Thr

Pro

Gly

Ala

Phe

100

5

Ile Val

His Val

Asp Ser

Ser Leu

70
Ser Trp
85

His Ile

Thr

Gln

Val

55

Glu

Ile

Pro

Val

Thr

40

Ile

Ala

Thr

Ser

Leu

25

Gly

Thr

Gln

Arg

Ile

105

37

10

Ile

Thr

Gln

Glu

Ile

90

Thr

Arg

Cys

Ile

Gly

Tyr

75

Arg

Trp

Ala

Leu

Pro

Ser

60

Arg

Pro

Glu

Val

Gly

Lys

45

Pro

Leu

Glu

His

Gly

Leu

30

Pro

Val

Tyr

Leu

Thr

110

Gly

15

Ser

Thr

Thr

Arg

Val

95

Gly

AsSp

Leu

Leu

Leu

Glu

80

Lys

Arg

2003

2054

2114

2174

2234

2294

2354

2388
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Tyr

Pro

Ala

145

Cys

Glu

Ser

Trp

Ser

225

Lys

Ser

Leu

Pro

Arg

305

Ser

Gln

Ala

His

Gly

Leu

130

Gln

Glu

Asp

Ser

Ser

210

Ser

Pro

Leu

Tyr

Gln

290

Ser

Glu

Ile

Ser

Thr

370

Cys

115

Val

Pro

Ser

Glu

Arg

195

His

Pro

Ser

Thr

Lys

275

Ala

Tyr

Trp

His

Gly

355

Phe

Gln

Leu

Ser

Gln

His

180

Ala

Arg

Ser

Leu

Leu

260

Glu

Gly

Gly

Ser

Gly

340

Glu

Leu

Tyr

Val

Pro

Val

165

Pro

Ile

Cys

Asp

Ser

245

Gln

Gly

Leu

Gly

Ala

325

Thr

Asn

Leu

ES 2338 283 T3

Tyr

Met

Val

150

Ala

Gln

Phe

Tyr

Leu

230

Val

Cys

Glu

Ser

Gln

310

Pro

Pro

Val

Thr

Ser

Thr

135

Val

Phe

Cys

Ser

Gly

215

Leu

Gln

Val

Arg

Gln

295

Tyr

Ser

Phe

Thr

Lys
375

Arg

120

Gly

Thr

Gly

Leu

Val

200

Tyr

Glu

Pro

Ser

Asp

280

Ala

Arg

Asp

Ile

Leu

360

Ala

Ala

Ala

Ser

Gly

Asn

185

Gly

AsSp

Leu

Gly

AsSp

265

Leu

Asn

Cys

Pro

Ser

345

Leu

Gly

38

Arg

Tyr

Gly

Phe

170

Ser

Pro

Leu

Leu

Pro

250

Val

Arg

Phe

Tyr

Leu

330

Val

Cys

Ala

Trp

Pro

Gly

155

Ile

Gln

Val

Asn

Val

235

Val

Gly

Gln

Thr

Gly

315

AsSp

Gln

Gln

Ala

Ser

Lys

140

Arg

Leu

Pro

Ser

Ser

220

Pro

Val

Tyr

Leu

Leu

300

Ala

Ile

Pro

Ser

AsSp
380

Glu

125

Pro

Val

Cys

His

Pro

205

Pro

Gly

Ala

Asp

Pro

285

Gly

Tyr

Leu

Gly

Trp

365

Ala

Leu

Thr

Thr

Lys

Ala

190

Asn

Tyr

Val

Pro

Arg

270

Gly

Pro

Asn

Ile

Pro

350

Arg

Pro

Ser

Leu

Leu

Glu

175

Arg

Arg

Val

Ser

Gly

255

Phe

Arg

Val

Leu

Thr

335

Thr

Gln

Leu

AsSp

Ser

Gln

160

Gly

Gly

Arg

Trp

Lys

240

Glu

Val

Gln

Ser

Ser

320

Gly

Val

Phe

Arg
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Leu

385

Ser

Leu

Leu

Pro

Gly

465

Gly

Phe

Gln

Pro

Glu

545

Gly

Val

Glu

Tyr

Arg

Pro

Asn

Val

Ile

450

Ser

Ile

Leu

Arg

Thr

530

Glu

Val

Thr

Pro

Ala

610

Ser

Val

Ser

Val

435

Ser

Asp

Leu

Ile

Lys

515

Asp

Glu

Glu

Tyr

Pro

595

Thr

Ile

Thr

Asp

420

Ser

Thr

Pro

Val

Leu

500

Ala

Arg

Asn

Met

Ala

580

Pro

Leu

His

Ser

405

Pro

Gly

Pro

Gln

Ala

485

Arg

Asp

Gly

Leu

Asp

565

Gln

Ser

Ala

Glu

390

Ala

Tyr

Pro

Ala

Ser

470

Val

His

Phe

Leu

Tyr

550

Thr

Leu

Gln

Ile

ES 2338283 T3

Tyr

His

Leu

Ser

Gly

455

Gly

Val

Arg

Gln

Gln

535

Ala

Arg

His

Glu

His

615

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N°:19:

Pro

Ala

Leu

Met

440

Pro

Leu

Leu

Arg

His

520

Trp

Ala

Ala

Ser

Arg
600

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 2200 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE HEBRA: sencilla

(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc

Lys

Gly

Ser

425

Gly

Glu

Gly

Leu

Gln

505

Pro

Arg

Val

Ala

Leu

585

Glu

39

Tyr

Thr

410

His

Ser

AsSp

Arg

Leu

490

Gly

Ala

Ser

Lys

Ala

570

Thr

Pro

Gln

395

Tyr

Pro

Ser

Gln

His

475

Leu

Lys

Gly

Ser

AsSp

555

Ser

Leu

Pro

Ala

Arg

Ser

Pro

Pro

460

Leu

Leu

His

Ala

Pro

540

Thr

Glu

Arg

Ala

Glu

Cys

Glu

Pro

445

Leu

Gly

Leu

Trp

Val

525

Ala

Gln

Ala

Arg

Glu

605

Phe

Tyr

Pro

430

Pro

Thr

Val

Leu

Thr

510

Gly

Ala

Pro

Pro

Lys

590

Pro

Pro

Gly

415

Leu

Thr

Pro

Val

Leu

495

Ser

Pro

Asp

Glu

Gln

575

Ala

Ser

Met

400

Ser

Glu

Gly

Thr

Ile

480

Leu

Thr

Glu

Ala

AsSp

560

AsSp

Thr

Ile
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(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: CDS
(B) POSICION: 174..1466

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N°:19:

ES 2338 283 T3

GTCAACTTTT CTTCCCCTAC TTCCCTGCAT TTCTCCTCTG

TCAACCTGGA CGGCACAGCC AGATGCGAGA TGCGTCTCTG

GCATGGACCT GGGTCTTCCC TGAAGCATCT CCAGGGCTGG

CAC

His

ATG

Met

CCcC

Pro

GCT
Ala

50
TGT

Cys

Lys

GGC

Gly

CGA

Arg

ACC

Thr

AGG
Arg

35
GAG

Glu

CAG

Gln

TCA

Ser

CAG

Gln

GGG

Gly

ccc
Pro

20
ACC

Thr

CCA

Pro

GGG

Gly

GCA

Ala

TTC
Phe

100

CTC

Leu

ATC

Ile

CAC

His

GAC

Asp

AGC

Ser

TCT
Ser

85
CAC

His

ATC

Ile

GTC

Val

GTG

Val

TCT

Ser

CTT
Leu

70
TGG

Trp

ATC

Ile

CAT

His

ACA

Thr

CAG

Gln

GTG
Val

55
GAA

Glu

ATT

Ile

CCA

Pro

CCG

Pro

GTC

Val

ACA

Thr

40

ATC

Ile

GCC

Ala

ACA

Thr

TCC

Ser

CAG

Gln

CTG
Leu

25
GGG

Gly

ACC

Thr

CAG

Gln

CGG

Arg

ATC
Ile

105

AGC

Ser

10

ATC

Ile

ACC

Thr

CAG

Gln

GAG

Glu

ATA

Ile

90

ACC

Thr

AGG

Arg

TGT

Cys

ATC

Ile

GGG

Gly

TAC
Tyr

75
CGA

Arg

TGG

Trp

40

GCA

Ala

CTC

Leu

CcccC

Pro

AGT
Ser

60
CGT

Arg

CCA

Pro

GAA

Glu

TGCTCACTGC CACACGCAGC

CTGATCTGAG TCTGCCTGCA

AGGGACGACT GCC ATG

Met

GTG GGA GGA GAC
Val Gly Gly Asp
15
GGG CTG AGT CTG
Gly Leu Ser Leu
30
AAG CCC ACC CTG
Lys Pro Thr Leu
45
CCC GTC ACC CTC

Pro Val Thr Leu

CTA TAT AGG GAG
Leu Tyr Arg Glu

80
GAG CTT GTC AAG
Glu Leu Val Lys

95

CAC ACA GGG CGA
His Thr Gly Arg

110

1
GCC

Ala

GGC

Gly

TGG

Trp

AGT

Ser

65

Lys

AAC

Asn

TAT

Tyr

60

120

176

224

272

320

368

416

464

512
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GGC

Gly

CTG
Leu
130
CAG

Gln

GAG

Glu

GAT

AsSp

TCC

Ser

TCG
Ser
210
TCA

Ser

CCA

Pro

CTG

Leu

TAC

Tyr

TGT
Cys
115
GTG

Val

CCcC

Pro

TCA

Ser

GAA

Glu

CGC
Arg
195
CAC

His

CCcC

Pro

TCA

Ser

ACC

Thr

AANG
Lys
275

CAG

Gln

CTG

Leu

AGC

Ser

CAG

Gln

CAC
His
180
GCC

Ala

AGG

Arg

AGT

Ser

CTC

Leu

CTC
Leu
260
GAG

Glu

TAT

Tyr

GTG

Val

CCT

Pro

GTG
Val
165
CCA

Pro

ATC

Ile

TGC

Cys

GAT

Asp

TCA
Ser
245
CAG

Gln

GGG

Gly

TAC

Tyr

ATG

Met

GTG
Val
150
GCA

Ala

CAA

Gln

TTC

Phe

TAT

Tyr

CTC
Leu
230
GTG

Val

TGT

Cys

GAA

Glu

AGC

Ser

ACA
Thr
135
GTG

Val

TTT

Phe

TGC

Cys

TCC

Ser

GGT
Gly
215
CTG

Leu

CAG

Gln

GTC

Val

CGT

Arg

CGC
Arg
120
GGA

Gly

ACC

Thr

GGC

Gly

CTG

Leu

GTG
Val
200
TAT

Tyr

GAG

Glu

CCG

Pro

TCT

Ser

GAC
Asp
280

ES 2338283 T3

GCT

Ala

GCC

Ala

TCA

Ser

GGC

Gly

AAC
Asn
185
GGC

Gly

GAC

Asp

CTC

Leu

GGT

Gly

GAT
Asp
265
CTT

Leu

CGG

Arg

TAC

Tyr

GGA

Gly

TTC
Phe
170
TCC

Ser

CcccC

Pro

TTG

Leu

CTG

Leu

CCT
Pro
250
GTC

Val

CGC

Arg

TGG

Trp

CCA

Pro

GGA
Gly
155
ATT

Ile

CAG

Gln

GTG

Val

AAC

Asn

GTC
Val
235
GTC

Val

GGC

Gly

CAG

Gln

41

TCT

Ser

Lys
140
AGG

Arg

CTG

Leu

CcccC

Pro

AGC

Ser

TCT
Ser
220
CCA

Pro

GTG

Val

TAT

Tyr

CTC

Leu

GAG
Glu
125
ccc

Pro

GTG

Val

TGT

Cys

CAT

His

CCG
Pro
205
CcccC

Pro

GGT

Gly

GCC

Ala

GAC

AsSp

CCT
Pro

285

CTC

Leu

ACC

Thr

ACC

Thr

ARG

Lys

GCC
Ala
190
AAT

Asn

TAT

Tyr

GGT

Val

CCT

Pro

AGA
Arg
270
GGC

Gly

AGT

Ser

CTC

Leu

CTC

Leu

GAA
Glu
175
CGT

Arg

CGC

Arg

GTG

Val

TCT

Ser

GGG
Gly
255
TTT

Phe

CGG

Arg

GAC

AsSp

TCA

Ser

CAG
Gln
160
GGA

Gly

GGG

Gly

AGG

Arg

TGG

Trp

AAG
Lys
240
GAA

Glu

GTT

Val

CAG

Gln

CCcC

Pro

GCC
Ala
145
TGT

Cys

GAA

Glu

TCG

Ser

TGG

Trp

TCT
Ser
225
AAG

Lys

AGC

Ser

CTG

Leu

CCcC

Pro

560

608

656

704

752

800

848

896

944

992

1040
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CAG GCT GGG

Gln Ala Gly

290

TCC TAC GGG

Ser Tyr Gly

GAG TGG TCG

Glu Trp Ser

ATC CAT GGC

Ile His Gly
340
TCA

GGA GAG

Ser Gly Glu
355
ACT

TTC CTT

Thr Phe Leu
370
AGA TCA ATA

Arg Ser Ile

CCT GTG ACC

Pro Val Thr
405
CAG

CCC cccC

Gln Pro Pro
420
TGAGGACCAG
GGGGGTTGTG
CTTCCTCATC
TGATTTCCAA
GAGGTCCAGC
ACAGCCTGAA
TGTGACCTAC

ATCCCAGGAA

CTC

Leu

GGC

Gly

GCC
Ala
325
ACA

Thr

AAC

Asn

CTG

Leu

CAC

His

TCA

Ser

ACC

Thr

TCC

Ser

CAG
Gln
310
ccc

Pro

CCcC

Pro

GTG

Val

ACC

Thr

GAA
Glu
390
GCC

Ala

CAC

His

CAG
Gln
295
TAC

Tyr

AGC

Ser

TTC

Phe

ACC

Thr

AAG
Lys
375
TAT

Tyr

CAC

His

CGG

Arg

GCC

Ala

AGA

Arg

GAC

Asp

ATC

Ile

CTG
Leu
360
GCG

Ala

CCT

Pro

GCG

Ala

TCC
Ser

425

ES 2338 283 T3

AAC

Asn

TGC

Cys

CcccC

Pro

TCA
Ser
345
CTG

Leu

GGA

Gly

AGG

Lys

GGG
Gly
410
CAT

His

TTC

Phe

TAC

Tyr

CTG
Leu
330
GTG

Val

TGT

Cys

GCA

Ala

TAC

Tyr

ACC

Thr

CTC

Leu

ACC

Thr

GGT
Gly
315
GAC

AsSp

CAG

Gln

CAG

Gln

GCT

Ala

CAG
Gln
395
TAC

Tyr

CAC

His

CTG
Leu
300
GCA

Ala

ATC

Ile

CCA

Pro

TCA

Ser

GAT
AsSp
380
GCT

Ala

AGG

Arg

ACC

Thr

GGC

Gly

TAC

Tyr

CTG

Leu

GGC

Gly

TGG
Trp
365
GCC

Ala

GAA

Glu

ACC

Thr

TGC
Cys
430

CCT

Pro

AAC

Asn

ATC

Ile

ccc
Pro
350
CGG

Arg

CcCA

Pro

TTC

Phe

CTC
Leu
415
AGG

Arg

GTG

Val

CTC

Leu

ACA
Thr
335
ACA

Thr

CAG

Gln

CTC

Leu

CCcC

Pro

CAT

His

CCcC

Pro

AGC

Ser

TCC
Ser
320
GGA

Gly

GTG

Val

TTC

Phe

CGT

Arg

ATG
Met
400
GGG

Gly

CGC
Arg
305
TCC

Ser

CAG

Gln

GCC

Ala

CAC

His

CTA
Leu
385
AGT

Ser

TTC

Phe

CCCCTCACCC

ATCGGCATCT

CTCCGACATC

CATCCTGCAG

CCAGCTGCCG

GATGGGGTGG

GCCCAGCTGC

AGGGAACCTC

CCACTGGGTC

TGGTGGCCGT

GACGTCAGGG

GGGCTGTGGG

ACGCCCAGGA

AGATGGACAC

ACAGCTTGAC

CAGCTGAGCC

GGATCCCCAA
CGTCCTACTG
CARACACTGG
GCCAGAGCCC
AGAAAACCTC
TCGGGCTGCT
CCTCAGACGG

CAGCATCTAC

42

AGTGGTCTGG

CTCCTCCTCC

ACATCGACCC

ACAGACAGAG

TATGCTGCCG

GCATCTGAAG

AAGGCAACTG

GCCACCCTGG

GAAGGCACCT

TCCTCCTCCT

AGAGAAAGGC

GCCTGCAGTG

TGAAGGACAC

CCCCCCAGGA

AGCCTCCTCC

CCATCCACTA

1088

1136

1184

1232

1280

1328

1376

1424

1466

1526

1586

1646

1706

1766

1826

1886

194¢
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GCCCGGAGGG TACGCAGACT CCACACTCAG TAGAAGGAGA CTCAGGACTG CTGAAGGCAC

GGGAGCTGCC CCCAGTGGAC ACCAATGAAC CCCAGTCAGC CTGGACCCCT AACAAAGACC

ATGAGGAGAT GCTGGGAACT TTGGGACTCA CTTGATTCTG CAGTCGAAAT AACTAATATC

CCTACATTTT TTAATTAAAG CAACAGACTT CTCAATAATC AATGAGTTAA CCGAGAAAAC

TAAAAAAAAA AAAA

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N°:20:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 431 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido

(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: proteina
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N°:20:

Met His Arg Gly Leu

1

Ala

Gly

Trp

Ser

65

Lys

Asn

Tyr

Pro

Ala

145

Cys

Met

Pro

Ala

50

Cys

Lys

Gly

Gly

Leu

130

Gln

Glu

Thr

Arg

35

Glu

Gln

Ser

Gln

Cys

115

Val

Pro

Ser

Pro

20

Thr

Pro

Gly

Ala

Phe

100

Gln

Leu

Ser

Gln

5

Ile

His

Asp

Ser

Ser

85

His

Tyr

Val

Pro

Val

165

Ile His Pro

Val

Val

Ser

Leu

70

Trp

Ile

Tyr

Met

Val

150

Ala

Thr

Gln

Val

55

Glu

Ile

Pro

Ser

Thr

135

Val

Phe

Val

Thr

40

Ile

Ala

Thr

Ser

Arg

120

Gly

Thr

Gly

Gln

Leu

25

Gly

Thr

Gln

Arg

Ile

105

Ala

Ala

Ser

Gly

43

Ser

10

Ile

Thr

Gln

Glu

Ile

90

Thr

Arg

Tyr

Gly

Phe

170

Arg

Cys

Ile

Gly

Tyr

75

Arg

Trp

Trp

Pro

Gly

155

Ile

Ala

Leu

Pro

Ser

60

Arg

Pro

Glu

Ser

Lys

140

Arg

Leu

Val

Gly

Lys

45

Pro

Leu

Glu

His

Glu

125

Pro

Val

Cys

Gly

Leu

30

Pro

Val

Tyr

Leu

Thr

110

Leu

Thr

Thr

Lys

Gly

15

Ser

Thr

Thr

Arg

Val

95

Gly

Ser

Leu

Leu

Glu

175

AsSp

Leu

Leu

Leu

Glu

80

Lys

Arg

AsSp

Ser

Gln

160

Gly

2006

2066

2126

2186

2200
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ES 2338 283 T3

Glu Asp Glu His Pro Gln Cys Leu Asn
180 185
Ser Ser Arg Ala Ile Phe Ser Val Gly
195 200
Trp Ser His Arg Cys Tyr Gly Tyr Asp
210 215
Ser Ser Pro Ser Asp Leu Leu Glu Leu
225 230
Lys Pro Ser Leu Ser Val Gln Pro Gly
245
Ser Leu Thr Leu Gln Cys Val Ser Asp
260 265
Leu Tyr Lys Glu Gly Glu Arg Asp Leu
275 280
Pro Gln Ala Gly Leu Ser Gln Ala Asn
290 295
Arg Ser Tyr Gly Gly Gln Tyr Arg Cys
305 310
Ser Glu Trp Ser Ala Pro Ser Asp Pro
325
Gln Ile His Gly Thr Pro Phe Ile Ser
340 345
Ala Ser Gly Glu Asn Val Thr Leu Leu
355 360
His Thr Phe Leu Leu Thr Lys Ala Gly
370 375
Leu Arg Ser Ile His Glu Tyr Pro Lys
385 390
Ser Pro Val Thr Ser Ala His Ala Gly
405
Phe Gln Pro Pro Thr His Arg Ser His

420 425

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N°:21:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 2790 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE HEBRA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

44

Ser

Pro

Leu

Leu

Pro

250

Val

Arg

Phe

Tyr

Leu

330

Val

Cys

Ala

Tyr

Thr

410

Leu

Gln

Val

Asn

Val

235

Val

Gly

Gln

Thr

Gly

315

AsSp

Gln

Gln

Ala

Gln

395

Tyr

His

Pro

Ser

Ser

220

Pro

Val

Tyr

Leu

Leu

300

Ala

Ile

Pro

Ser

AsSp

380

Ala

Arg

Thr

His

Pro

205

Pro

Gly

Ala

AsSp

Pro

285

Gly

Tyr

Leu

Gly

Trp

365

Ala

Glu

Thr

Cys

Ala

190

Asn

Tyr

Val

Pro

Arg

270

Gly

Pro

Asn

Ile

Pro

350

Arg

Pro

Phe

Leu

Arg
430

Arg

Arg

Val

Ser

Gly

255

Phe

Arg

Val

Leu

Thr

335

Thr

Gln

Leu

Pro

His

415

Pro

Gly

Arg

Trp

Lys

240

Glu

Val

Gln

Ser

Ser

320

Gly

Val

Phe

Arg

Met

400

Gly



ES 2338283 T3

(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc

(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: CDS
(B) POSICION: 177..2132

(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: caracteristicas_varias
(B) POSICION: 1722
(D) OTRA INFORMACION: /nota = N en el nucleétido 1722 puede ser A,C,GoT

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N°:21: (2) INFORMACION PARA LA SEC ID N°:22:

25

30

35

40

45

50

55

60

65

GCCACACGCA GCTCAGCCTG GGCGGCACAG CCAGATGCGA GATGCGTCTC TGCTGATCTG 60
AGTCTGCCTG CAGCATGGAC CTGGGTCTTC CCTGAAGCAT CTCCAGGGCT GGAGGGACGA 120
CTGCCATGCA CCGAGGGCTC ATCCATCCAC AGAGCAGGGC AGTGGGAGGA GACGCC 176
ATG ACC CCC ATC CTC ACG GTC CTG ATC TGT CTC GGG CTG AGC CTG GGC 224
Met Thr Pro Ile Leu Thr Val Leu Ile Cys Leu Gly Leu Ser Leu Gly
1 5 10 15
CCC CGG ACC CAC GTG CAG GCA GGG CAC CTC CCC AAG CCC ACC CTC TGG 272
Pro Arg Thr His Val Gln Ala Gly His Leu Pro Lys Pro Thr Leu Trp
20 25 30
GCT GAA CCA GGC TCT GTG ATC ACC CAG GGG AGT CCT GTG ACC CTC AGG 320
Ala Glu Pro Gly Ser Val Ile Thr Gln Gly Ser Pro Val Thr Leu Arg
35 40 45
TGT CAG GGG GGC CAG GAG ACC CAG GAG TAC CGT CTA TAT AGA GAA AAG 368
Cys Gln Gly Gly Gln Glu Thr Gln Glu Tyr Arg Leu Tyr Arg Glu Lys
50 55 60

AAA ACA GCA CCC TGG ATT ACA CGG ATC CCA CAG GAG CTT GIG AAG AAG 416
Lys Thr Ala Pro Trp Ile Thr Arg Ile Pro Gln Glu Leu Val Lys Lys

65 70 75 80

45
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GGC

Gly

CGC

Arg

CCcC

Pro

GCC

Ala

TGT
Cys
145
GAA

Glu

TCG

Ser

TGG

Trp

TCT

Ser

AAG
Lys
225
ACC

Thr

CAG

Gln

TGT

Cys

CTG

Leu

CAG
Gln
130
GAC

Asp

GAT

Asp

TCC

Ser

TGG

Trp

CTA
Leu
210
CCA

Pro

CTG

Leu

TTC

Phe

TAC

Tyr

GAG
Glu
115
ccc

Pro

TCA

Ser

GAA

Glu

CGC

Arg

TAC
Tyr
195
ccc

Pro

TCA

Ser

ACT

Thr

CcccC

Pro

TAT
Tyr
100
CTG

Leu

AGC

Ser

CAG

Gln

CAC

His

GCC
Ala
180
AGG

Arg

AGT

Ser

CTC

Leu

CTG

Leu

ATC
Ile

85
GGT

Gly

GTG

Val

CcccC

Pro

GTG

Val

CCA
Pro
165
ATC

Ile

TGC

Cys

GAT

Asp

TCA

Ser

CAG
Gln

245

CCA

Pro

AGC

Ser

GTG

Val

GTG

Val

GCA
Ala
150
CAA

Gln

TTC

Phe

TAT

Tyr

CTC

Leu

GTG
Val
230
TGT

Cys

ES 2338 283 T3

TCC

Ser

GAC

Asp

ACA

Thr

GTG
Val
135
TTT

Phe

TGC

Cys

TCC

Ser

GCT

Ala

CTG
Leu
215
CAG

Gln

GGC

Gly

ATC

Ile

ACT

Thr

GGA
Gly
120
AAC

Asn

GAT

Asp

CTG

Leu

GTG

Val

TAT
Tyr
200
GAG

Glu

CCA

Pro

TCT

Ser

ACC

Thr

GCA
Ala
105
GCC

Ala

TCA

Ser

GGC

Gly

AAC

Asn

GGC
Gly
185
GAC

Asp

CTC

Leu

GGT

Gly

GAT

AsSp

TGG
Trp

90
GGC

Gly

TAC

Tyr

GGA

Gly

TTC

Phe

TCC
Ser
170
CCcC

Pro

TCG

Ser

CTG

Leu

CCT

Pro

GCT
Ala

250

46

GAA

Glu

CGC

Arg

ATC

Ile

GGG

Gly

ATT
Ile
155
CAG

Gln

GTG

Val

AAC

Asn

GTC

Val

ATC
Ile
235
GGC

Gly

CAT

His

TCA

Ser

Lys

AAT
Asn
140
CTG

Leu

CcccC

Pro

AGC

Ser

TCT

Ser

CTA
Leu
220
GTG

Val

TAC

Tyr

GCA

Ala

GAG

Glu

ccc
Pro
125
GTA

Val

TGT

Cys

CAT

His

CCG

Pro

ccc
Pro
205
GGT

Gly

GCC

Ala

AAC

Asn

GGG

Gly

AGC
Ser
110
ACC

Thr

ACC

Thr

AMG

Lys

GCC

Ala

AGT
Ser
190
TAT

Tyr

GTT

Val

CCT

Pro

AGA

Arg

CGG
Arg

95
AGT

Ser

CTC

Leu

CTC

Leu

GAA

Glu

CGT
Arg
175
CGC

Arg

GAG

Glu

TCT

Ser

GAG

Glu

TTT
Phe

255

TAT

Tyr

GAC

AsSp

TCA

Ser

CAG

Gln

GGA
Gly
160
GGG

Gly

AGG

Arg

TGG

Trp

AMG

Lys

GAG
Glu
240
GTT

Val

464

512

560

608

656

704

752

800

848

896

944
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CTG

Leu

CCcC

Pro

CGC

Arg

TCC
Ser
305
CAG

Gln

GCC

Ala

CAA

Gln

CTA

Leu

GGT
Gly
385
CAG

Gln

CTC

Leu

TAT

Tyr

CAG

Gln

TCC
Ser
290
GAG

Glu

TTC

Phe

TCA

Ser

ACT

Thr

AGA
Arg
370
CCT

Pro

AGC

Ser

GTG

Val

ARG

Lys

GCT
Ala
275
TAC

Tyr

TGG

Trp

TAT

Tyr

GGA

Gly

TTC
Phe
355
TCA

Ser

GTG

Val

TCC

Ser

GTC

Val

GAC
AsSp
260
GGG

Gly

GGG

Gly

TCG

Ser

GAC

AsSp

GAG
Glu
340
CTT

Leu

ACG

Thr

ACC

Thr

Lys

TCA
Ser

420

GGG

Gly

CTC

Leu

GGC

Gly

GCC

Ala

AGA
Arg
325
AAC

Asn

CTG

Leu

TAC

Tyr

TCA

Ser

ccc
Pro
405
GGA

Gly

GAA

Glu

TCC

Ser

CAG

Gln

ccc
Pro
310
GTC

Val

GTG

Val

ACC

Thr

CAA

Gln

GCC
Ala
390
TAC

Tyr

CCG

Pro

CGT

Arg

CAG

Gln

TAC
Tyr
295
AGC

Ser

TCC

Ser

ACC

Thr

ARG

Lys

TCT
Ser
375
CAT

His

CTG

Leu

TCT

Ser

ES 2338283 T3

GAC

AsSp

GCC
Ala
280
AGA

Arg

GAC

Asp

CTC

Leu

CTG

Leu

GAG
Glu
360
CAA

Gln

GCG

Ala

CTG

Leu

GGG

Gly

TTC
Phe
265
AAC

Asn

TGC

Cys

CCcC

Pro

TCG

Ser

CTG
Leu
345
GGG

Gly

Lys

GGG

Gly

ACT

Thr

GGC
Gly

425

CTT

Leu

TTC

Phe

TAC

Tyr

CTG

Leu

GTG
Val
330
TGT

Cys

GCA

Ala

TAC

Tyr

ACC

Thr

CAC
His
410
ccc

Pro

47

CAG

Gln

ACC

Thr

GGT

Gly

GAC
AsSp
315
CAG

Gln

CAG

Gln

GCT

Ala

CAG

Gln

TAC
Tyr
395
ccc

Pro

AGC

Ser

CTC

Leu

CTG

Leu

GCA
Ala
300
ATC

Ile

CCG

Pro

TCA

Ser

GAT

AsSp

GCT
Ala
380
AGG

Arg

AGT

Ser

TCC

Ser

GCT

Ala

GGC
Gly
285
CAC

His

CTG

Leu

GGC

Gly

CAG

Gln

GAC
AsSp
365
GAA

Glu

TGC

Cys

GAC

AsSp

CCG

Pro

GGC
Gly
270
CCT

Pro

AAC

Asn

ATC

Ile

CCcC

Pro

GGA
Gly
350
CCA

Pro

TTC

Phe

TAC

Tyr

CCcC

Pro

ACA
Thr

430

GCA

Ala

GTG

Val

CTC

Leu

GCA

Ala

ACG
Thr
335
TGG

Trp

TGG

Trp

CcccC

Pro

GGC

Gly

CTG
Leu
415
ACA

Thr

CAG

Gln

AGC

Ser

TCC

Ser

GGA
Gly
320
GTG

Val

ATG

Met

CGT

Arg

ATG

Met

TCA
Ser
400
GAG

Glu

GGC

Gly

992

1040

1088

1136

1184

1232

1280

1328

1376

1424

1472
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CCcC

Pro

TCG

Ser

ATC
Ile
465
CTC

Leu

AGA

Arg

ACA

Thr

GAA

Glu

GTG
Val
545
GTG

Val

TCT

Ser

CAG

Gln

ACC

Thr

GAT
Asp
450
TTG

Leu

ATC

Ile

ARG

Lys

GAC

Asp

GAA
Glu
530
GAG

Glu

ACG

Thr

CCT

Pro

GCG

Ala

TCC
Ser
435
ccc

Pro

GTG

Val

CTC

Leu

GCT

Ala

AGA
Arg
515
AAC

Asn

ATG

Met

TAT

Tyr

CCT

Pro

GAA
Glu

595

ACA

Thr

CAG

Gln

GCC

Ala

CGA

Arg

GAT
Asp
500
NGC

Arg

CTC

Leu

GAC

Asp

GCC

Ala

TCC
Ser
580
GAG

Glu

TCT

Ser

AGT

Ser

GTC

Val

CAT
His
485
TTC

Phe

CTG

Leu

TAT

Tyr

ACT

Thr

GAG
Glu
565
CCA

Pro

GAC

Asp

GGC

Gly

GGT

Gly

ATC
Ile
470
CGA

Arg

CAA

Gln

CAG

Gln

GCT

Ala

CGG
Arg
550
GTG

Val

CTG

Leu

AGG

Arg

CCT

Pro

CTG
Leu
455
CTA

Leu

CGT

Arg

CAT

His

TGG

Trp

GCC
Ala
535
CAG

Gln

Lys

TCT

Ser

CAG

Gln

ES 2338 283 T3

GAG
Glu
440
GGA

Gly

CTG

Leu

CAG

Gln

CCT

Pro

AGG
Arg
520
GTG

Val

AGC

Ser

CAC

His

GGG

Gly

ATG
Met

600

GAC

AsSp

AGG

Arg

CTC

Leu

GGC

Gly

GCA
Ala
505
TCC

Ser

ARG

Lys

CCA

Pro

TCC

Ser

GAA
Glu
585
GAC

AsSp

CAG

Gln

CAC

His

CTC

Leu

Lys
490
GGG

Gly

AGC

Ser

CAC

His

CAC

His

AGA
Arg
570
TTC

Phe

ACT

Thr

48

CcccC

Pro

CTG

Leu

CTC
Leu
475
CAC

His

GCT

Ala

CCA

Pro

ACA

Thr

GAT
AsSp
555
CCT

Pro

CTG

Leu

GAG

Glu

CTC

Leu

GGG
Gly
460
CTC

Leu

TGG

Trp

GTG

Val

GCT

Ala

CAG
Gln
540
GAA

Glu

AGG

Arg

GAC

AsSp

GCT

Ala

ACC
Thr
445
GTT

Val

CTC

Leu

ACA

Thr

GGG

Gly

GCC
Ala
525
CCT

Pro

GAC

AsSp

AGA

Arg

ACA

Thr

GCT
Ala

605

CcccC

Pro

GTG

Val

CTC

Leu

TCG

Ser

CCA
Pro
510
GAT

AsSp

GAG

Glu

CCcC

Pro

GAA

Glu

AAG
Lys
590
GCA

Ala

ACC

Thr

ATC

Ile

CTC

Leu

ACC
Thr
495
GAG

Glu

GCC

Ala

GAT

AsSp

CAG

Gln

ATG
Met
575
GAC

AsSp

TCT

Ser

GGG

Gly

GGC

Gly

TTC
Phe
480
CAG

Gln

CcccC

Pro

CAG

Gln

GGG

Gly

GCA
Ala
560
GCT

Ala

AGA

Arg

GAA

Glu

1520

1568

1616

1664

1712

1760

1808

1856

1904

1952

2000
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GCC

Ala

CGG
Arg
GTG

Val

ccc
Pro
610
AAG
Lys
CcccC

Pro

CAG

Gln

GCA ACT

Ala

AGC

Ser

GACGCAGACC

CCATTGGACC

CTCAATTCTG

CTCAATAATC

AATGTAAATA

TTAGGAAAGA

AGGGCACGGT

CGAGTTCAGG

TACAAAAATT

GCAGGAGAAT

CTCTCCAGCC

GAT

Asp

Thr

ATC

Ile

645

CCACACTCCA
CCACCCAGCC
CAGTATAAAT
AATGAAGTAG
TTACACATCA
AAAAAAGTAG
GGCTCACGCC
AGATCGAGAC
AGCTGGATGT
CGCTTGAACC

TGGCGACAGA

GTG ACC

Val Thr

GAG CCT

Glu Pro

TAC GCC

ES 2338283 T3

TAC GCC CAG
Tyr Ala Gln
615

CCT CCA TCC
Pro Pro Ser
ACT CTG GCC

Thr Leu Ala

CTG

Leu

CAG
Gln
ATC

Ile

CAC

His

GAA
Glu
CAC

His

AGC
Ser
620
GGG
Gly

TAG

*

TTG ACC
Leu Thr
CCC TCT
Pro Ser

CCCAGGGGGG

CTT AGA

Leu Arg

CCA GCT

Pro Ala

Tyr Ala

TGGAGTCTGG

TGGATCTACC

AACTAATGTC

CTGAGAAAAC

AGCGATGAAA

GAAATGAATG

TGTAATTCCA

CATCTTGGCC

GGTGGCAGTG

AGGGAGTCAG

GGGAGACTCC

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N°:22:

(A) LONGITUD: 652 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(D) TOPOLOGIA: lineal

Met Thr Pro

1

Pro Arg Thr

Ala Glu

Cys Gln Gly

5

20

Pro

35

0

(ii) TIPO DE MOLECULA: proteina
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N°:22:

5

His Val Gln Ala Gly

Gly Ser Val Ile

Gly Gln Glu Thr Gln

55

650
AATGCATGGG
CCAGGAGACT
TCTACAATTT
TAAGTCAGAA
CTGGAAAACT
ATCTTGGCTT
GCACTTTGGG
AACATGGTGA
CCTGTAATCC
AGGTTTCAGT

ATCTCAAATT

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

10

25

Thr

40

49

His Leu Pro Lys

Gln Gly Ser Pro

AGCTGCCCCC

CTGGGAACTT

TGAAATAAAG

AGTGCATTAA

ACAAGCCACG

TCCTATAAGA

AGGCCGAGGC

AACCCTGTICT

CAGCTATTTG

GAGCCAAGAT

AAAARARADNA

Ile Leu Thr Val Leu Ile Cys Leu Gly Leu Ser

Pro Thr

Val Thr

CCAGTGGACA

TTAGGGGTCA

CAACAGACTT

ACTGAATCAC

AATGAATGAA

AATTTAGGGC

GGGCAGATCA

CTCCTAAAARA

GGAGGCTGAG

CGCACCACTG

Leu

15

Leu

30

Leu

45

Glu Tyr Arg Leu Tyr Arg

60

Glu

Gly

Trp

Arg

Lys

2048

2096

2142

2202

2262

2322

2382

2442

2502

2562

2622

2682

2742

2790
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Lys

65

Gly

Arg

Pro

Ala

Cys

145

Glu

Ser

Trp

Ser

Lys

225

Thr

Leu

Pro

Arg

Ser

305

Gln

Thr

Gln

Cys

Leu

Gln

130

Asp

AsSp

Ser

Trp

Leu

210

Pro

Leu

Tyr

Gln

Ser

290

Glu

Phe

Ala

Phe

Tyr

Glu

115

Pro

Ser

Glu

Arg

Tyr

195

Pro

Ser

Thr

Lys

Ala

275

Tyr

Trp

Tyr

Pro

Pro

Tyr

100

Leu

Ser

Gln

His

Ala

180

Arg

Ser

Leu

Leu

Asp

260

Gly

Gly

Ser

Asp

Trp

Ile

85

Gly

Val

Pro

Val

Pro

165

Ile

Cys

Asp

Ser

Gln

245

Gly

Leu

Gly

Ala

Arg
325

Ile

70

Pro

Ser

Val

Val

Ala

150

Gln

Phe

Tyr

Leu

Val

230

Cys

Glu

Ser

Gln

Pro

310

Val

ES 2338 283 T3

Thr

Ser

Asp

Thr

Val

135

Phe

Cys

Ser

Ala

Leu

215

Gln

Gly

Arg

Gln

Tyr

295

Ser

Ser

Arg

Ile

Thr

Gly

120

Asn

Asp

Leu

Val

Tyr

200

Glu

Pro

Ser

Asp

Ala

280

Arg

Asp

Leu

Ile

Thr

Ala

105

Ala

Ser

Gly

Asn

Gly

185

AsSp

Leu

Gly

AsSp

Phe

265

Asn

Cys

Pro

Ser

50

Pro

Trp

90

Gly

Tyr

Gly

Phe

Ser

170

Pro

Ser

Leu

Pro

Ala

250

Leu

Phe

Tyr

Leu

Val

330

Gln

75

Glu

Arg

Ile

Gly

Ile

155

Gln

Val

Asn

Val

Ile

235

Gly

Gln

Thr

Gly

AsSp

315

Gln

Glu

His

Ser

Lys

Asn

140

Leu

Pro

Ser

Ser

Leu

220

Val

Tyr

Leu

Leu

Ala

300

Ile

Pro

Leu

Ala

Glu

Pro

125

Val

Cys

His

Pro

Pro

205

Gly

Ala

Asn

Ala

Gly

285

His

Leu

Gly

Val

Gly

Ser

110

Thr

Thr

Lys

Ala

Ser

190

Tyr

Val

Pro

Arg

Gly

270

Pro

Asn

Ile

Pro

Lys

Arg

95

Ser

Leu

Leu

Glu

Arg

175

Arg

Glu

Ser

Glu

Phe

255

Ala

Val

Leu

Ala

Thr

335

Lys

80

Tyr

AsSp

Ser

Gln

Gly

160

Gly

Arg

Trp

Lys

Glu

240

Val

Gln

Ser

Ser

Gly

320

Val
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25

30

35

40

45

50

55

60

65

Ala

Gln

Leu

Gly

385

Gln

Leu

Pro

Ser

Ile

465

Leu

Arg

Thr

Glu

Val

545

Val

Ser

Gln

Ser

Thr

Arg

370

Pro

Ser

Val

Thr

Asp

450

Leu

Ile

Lys

Asp

Glu

530

Glu

Thr

Pro

Ala

Gly

Phe

355

Ser

Val

Ser

Val

Ser

435

Pro

Val

Leu

Ala

Arg

515

Asn

Met

Tyr

Pro

Glu

595

Glu

340

Leu

Thr

Thr

Lys

Ser

420

Thr

Gln

Ala

Arg

Asp

500

Arg

Leu

Asp

Ala

Ser

580

Glu

Asn

Leu

Tyr

Ser

Pro

405

Gly

Ser

Ser

Val

His

485

Phe

Leu

Tyr

Thr

Glu

565

Pro

Asp
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Val

Thr

Gln

Ala

390

Tyr

Pro

Gly

Gly

Ile

470

Arg

Gln

Gln

Ala

Arg

550

Val

Leu

Arg

Thr

Lys

Ser

375

His

Leu

Ser

Pro

Leu

455

Leu

Arg

His

Trp

Ala

535

Gln

Lys

Ser

Gln

Leu

Glu

360

Gln

Ala

Leu

Gly

Glu

440

Gly

Leu

Gln

Pro

Arg

520

Val

Ser

His

Gly

Met

600

Leu

345

Gly

Lys

Gly

Thr

Gly

425

AsSp

Arg

Leu

Gly

Ala

505

Ser

Lys

Pro

Ser

Glu

585

AsSp

51

Cys

Ala

Tyr

Thr

His

410

Pro

Gln

His

Leu

Lys

490

Gly

Ser

His

His

Arg

570

Phe

Thr

Gln

Ala

Gln

Tyr

395

Pro

Ser

Pro

Leu

Leu

475

His

Ala

Pro

Thr

AsSp

555

Pro

Leu

Glu

Ser

AsSp

Ala

380

Arg

Ser

Ser

Leu

Gly

460

Leu

Trp

Val

Ala

Gln

540

Glu

Arg

AsSp

Ala

Gln

AsSp

365

Glu

Cys

AsSp

Pro

Thr

445

Val

Leu

Thr

Gly

Ala

525

Pro

AsSp

Arg

Thr

Ala

605

Gly

350

Pro

Phe

Tyr

Pro

Thr

430

Pro

Val

Leu

Ser

Pro

510

AsSp

Glu

Pro

Glu

Lys

590

Ala

Trp

Trp

Pro

Gly

Leu

415

Thr

Thr

Ile

Leu

Thr

495

Glu

Ala

AsSp

Gln

Met

575

AsSp

Ser

Met

Arg

Met

Ser

400

Glu

Gly

Gly

Gly

Phe

480

Gln

Pro

Gln

Gly

Ala

560

Ala

Arg

Glu
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ES 2338 283 T3

Ala Pro Gln Asp Val Thr Tyr Ala Gln Leu His

610 615

Ser Leu Thr Leu Arg

620

Arg Lys Ala Thr Glu Pro Pro Pro Ser Gln Glu Gly Pro Ser Pro Ala

625 630 635
Val Pro Ser Ile Tyr Ala Thr Leu Ala Ile His

645 650

52

640
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