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DESCRIPCION

Marcador tumoral y de senescencia.

La presente invencién pertenece a los campos de la biotecnologia y la medicina y se refiere a una proteina que se
ha encontrado que es un potencial marcador tumoral y/o de la senescencia ttil para diagndsticos médicos y que adi-
cionalmente tiene potencial terapéutico asi como propiedades antiapoptoticas ttiles para mejorar la viabilidad celular
en la tecnologia de cultivos celulares.

Introduccion

El paso en serie de células humanas es un modelo ampliamente usado para estudiar los cambios que se producen
durante el proceso de envejecimiento a nivel celular. Por tanto, se puede ganar una importante comprension acerca de
la regulacidn del ciclo celular y del fenotipo de la senescencia celular.

Los estudios de fusién celular de la técnica anterior fueron capaces de demostrar que el fenotipo senescente es
dominante sobre el fenotipo inmortal transformado. Adicionalmente, la microinyeccién de ARNm derivada de células
senescentes induce el fenotipo senescente en células jovenes, y la inhibicién de la sintesis de ADN estd afectada
por la preparacion de la membrana plasmadtica de células senescentes y quiescentes. Esta detencion del crecimiento se
produce en la fase G1 tardia del ciclo celular y las células se bloquean al entrar en la fase S, incluso aunque se estimulen
con cualquier combinacién conocida de mitégenos, aun los receptores del factor de crecimiento estdn adn presentes
en la superficie celular. Esta detencion irreversible del crecimiento es dependiente de la pérdida de actividad de la
telomerasa, debido a que los fibroblastos transfectados con la subunidad TERTh catalitica no entran en senescencia
replicativa, ni muestran alteraciones tumorogénicas.

Los informes acerca de la expresion génica durante la senescencia localizan cambios en los diferentes grupos de
genes: los genes reguladores del ciclo celular, los genes inducibles por los factores de transcripcion y el factor de
crecimiento, las proteinas de la matriz celular y las secretoras, y los genes mitocondriales.

Breve descripcion de la invencion

La presente invencion se refiere al aislamiento y a la reproduccién mediante técnicas de ingenieria genética re-
combinante de secuencias de dcido nucleico que codifican una proteina humana (denominada a partir de ahora en el
presente documento proteina “SNEV”) o sus homélogos, cuya proteina se encontré que interferia con los procesos
reguladores celulares que determinan o afectan al menos un pardmetro seleccionado entre el grupo constituido por cre-
cimiento, viabilidad, alargamiento de la vida, y nimero de ciclos de replicacion, de una célula eucariota, por ejemplo,
una de mamifero o de ser humano.

La invencidn se refiere también al uso de las presentes proteinas SNEV, los péptidos, anticuerpos, secuencias de
acido nucleico, ARNm de sentido directo y ARN o APN de sentido contrario en al menos un campo de aplicacién
seleccionado entre el grupo constituido por diagnésticos, terapia médica y tecnologia de cultivos celulares, particular-
mente para uso en diagndsticos de tumores, cincer y senescencia, prevencién o terapia. En una realizacién especifica,
la invencién se refiere al uso de las presentes proteinas SNEV o los dcidos nucleicos correspondientes para prolon-
gar el alargamiento de la vida de una célula eucariota en un medio de cultivo adecuado in vitro. En otra realizacién
especifica adicional, la invencion se refiere a lo opuesto, es decir, a la induccién intencionada de la detencién de la
proliferacion (senescencia) de las células eucariotas disminuyendo los niveles intracelulares de proteina SNEV usando
ARN de sentido contrario o anticuerpos dirigidos contra SNEV.

Descripcion detallada de la invencién

Basandose en el conocimiento de los estudios anteriormente mencionados, se llevé a cabo un procedimiento de
hibridacién sustractiva con el fin de aislar nuevos genes reguladores de la senescencia y/o el crecimiento, que pueden
estar también relacionados con enfermedades asociadas a la edad y la tumorogénesis. A este objeto, se produjo uno de
los genes candidatos para ser tanto recombinantemente expresado en exceso como inhibido en HUVEC, con el fin de
clarificar su significacién bioldgica.

Mediante un procedimiento de hibridacién sustractiva, se identificaron diversos genes expresados diferencialmente
a partir de un paso temprano (5 P, es decir, 5 pasos) y de las células HUVEC endoteliales senescentes (35 P) de la
vena umbilical humana, y se identificé un gen anteriormente desconocido, que se expreso a niveles mayores en células
endoteliales jovenes y quiescentes que en células endoteliales senescentes. A partir del andlisis del marco de lectura
abierto del ADNc de longitud completa, se dedujo una secuencia de aminodcidos, y la presunta proteina (denominada a
partir de ahora en el presente documento como proteina “SNEV”’) que representa un nuevo miembro de la familia de las
proteinas de repeticién WD. La transcripcién de este gen (denominado a partir de ahora en el presente documento como
gen “SNEV”) no se limita a las lineas de células endoteliales, sino que se observé en todos los tejidos humanos que
se ensayaron, incluyendo rifién, pulmén, placenta, intestino delgado, higado, leucocitos de la sangre periférica, bazo,
timo, colon, musculo esquelético, corazén, y cerebro. Mas atin; no se han identificado hasta el momento productos de
corte y empalme alternativos. Adicionalmente, se han identificado transcripciones homologas de la misma longitud
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(2,3 kb) mediante transferencia Northern en células CHO, en tejido de la pituitaria de rata y en una linea de células
tumorales de ratdn, lo que indica que los roedores expresan una version conservada de este ARNm.

Esta expresion ubicua de SNEV sugiere una importante funcién celular. Debido a que los inventores encontraron
que este ARNm se expresaba mas abundantemente en el paso temprano de las HUVEC que en sus contrapartes senes-
cente, los inventores determinaron los niveles de expresion correspondientes en otras lineas celulares. Los resultados
confirmaron que el fenémeno de disminucién de los niveles de ARNm de SNEV en células senescentes no se limita
a las HUVEC, sino que se puede observar también en fibroblastos diploides humanos y en células de rifion humano.
Ademds, los inventores fueron capaces de demostrar que la disminucién del ARNm de SNEV no es una consecuencia
de la detencidn del crecimiento sino de la senescencia, debido a que no se podrian detectar diferentes niveles de SNEV
entre HUVEC inhibidas por contacto y células en ciclacion.

A diferencia de la disminucién de los niveles de la transcripcion en células senescentes de, por ejemplo, origen
endotelial, fibroblastos, rifién o queratinocitos, se ha encontrado que los niveles de ARNm de SNEV estdn aumentados
drasticamente en cuatro diferentes lineas de leucemia humana en comparacién con sus controles normales, es decir,
linfocitos activados, asi como en una linea celular de queratinocitos transformados, y en células transformadas de SV40
y en células de carcinoma de riidén, en comparacién con células primarias de riiion humano. Adicionalmente, dos de
las lineas celulares de carcinoma de rifién ensayadas no muestran, sin embargo, niveles extremadamente elevados de
expresiéon de SNEV.

Diversos experimentos han desvelado que la expresion en exceso de SNEV recombinante en HUVEC dio como
resultado una expansion en el alargamiento de la vida, mientras que la infrarregulacién mediante transfeccion del
ARN de sentido contrario indujo la senescencia celular. Estos resultados destacan la importancia bioldgica del gen
SNEV recientemente identificado para controlar la viabilidad celular, la senescencia y la inmortalizacién de las lineas
celulares, y son una indicacién adicional de la estrecha relacién entre la detencion irreversible de la proliferacién
(por ejemplo, senescencia) y la tumorogénesis. En 1986, O’Brien y col, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83, 8659-8663
contemplaban ya la idea de que la senescencia replicativa puede ser un mecanismo supresor tumoral, y debido a
que incluso se confirmé consistentemente por diversos cientificos la evidencia que indicaba que la senescencia y la
tumorogénesis son estados celulares “opuestos”.

En la practica médica o biotecnolégica, el gen SNEV, la proteina SNEV y sus homélogos permiten interferir de
manera decidida con y modular el alargamiento de la vida celular, lo que incluye, por una parte, acelerar artificial-
mente la senescencia celular, y por la otra, prolongar la vida celular o incluso inmortalizar lineas celulares. Segtin
esto, proporcionan una base prometedora para el desarrollo de ttiles herramientas de diagnéstico asi como para el de-
sarrollo de composiciones farmacéuticas u otras composiciones para aplicaciones antitumorales o antienvejecimiento,
particularmente en los campos de la medicina y la biologia celular asi como en la tecnologia de cultivo de tejidos tales
como la tecnologia de cultivos celulares en mamiferos y plantas.

Determinar los niveles celulares de la proteina SNEV o del ARNm de SNEV proporcionard al médico valiosa
informacién sobre el estado de edad y sobre la probabilidad de desarrollo tumorogénico de una célula o tejido del
cuerpo humano o animal. Adicionalmente, suplementar células o tejidos con proteina SNEV, o como alternativa,
regular en exceso la expresion de SNEV mediante transfecciéon del ARNm de SNEV de sentido directo en dichas
células o tejidos puede interferir con la apoptosis y prolongar el alargamiento de la vida de las células o los tejidos,
y quizd incluso, inmortalizar dichas células o tejidos. Ademads, transfectar el ARNm de SNEV de sentido contrario
en células diana reducird los niveles de la transcripcién de SNEV (“infrarregulacién”) en el interior de esta células y
forzard de esta manera a estas células, por ejemplo, células con un elevado nivel de expresiéon de SNEV, tales como
células tumorales, a una senescencia temprana.

La bisqueda de homologias en la base de datos blast no redundante (nr) identificé tinicamente una correspondencia,
un clon PAC que contenfa la secuencia génica cromosémica de SNEV. En contraste, en la base de datos EST, se
derivaron aproximadamente 100 clones procedentes de bibliotecas de diferentes tejidos que correspondian con la
secuencia de los inventores. Se han secuenciado algunos cientos de pares de bases de estos clones a partir del extremo
3’, pero no se dedujo la funcién biolégica a partir de estos datos en la técnica anterior.

Del analisis de la secuencia del marco de lectura abierto, se predijo una secuencia de aminoacidos y una buisqueda
de la homologia desvelé un 50% de identidad con una presunta proteina procedente del nematodo Caenorhabditis
elegans de 509 aa de longitud, un 41% con una presunta proteina procedente de Arabidopsis thaliana de 540 aa, y
un 30% con una hipotética S-transducina de Schizosaccharomyces pombe y un 24 & con el factor PRP19 de corte y
empalme del pre-ARNm procedente de Saccharomyces cerevisiae.

La clonacién y el andlisis de la secuencia de SNEV/SNEVm desvel6 cinco presuntas regiones (Fig. 6, Fig. 7).
Comprendida dentro de los primeros 90 aa, se encontrd una regién con la secuencia U (un dedo de tipo RING modifi-
cado) mediante busqueda con SMART. Esta regién conservada se encuentra en una gran variedad de proteinas y media
posiblemente en la interaccion de la proteina de la secuencia con las proteinas conjugadas con ubiquitina activando
de esta manera su multiubiquitinacién adicional. Se encontr6 que la porcion N terminal de SNEV contenia 7 repeti-
ciones WD-40 que eran similares a las proteinas de tipo GB. Las repeticiones WD-40 tienen una longitud tipica de
aproximadamente 40 restos y forman una estructura 8 impulsora. Se proponen las repeticiones WD-40 para mediar en
las interacciones proteina-proteina (van der Voom y Ploegh, 1992, FEBS Lett 307, 131-4), quiza con regiones ricas en
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prolina. Se encuentran tinicamente en organismos eucariotas y regulan una gran variedad de funciones celulares, tales
como la division celular, la diferenciacion celular, la sefalizacioén transmembrana de la transcripcién génica, la modi-
ficacién del ARNm y la fusién de vesiculas (Neer y col., 1994, Nature 371, 297-300). La presunta regién superhélice
representa otro segmento con capacidad de interaccion proteina-proteina.

Los términos “homologia”, “homélogo” u “homdlogos” deben entenderse que se usan en el presente documento
como a una comparacién tanto de dos o mds secuencias de acido nucleico como a una comparacién de dos o mds
secuencias de aminodcidos. Las secuencias de dcido nucleico pueden ser secuencias de ADN o ARN de longitud
completa tales como secuencias de genes completos 0 ARN mensajero (ARNm), o partes de las mismos tales como
regiones de codificacién o de no codificacién, regiones conservativas, particularmente regiones con interés y similares,
o cualquier parte de una secuencia de dcido nucleico que se estd comparando con otra secuencia de dcido nucleico.
Normalmente, se da lugar una comparacién de la homologia a partir de una secuencia de nucleétidos producida o
aislada segtin la presente invencidn, con una secuencia de nucledtidos que se conoce en la técnica, lo mds frecuen-
temente, una secuencia de nucleétidos que se produce naturalmente a partir de una célula viva o un virus. A no ser
que se defina de otra manera en el presente documento, las secuencias de nucleétidos “homdlogos” u “homologas”
debe entenderse adicionalmente que comprenden secuencias idénticas asi como secuencias de nucleétidos que codifi-
can la misma secuencia de aminoécidos pero que varian en su composiciéon de nucleétidos debido a la degeneracién
del codigo genético. Cuando una secuencia de nucledtidos aislada o presunta segtin la presente invencién comprende
partes homologas y no homologas en comparacién con una secuencia de nucleétidos que se produce naturalmente o
se conoce de otra manera, el grado de homologia se expresa tanto en términos cuantitativos, es decir, porcentaje de
identidad, como representados graficamente mediante una comparativa que se muestra en una tabla o en una figura.

Cuando se refieren a secuencias de aminodacidos, los términos “homoélogo/a” u “homélogos/as” debe entenderse que
se refieren a partes, regiones o regiones funcionales idénticas tanto estructural (lo mas normal) como funcionalmente,
de proteinas completas, de subunidades de proteinas, de partes de proteinas, o de péptidos, en comparacién con una
secuencia de aminodcidos aislada o fabricada segiin la presente invencion. Cuando no existe identidad sino tinicamente
similitud, el grado de homologia estructural se expresa en términos cuantitativos, es decir, porcentaje de identidad, o
representado graficamente por una comparativa que se muestra en una tabla o en una figura. Se entiende que los
homélogos funcionales comprenden las proteinas que llevan a cabo la misma o esencialmente la misma funcién
que una de las proteinas o regiones de la misma presentes que se comparan, aunque puedan diferir entre si en la
estructura en una cierta extension. Normalmente, las funcionalmente homologas estdn estrechamente relacionadas
estructuralmente entre si.

El término “interactivo”, segin se usa en el presente documento, debe entenderse que se refiere a una relacién
funcional entre una proteina o parte de una proteina de la presente invencién y una molécula efectora o sustrato, por
ejemplo, otra proteina o péptido, cuya relacién funcional tiene en efecto que experimentar cambios en cualquiera o en
ambas moléculas interactivas en su estructura y/o funcién. Normalmente, la interaccién es tal que produce una regiéon
funcional de una o ambas de las moléculas interactivas que llega a activarse o a aumentar su actividad, o, viceversa,
para conseguir inhibirse o bloquearse.

Breve descripcion de las figuras

la fig. 1 se refiere a la expresion de SNEV en HUVEC. Se presentan los niveles de expresiéon de SNEV como
multiplos de los niveles en células jévenes;

la fig. 2 se refiere a la expresion de SNEV en fibroblastos diploides humanos. Se presentan los niveles de expresion
de SNEV como multiplos de los niveles en células jovenes;

la fig. 3 se refiere a la expresion de SNEV en células de rifién. Se presentan los niveles de expresion de SNEV
como multiplos de los niveles en células de rifién normales;

la fig. 4 se refiere a la expresién de SNEV en linfocitos. Se presentan los niveles de SNEV como muiltiplos de los
niveles en linfocitos activados;

la fig. 5 fotografia a la izquierda: células HUVEC tefiidas con 8 galactosidasa infectadas con una construccién
PLXSN/SNEV de sentido directo tras entrar en senescencia celular en el paso 17. Fotografia a la derecha: células
HUVEC teiiidas con 8 galactosidasa infectadas con una construccién PLXSN/SNEV de sentido directo en el paso 23.
Se observa una tincién azul como marcador de la senescencia celular en las células infectadas tinicamente con ARN
de SNEV de sentido contrario;

la fig. 6 presuntas regiones funcionales de SNEV;

la fig. 7 presuntas regiones de SNEV: superhélice (CC), regién globular 1 (GI 1), regioén globular 2 (GI 2), segmento
rico en serina (Ser-rico), regién de baja complejidad (LCR), regién globular 3 (GI 3);

la fig. 8 tinciéon de SNEV en células HaCat (A y B) y HDF (C y D) usando inmunofluorescencia indirecta. Las
representaciones graficas A a D muestran la localizacién de SNEV en el interior de las dos lineas celulares;
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la fig. 9 gel de poliacrilamida tefiido con plata (A) y transferencia Western cargadas con un sobrenadante de cultivo
celular de insecto transformado con SNEV (banda 1), un lisado de células de insecto (banda 2), y un lisado de células
de insecto tras centrifugacién (banda 3).

Con el fin de que la invencién descrita en el presente documento puede entenderse de manera mas completa, se
muestran los siguientes ejemplos. Los ejemplos son con objetivos ilustrativos y no se construyen como limitantes de
esta invencion en ningun sentido.

Ejemplo 1
Preparacion e identificacion del gen y la proteina SNEV
Cultivo celular

Se aislaron células endoteliales de la vena umbilical (HUVEC) procedentes de las venas umbilicales y se cultivaron
segun se ha descrito (Hohenwarter, y col., 1992, Cytotechnology 8, 31-37). Posteriormente, se hicieron crecer las cé-
lulas en botellas Roux recubiertas con gelatina en medio M 199 suplementado con suero de ternera fetal al 15% (FCS),
200 pg/ml de suplemento de crecimiento celular endotelial y 90 pug/ml de heparina en una atmdésfera humidificada que
contenia CO, al 7%. Se desunieron los cultivos confluentes mediante solucién salina tamponada con fosfato (PBS) que
contenia tripsina al 0,1% y EDTA 0,01 y se dividieron en una relacién 1:4 o 1:2. Se cosecharon las células del paso
temprano (jovenes) después de 5 pasos, las células senescentes después de alcanzar la detencién irreversible del cre-
cimiento a los 35 pasos. El medio de cultivo de las células HUVEC que se infecté con construcciones PLXSN/SNEV
de sentido directo y PLXSN/SNEYV de sentido contrario contenia 25 ug/ml de G418 como presion de seleccion.

Se hicieron crecer fibroblastos en medio DMEM/Ham s-F 12 (1:1) suplementado con L-glutamina 4 mM y FCS al
10%. Se cosecharon los fibroblastos jovenes después de 6 pasos y los senescentes después de 18 pasos. R. Voglauer
(IAM, Viena, Austria), proporcioné amablemente células de rindén normales (5 pasos) y células de rifién transformadas
con SV40 (51 pasos). Se cosecharon las células de rifién senescentes después de 17 pasos, se hicieron crecer las lineas
celulares AA-2 (VEB esplénico humano WIL-2 + linea de células B linfoblastoides, National Institute of Allergy and
Infectious Diseases), MT-2 (leucemia de células T humanas, National Institute of Allergy and Infectious Diseases N°
de Cat. 237), HL-60 (leucemia promieldtica humana, ATCC) y Molt 3 (leucemia Linfoblastica aguda humana, células
T, ATCC CRL 1552) en botellas Roux con medio RPMI suplementado con L-glutamina 4 mM y FCS al 10%. Se
dividieron las células en una relacién de 1:10.

Se hicieron crecer las lineas celulares A-498 (carcinoma de riibn humano, ATCC MTB 44) y HEK293 (rifi6n
embridnico transformado humano, ATCC CRL 1573) en medio DMEM/Ham suplementado con L-glutamina 4 mM
y FCS al 10%, el medio del cual contenia inicamente FCS al 5%. Se desunieron los cultivos confluentes mediante
solucién de PBS que contenia tripsina al 0,1% y EDTA 0,01 y se dividieron en una relacién de 1:10.

Aislamiento del ARN

Se 1lev6 a cabo la preparacion del ARN total usando 1 ml de reactivo TriZol (Life Technologies, EE.UU.)/5 x 10°
células. El aislamiento del ARN total de las lineas de células HUVEC dio como resultado un rendimiento promedio
de 33,53 ug de ARN total/10° células. Se aislé el ARNm usando perlas de oligodT paramagnéticas (Dynal, Noruega).

Hibridacion sustractiva por supresion

Se llevé a cabo la hibridacion sustractiva por supresién segun el protocolo del fabricante (Clontech, EE.UU.).
comenzando con 2 ug de ARNm aislado de células HUVEC procedentes del paso temprano (5 P) y senescente (35
P), se usé la PCR sustractiva para crear dos combinados de ADNc, uno enriquecido para los genes acumulados en las
células jovenes, enriquecido el otro para los ARNm acumulados en las células viejas.

Estos combinados de ADNc se unieron en el vector fagémido pBlueskript KSII (Stratagene, EE.UU.), y se transfor-
maron en TG 1 de E. coli electrocompetente, creando las bibliotecas Joven-Viejo y Viejo-Joven. Se repicaron colonias
Unicas y se amplificaron las inserciones mediante la PCR usando los cebadores T3 y T7 (Stratagene, EE.UU.). Se llevé
a cabo el cribado diferencial mediante inmunotransferencias duplicadas: se mancharon 0,5 ul de cada producto de la
PCR sobre dos membranas de nylon cargadas negativamente (Amersham Pharmacia Biotech, Suecia) y se inmoviliza-
ron mediante horneado a 120°C durante 30 min. Se sintetizaron sondas complejas a partir de los combinados de ADNc
sustractivos procedentes de las bibliotecas Joven-Viejo y Viejo-Joven respectivamente mediante el enzima Klenow y
cebadores de hexanucle6tidos aleatorios usando un kit de marcado aleatorio no radioactivo (Boehringer Mannheim,
Alemania. Se llevé a cabo la hibridacién con estas sondas marcadas aleatoriamente con DIG a 42°C durante la noche
en tampo6n de hibridacién SDS elevado (SDS al 7%, formamida al 50%, e X SSC, reactivo de bloqueo al 2%, fosfato
de sodio 50 mM, pH 7.0, N-lauroilsarcosina al 0,1%). Se aislaron los pldsmidos que correspondian a las sefiales que
proporcionaban los ADNc tnicamente con una sonda compleja mediante el kit micro plasmid prep GFX (Amersham
Pharmacia Biotech, Suecia) para examen adicional.
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Transferencias Northern

Se marcaron las inserciones candidatas con DIG usando los cebadores T3 y T7 conjuntamente con el kit de mar-
cado no radioactivo (Boehringer Mannheim Alemania) segin el protocolo del fabricante y a continuacién se usaron
como sondas en transferencias Northern (Maniatis y col., 1987) para confirmar la expresién diferencial. Se usaron 10
ng de sonda/ml de tampén de hibridacién SDS elevado y se llevo a cabo la hibridacion durante la noche a 50°C. Tras
condiciones de lavado restrictivas, se detectaron sefiales quimioluminiscentes mediante autorradiografia. Las transfe-
rencias Northern contenfan 12 ug de ARN total/banda y se hicieron avanzar en geles de agarosa desnaturalizante al
1%. Para confirmar que se cargaron cantidades iguales de ARN sobre el gel, se hibridaron también las transferencias
con G3PDH.

Andlisis de la secuencia de proteinas

Se ensayaron las secuencias de proteinas para la incidencia de regiones de baja complejidad con el programa SEG
(Wootton y Federhen, 1996, Methods Enzymol 266, 554-71), los segmentos de la superhélice (Lupas, 1997, Curr
Opin Struct Biol 7, 388-93), las regiones transmembrana (Claros y von Heijne, 1994, Comput Appl Biosci 10, 685-
6), las propiedades composicionales de la secuencia (Brendel y col., 1992, Proc Natl Acad Sci USA 89, 2002-6) y
la incidencia de las regiones globulares descritas procedentes de las bases de datos PFAM (Bateman y col., 2000,
Nucleic Acids Res 28, 263-6) y SMART (Schultz y col., 2000, Nucleic Acids Res 28, 231-4). Se ensay6 también la
existencia de repeticiones estructurales cortas tipicas con la herramienta REP (Andrade y col., 2000, J Mol Biol 298,
521-37). Los segmentos de proteinas globulares sospechosas restantes se han sometido a bases de datos iterativas con
la herramienta BLAST/PS1-BLAST (Altschul y col., 1999, Nucleic Acids Res. 25, 3389-3402).

Secuencia de SNEVmn
Mediante la secuenciacién del ADNc de SNEVm, que se transcribié y amplific6 de manera inversa comenzando a

partir de un ARN total de células 3T3 de ratén, se confirmé la prediccién del clon EST. En la Tabla 1 a continuacién
se muestra la secuencia de SNEVm.

(Tabla pasa a pagina siguiente)



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 344 400 T3

TABLA 1

Secuencia de nucleotidos de SNEVm (SEC DE ID N° 1), los codones de inicio y de detencion se resaltan en

caracteres en negrita, una region de homologia rica en 5’-GC en caracteres en cursiva

AAGGCTGAGGCGCGCCACCGGCACCTCCCCACGTGAAGCAGTTGTGCGAGCATC
GCACGCTGGGCAGCTGTCTACCCGCGTCCGAGCGCTCCGGAAGCGGCGGGGGAC
CCGAAGTGGCCCECGGAGGATGCAGAGAACCGGGAACCCTCTGTGAGGCGACT
GGCAGCAGCGCTACGACGGCGCCATGTCCCTGATCTGCTCGATCTCCAATGAAG
TGCCAGAGCACCCGTGCGTGTCCCCTGTCTCTAATCATGTGTATGAGCGGCGACT
CAITGAGAAGTACATTGCAGAGAATGGQACAGATCCTATCAACAACCAGCCTCT
CTCAGAGGAGCAGCTCATCGACATCAAAGTTGCTCACCCAATCCGACCCAAGCC
TCCCTCCGCCACCAGCATCCCAGCCATTCTGAAAGCCTTGCAGGATGAGTGGGA
TGCAGTCATGCTGCACAGCTTCACTCTTCGCCAGCAACTGCAGACAACCCGCCA
GGAGCTGTCCCATGCTCTGTACCAACACGATGCTGCCTGCCGAGTCATTGLCCG
GCTCACCAAAGAGGTCACTGCTGCTCGAGAAGCTCTGGCTACTCTGAAACCACA
GGCTGGGCTTATTGTACCTCAGGCTGTGCCAAGCTCACAGCCCAGTGTTGTGGGT
GCAGGAGAGCCCATGGATTTGGGTGAGCTGGTGGGAATGACCCCTGAGATTATC
CAGAAGCTTCAAGACAAGGCTACTGTGCTAACCACGGAGCGTAAGAAGAGAGG
AAAGACTGTCCCCGAGGAGCTGGTGAAACCTGAAGAGCTCAGCAAGTACCGGC
AGGTGGCATCCCATGTGGGTCTACACAGTGCTAGCATTCCTGGGATTCTCGCTCT
GGACCTGTGTCCCTCAGACACCAACAAGATTCTCACTGGTGGGGCAGATAAAAA
TGTTGTTGTCTTTGATAAGAGTACTGAGCAAATATTGGCCACTCTGAAAGGCCAJ
ACCAAGAAGGTCACCAGTGTGGTGTTTCATCCTTCTCAGGAACTEGGTGTTTTICTG
CGTCCCCTGATGCTACTATCAGGATTTGGTCAGTCCCGAACACTTCCTGCGTACA
GGTTGTTCGGGCCCATGAGAGTGCAGTGACAGGCCTCAGCCTCCATGCTACTGG

AGACTATCTCCTGAGCTCCTCTGATGATCAGTACTGGGCCTTICTCTGACATCCAG
ACAGGGCGTGTGCTCACTAAGGTGACAGATGAGACCTCCGGCTGCTCTCTTACC
TGTGCACAGTTCCACCCTGATGGGCTCATCTTTGGAACAGGAACCATGGACTCCC
AGATCAAGATCTGGGACTTGAAGGAGCGTACCAATGTGGCCAACTTCCCTGGCC
ATTCTGGCCCCATTACCAGCATCGCCTTCTCTGAGAATGGGTACTACCTGGCCAC
AGCAGCTGATGATTCCTCAGTCAAGCTCTGGGACTTACGCAAGTTGAAGAACTT
CAAGACATTGCAGCTGGACAACAACTTTGAGGTGAAGTCACTAATCTTTGACCA
GAGCGGTACCTACCTGGCGCTTGGGGGTACAGATGTCCAGATCTACATCTGCAA
ACAATGGACAGAGATTCTTCACTTTACAGAGCACAGTGGCCTGACCACTGGAGT
GGCCTTTGGACACCATGCCAAGTTCATCGCTTCAACTGGCATGGACAGGAGCCT
CAAATTCTACAGTCTGTAGGCCCTATGCCTTCTCACAGTTCTGGGCCTCATCTCA
GTAGTGGGTTAGAGTTAGAGGGTGGGGGTGEGGGTGGGACTTTAGGAGGAGAGG
GAGGTCTGGTTGGGGGGGGACATTCACATCATTTCATTTTGGTCTGGATGATGGT
CTGAGCCAGGGCACATAGAACATTGCTATCCATGCAGCC
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La presunta secuencia de codificacién de SNEVm comienza en el pb 185 y se detiene en el 1699, dando como
resultado una proteina de 504 aminoacidos (Tabla 2).

TABLA 2
Secuencia de aminodcidos de SNEVm (SEC DE ID N° 2)

MSLICSISNEVPEHPCVSPVSNHVYERRLIEKYIAENG TDPINNQPLSEEQLIDIKVAH
PIRPKPPSATSIPAILKALQDEWDAVMLHSFTLRQALOQTTRQELSHALYQHDAACR
VIARLTKEVTAAREALATLKPQAGLIVPQAVPSSAFSVVGAGEPMDLGELVGMTPE
NQKLODKATVLTTERKKRGK TVPEELVKPEELSKYRQVASHVGLHSASIPGILALDL
CPSDTNKILTGGADKNVVVFDKSTEQILATLKGHTKKVTSVVEHPSQELVFSASPD
ATIRIWSVPNTSCVQVVRAHESAVTGLSLHATGDYLLSSSDDAYWAFSDIQTGRYV
LTKVTDETSGCSLTCAQFHPOGLIFGTGTMDSQIKIWDLKERTNVANFPGHSGPITS
IAFSENGYYLATAADDSSVKLWDLRKLKNFKTLOLDNNFEVKSLIFDQSGTYLALG
GTDVQIYICKQWTEILHFTEHSGLTTGVAFGHHAKFIASTGMDRSLKFYSL

La homologia de la secuencia de codificacién con las secuencias humana (90%) y de rata (96%) es muy elevada.
De manera interesante, una segunda regién muy homologa est4 situada en el pb 94 5-UTR en la direccién 5’ del codén
de inicio en ratén y ser humano, y en el pb 97 en rata. Esta region es un tramo rico en GC de 39 pb (en cursiva y
subrayado en la Tabla 1) dnicamente con una diferencia de tres bases entre ratén y ser humano, y inicamente una
entre ratén y rata.

Con procedimientos sensibles de andlisis de secuencias, se detectaron los siguientes segmentos de secuencias fun-
cionalmente diferentes de SNEV (Fig. 6), una regién con la secuencia U procedente de SMART (1-70, valor E <
1072, papel posible en E2 dependiente de los procesos de ubiquitinacién), una regién de baja complejidad modera-
damente polar (91-101), un presunto segmento de superhélice (115-135), una regién muy cargada (10 positivos, 6
negativos de 36 aa entre 175-208), y una gran region de tipo GBS que contiene 7 repeticiones WD-40 segtin hallazgos
de PFAM, SMART y REP (210-504, valores E entre 10-12 y 107"). Otra adicional, probable regién globular (136-174)
que permanece funcionalmente sin caracterizar.

Las biisquedas en las bases de datos de secuencias desvelaron homologos secuenciales de longitud completa cer-
canos en rata (N° de Acc.: BAA95215), D. melanogaster (N° de Acc.: AAD46846), C. elegans (N° de Acc.: Q10051),
A. thaliana (dos hallazgos diferentes: N° de Acc.: AAB80652 y N° de Acc.: AAB70423), P. falciparum (N° de Acc.:
T18432), S. pombe (N° de Acc.: 014011). El factor de corte y empalme del ARN de la levadura PRP19 tenia una
similitud con SNEV en ~ 130 restos N terminales.

Transcripciones de longitud completa

Tras el aislamiento de factores génicos digeridos con Rsa I, fue necesario aislar las correspondientes transcripciones
de longitud completa. Se ha disefiado el Kit Smart (Clontech, EE.UU. para enriquecer especificamente el ADNc de
longitud completa basdndose en el hecho de que la transcriptasa inversa afiade una cola oligo(dG) inicamente cuando
estd completa la polimerizacion de la copia de ADN. Se disefiaron cebadores especificos para la amplificacion selectiva
del ADNCc de longitud completa. Se llevaron a cabo las reacciones segtin el protocolo del fabricante. De manera breve,
se transcribieron de manera inversa 1,0 ug de ARN total en un volumen de 10 ul que contenia 10 pM de oligonucleétido
Smart, 10 pM de cebador CDS/3’, 10 pM de dNTP, 20 pM de DTT, y 200 U de Transcriptasa Inversa Superscript 11
(Life Technologies, EE. UU.) en un primer tampén de cadena. Se llevé a cabo la transcripcion inversa a 42°C durante
una hora. Se llevé a cabo la PCR en un Termociclador 9600 de Perkin Elmer (EE.UU.) en un volumen de 100 ul que
contenia 2 ul de la primera mezcla de reaccién de la cadena, 20 pM de dNTP, 20 PM de cebador 5’-PCR, 20 pM de
cebador CDS/3’ y 1 X mezcla de polimerasa Kien Taq. Se llevé a cabo tras una etapa de desnaturalizacién a 95°C/1
min, 25 ciclos 95°C/15 s 68°C/5 min.

El andlisis de secuenciacion y la comparacion con la base de datos Blast desvelaron que el fragmento génico conte-
nido en el clon 8/5-35 correspondia a las porciones de una secuencia de ADN cromosémico procedente del cromosoma
11 humano. Estas correspondencias parciales sugieren la presencia de diversos exones. De esta manera, se investigé el
ADN cromosémico procedente del clon pDJ606 g8 de PAC para los exones e intrones mediante los programas de lo-
calizacién de exones (por ejemplo, http://www-hgc-1bl.gov/inf/genie.html, http://CCR-081.mit.edu/GENSCAN.html,
y http://grail.genome.ad.jp/Grail-1-3/) y se predijo la secuencia de¢ ARNm. Se disefiaron cebadores para confirmar la
secuencia de codificacion predicha.
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Transcripcion de SNEV de longitud completa

Se aisl6 la siguiente secuencia de nucle6tidos con una pareja de cebadores que queda fuera del marco de lectura
abierto del primer y el segundo ex6n (Tabla 3).
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TABLA 3
Secuencia de nucledtidos de SNEV (SEC DE ID N° 3)

CAGCAGCGGGGGACCGGAAGTGGCTCGCGGAGGCTCAGAAGCTAGT
CCCGGAGCCCGGCGTGTGGCGCCTCGGAGCGCGGTGACGGCGCCATG
TCCCTAATCTGCTCCATCTCTAACGAAGTGCCGGAGCACCCATGTGTA
TCCCCTGTCTCTAATCATGTTTATGAGCGGCGGCTCATCGAGAAGTAC
ATTGCGGAGAATGGTACCGACCCCATCAACAACCAGCCTCTCTCCGA
GGAGCAGCTCATCGACATCAAAGTTGCTCACCCAATCCGGCCCAAGC
CTCCCTCAGCCACCAGCATCCCGGCCATTCTGAAAGCTTTGCAGGAT
GAGTGGGATGCAGTCATGCTGCACAGCTTCACTCTGCGCCAGCAGCT
GCAGACAACCCGCCAAGAGCTGTCACACGCTCTGTACCAGCACGATG
CCGCCTGCCGTGTCATTGCCCGTCTCACCAAGGAAGTCACTGCTGCCC
GAGAAGCTCTGGCTACCCTGAAACCACAGGCTGGCCTCATTGTGCCC
CAGGCTGTGCCAAGTTCCCAACCAAGTGTTIGTGGGTGCGGGTGAGCC
AATGGATTTGGGTGAGCTGGTGGGAATGACCCCAGAGATTATTCAGA
AGCTTCAAGACAAAGCCACTGTGCTAACCACGGAGCGCAAGAAGAG
AGGGAAGACTGTGCCTGAGGAGCTGGTGAAGCCAGAAGAGCTCAGC

"AARATACCGGCAGGTGGCATCCCACGTGGEGTTGCACAGTGCCAGCAT |
| TCCTGGGATCCTGGCCCTGGAGCTCTGCCCGTCCGACACCAACAAGA

TCCTCACTGGTGGGGCGGATAAAAATGTCGTTGTGTTTGACAAAAGTT
CTGAACAAATCCTGGCTACCCTCAAAGGCCATACCAAGAAGGTCACE
AGCGTGGTGTTTCACCCTTCCCAGGACCTGGTGTTTTCTGCTTCCCCC
GATGCCACTATCAGGATTTGGTCGGTCCCCAATGCCTCTTGTGTACAG
GTGGTTCGGGCCCATGAGAGTGCTGTGACAGGCCTCAGCCTTCATGC
CACTGGCGACTATCTCCTGAGCTCCTCCGATGATCAGTACTGGGCTTT
CTCTGACATCCAGACAGGGCGTGTGCTCACCAAGGTGACAGATGAGA
CCTCCGGCTGCTCTCTCACCTGTGCACAGTTCCACCCTGACGGACTCA
TCTTTGGAACAGGAACCATGGACTCTCAGATCAAGATCTGGGACTTG
AAGGAACGTACTAATGTGGCCAACTTCCCTGGCCACTCGGGCCCCAT
CACTAGCATCGCCTTCTCTGAGAATGGTTACTACCTGGCTACAGCGGE
TGATGACTCCTCTGTCAAGCTCTGGGATCTGCGCAAGCTTAAGAACTT
TAAGACTTTGCAGCTGGATAACAACTTTGAGGTAAAGTCACTGATCTT
TGACCAGAGTGGTACCTACCTGGCTCTTGGGGGCACGGATGTCCAGA
TCTACATCTGCAAACAATGGACGGAGATTCTTCACTTTACAGAGCATA
GCGGCCTGACCACAGGGGTGGCCTTCGGGCATCACGCCAAGTTCATC
GCTTCAACAGGCATGGACAGAAGCCTCAAGTTCTACAGCCTGTAGGC
CCTGGCCCTTCTGATGGAAGCTGGGCCTCATCTCAGTAGAGGGGTAG
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AATTAGGGTTTGGGGGGGGGGTGGGGGGAATCTATGGGGGGAGGGE
GCTCTGTGGGGTGGGACATTCACATCATTTCACTCTGGTCTGAGTGGT
GGCCTCAGAACCATGGTGGCATGGACCACCCTCATCCATGCAACTCC
AGGCCCCATGGGAACGGATGTGGAAGGAAGAACTGTCACCCTCTTAA
"GGCCCAGGGTCGGAGCCCAGGGCCTCTCCCTTCCTGTCGTTCAATGG
ACGTGGTGGTGGCTGTTCCACACCCATTTTGTTGCAGTTCCTGTGAGA
CAGGAGAGGCTGAGCCAAGGGAACTGTGAAGGGGATGGGCAGGAGG
GCTTGTGCAGGGTTTTGTAAGCAGTGATCTAGTTTCATTAAAAAAAGA
AAACAATAACCATAACCACCTCCCCGTGTCTGTCTGCACCAGGAGCA
CCTGGGACTGGGAAGGTCAAGGGGAGGGAGCACACACTGGGACACLT
GGCTTCCGGGAAGCCCATCTTCCTITCCTTTCACAGCTCTTACCCTTTT
TTTTTTTTTTTTAATTGCACAGCAGAAATAAAAACAAATCTGC

Secuencia de aminodcidos de la proteina SNEV

Se tradujo esta secuencia de nucle6tidos en la siguiente secuencia de aminoacidos (Tabla 4):

TABLA 4
Secuencia de aminodcidos de SNEV (SEC DE ID N° 4)

MSLICSISNEVPEHPCVSPVSNHVYERRLIEXYIAENGTDPINNQPLSEEQLID!
KVAHPIRPKPPSATSIPAILKALQDEWDAVMLHSFTLRQOLOTTRQELSHAL
YOHDAACRVIARLTKEVTAAREALATLKPQAGLIVPQAVPSSQPSVVGAG
EPMDLGELVGMTPEIIQKLODKATVLTTERKKRGK TVPEELVKPEELSKYRQ
VASHVGLHSASIPGILALDLCPSDTNKILTGGADKNVVVFDKSSEQILATLK
GHTKKVTSVVFHPSQDLVFSASPDATIRIWSVPNASCVQVVRAHESAVTG
LSLHATGDYLLSSSD DQYWAFSDIQT§RVLTKVTDETSGCSLTCAQFHPD
GLIFGTGTMDSQIKIWDLKERTNVANFPGHSGPITSIAFSENGYYLATAADD
SSVKLWDLRKLKNFKTLOLDNNFEVKSLIFDQSGTYLALGGTDVQIYICKQ
WTEILHFTEHSGLTTGVAFGHHAKFIASTGMDRSLKFYSL

En conclusién, el ARNm de los genes identificados recientemente muestra una longitud de 2251 pb, consistente
con la transcripcién observada en las transferencias Northern. El codén de inicio se localiza en la posicién 91, el codén
de detencién en la posicién 1603, y la sefial de poliadenilacién en 2200 (bases subrayadas en la Tabla 3). El andlisis
computacional del segmento de ADN cromosémico 1 1 p12.2 desvel6 17 exones comprendidos dentro de 16 kb. La
longitud de los exones oscila entre 19y 171 pb (véase también la correspondencia de SNEV con el ADN cromosémi-
co). La traducciéon del ARNm dio como resultado una proteina de 504 aminodcidos, cuya presunta localizacién celular
es citoplasmica o nuclear, segtn sugiere el programa PSORT (http://psort.nlbb.ac.jp:8800/) disponible via internet.
Se confirmé esto mediante la identificacién experimental de la proteina como una proteina de la matriz nuclear (Dr
Sauermann y col., Institute of Tumor Biology & Cancer Research, Universidad de Viena, Austria).

Se calcul6 la hidrofobia era de 0,26 y se predijo un presunto peso molecular de 55,2 kd. Se confirmé el peso
molecular mediante el andlisis de la transferencia Western (Fig. 9).
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Ejemplo 2
Expresion de SNEV en tejidos y lineas celulares

Usando transferencias Northern en mdltiples tejidos (MTN) los inventores encontraron que el ARNm de SNEV
estaba presente en todos los tejidos humanos representados en la transferencia: rifién, pulmén, placenta, intestino
delgado, higado, leucocitos de sangre periférica, bazo, timo, colon, musculo esquelético, corazén y cerebro. Adi-
cionalmente, existen homélogos de la misma longitud en rata, ratén y células CHO (no se muestran los datos). Se
cuantificaron los niveles del ARNm de SNEV en diferentes lineas celulares. En células HUVEC se observaron niveles
aumentados en células jovenes, células quiescentes y células transformadas con SV40 frente a células senescentes
(Fig. 1).

De manera similar, en fibroblastos diploides humanos derivados de piel, se detecté que el ARNm de SNEV estaba
mads abundantemente transcrito en células jovenes (Fig. 2).

Basandose en los resultados procedentes de células endoteliales y fibroblastos, se supuso que los niveles de ARNm
no disminuian Unicamente en células senescentes, sino que también aumentaban en las lineas celulares tumorales.
Con el fin de ensayar esta hipétesis, los inventores compararon los niveles de ARNm de diferentes lineas celulares
inmortalizadas con su correspondiente linea celular primaria, En células de rifidn, la diferencia entre células jovenes
y senescentes estuvo de acuerdo con los resultados derivados de los fibroblastos y de las células HUVEC. El aumento
(Fig. 3) en células de rifién transformadas con SV40 y en las lineas celulares inmortalizadas no fue tan pronunciado
como en linfocitos (Fig. 4) en los que se detecté un aumento de hasta 10 veces. La diferencia de una linea celular de
queratinocitos normales (3 pasos) y la linea celular Hacat no se valuaria, debido a que no se detectaria sefial en las
células primarias (no se muestran los datos).

Ejemplo 3
Expresion recombinante del ARNm de SNEV de sentido directo y sentido contrario en células HUVEC
Construccion de construcciones de sentido directo y sentido contrario

Se llev6 a cabo la transfeccién de células HUVEC en con SNEV recombinante usando el kit de expresion y
transferencia génica retrovirica de Clontech segun el protocolo del fabricante. De manera breve, se amplificé el ADNc
de SNEV usando los cebadores retro SNEV de sentido directo (5’-GAC GGT TAA CAT GTC CCT AAT CTG CTC
CAT-3’M SEC DE ID N° 8) y retro SNEV de sentido contrario (5’-GAC CGT TAA CCC TAA TTC TAC CCC
TCT AC-3’; SEC DE ID N°9) y se unieron por los extremos enromados en el pladsmido retrovirico pLXSN, creando
las construcciones PLXSN/SNEV de sentido directo y pLXSN/SNEV de sentido contrario. Estas construcciones se
transfectaron en la linea celular de empaquetamiento Retropack PT67 (Clontech, EE.UU.) mediante lipofeccién. Se
escogieron lineas celulares transfectadas de manera estable y se uso el sobrenadante de su cultivo para infectar las
células HUVEC en el paso 14.

Tras la transfeccion de las células HUVEC (paso 14) con el virus SNEV de sentido contrario y las seleccidn de
los clones positivos por la resistencia a G418, las células que expresaban el ARN de SNEV de sentido contrario bajo
el promotor de SV40 constitutivo, entraron en senescencia replicativa en el paso 17. En contraste, las células que
expresaban el ARNm de SNEV de sentido directo estdn en el paso 23 y contindan creciendo. Adicionalmente, se
observé un crecimiento mas rdpido de células normales y transfectadas de sentido directo en comparacién con las
transfectantes de sentido contrario. Tras la transfeccion, se cultivaron también la células HUVEC sin G418. Cuando se
afiadié G418 a las células tras 4 pasos, se obtuvieron clones viables tnicamente de las células HUVEC transfectadas
con ARNm de SNEV de sentido directo.

Se comparo el fenotipo de las células senescentes transfectadas de sentido contrario con el de las células HUVEC
senescentes normales y no se pudieron detectar diferencias morfolégicas. Se confirmé también la senescencia celular
mediante la tincion de la S-galactosidasa asociada a la senescencia (Fig. 5).

Tincion de la B-galactosidasa asociada a la senescencia

Se llevé a cabo la tincion de la S-galactosidasa asociada a la senescencia segin se ha descrito anteriormente (Dimri
y col., 1995, Proc Natl Acad Sci USA 92, 9363-9367). Tras la retirada del medio de cultivo, se lavaron las células dos
veces con PBS y se fijaron con una disolucién de fijado que contenia formaldehido al 2% y glutar aldehido al 0,2% en
PBS. Se incubaron las células durante 5 min a temperatura ambiente y se lavaron dos veces con PBS. Se llevé a cabo
la tincién durante la noche a temperatura ambiente con una disolucién que contenia 1 mg/ml de X-gal, ferricianuro de
potasio 5 mM, ferrocianuro de potasio 5 mM, MgCl, 2 mM en tampén citrico/fosfato pH 6,0.
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Ejemplo 4
Control del alargamiento de la vida de células de mamifero mediante la aplicacion de ARNm de SNEV

Con el fin de arrojar mds luz sobre el papel biolégico de SNEV en las células de mamiferos, se transfectaron
células HUVEC con un vector virico que contenia el ARNm de SNEV de sentido directo dando como resultado una
expresion en exceso correspondiente a la proteina SNEV, y en un experimento paralelo, con ARN de SNEV de sentido
contrario que da como resultado una infrarregulacion correspondiente a la proteina SNEV. Tras la infrarregulacién de
SNEYV, las células HUVEC entraron en el estado se senescencia celular 3 pasos después de la transfeccion, mientras
que la expresién en exceso dio como resultado un crecimiento continuo. Los datos experimentales sugieren un papel
directo de SNEV en la regulacién de la proliferacion celular y en la senescencia replicativa. En vez de ARN se sentido
contrario de los APN adecuados (4dcidos péptido nucleicos), se puede usar también la estrategia de sentido contrario
con el fin de inhibir o evitar la traduccién del ARNm de SNEV de sentido directo.

Ejemplo 5
Clonacion del homdlogo de la proteina SNEV de raton (=SNEVm)

Se llevé a cabo la preparacion del ARN total de una linea de células 3T3 de raton usando 1 ml de reactivo TriZol
(Life Technologies, EE.UU.)/5 X 10° células. Se transcribieron de manera inversa 1,0 ug de ARN total en un volumen
de 10 ul que contenia 10 pM de oligonucledtido Oligo(dT;,), 10 PM de DNTP, 20 pM de DTT y 200 U de Transcriptasa
Inversa Superscript (Life Technologies, EE.UU.), y tampén 1XRT (Life Technologies, EE.UU.). Se llevé a cabo la
transcripcion inversa a 42°C durante una hora. Por comparacién de la secuencia humana de SNEV con la divisién
EST de ratén de la base de datos del banco de genes (Altschul y col., 1999, Nucleic Acids Res. 25, 3389-3402), se
determind la secuencia consenso de los diferentes clones EST como la presunta secuencia de SNEVm. Se disefiaron
los cebadores (SNEVm de sentido directo: 5’-AAC CCT CTG TGA GGC GAC TG-3’; (SEC DE ID N° 10; y SNEVm
de sentido contrario: 5’-CCA CTA CTG AGA TGA GGC CC-3’; SEC DE ID N° 11) con el fin de amplificar la
secuencia de codificacion y se llevo a cabo la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) en un tampdn que contenia
20 pM de cada cebador, 0,1 ul de la reaccién de la RT como plantilla. Los ciclos de la PCR fueron 94°C/20 s, 55°C/30
s y 72°C/2 min. Se cloné el producto de la PCR en pBlueskript KS II y se introdujo en TG 1 de E. coli mediante
electroporacion. Tras la amplificacion del pldsmido en la bacteria, se determiné la secuencia de insercion.

Ejemplo 6
Estimulo de anticuerpos frente a SNEV e inmunofluorescencia

Para los anélisis adicionales, se estimularon anticuerpos frente a los péptidos sintéticos de SNEV en conejos y se
determind la localizacién celular de SNEV mediante procedimientos inmunofluorescentes.

Determinacion de los presuntos emplazamientos antigénicos

Por medio del software del modelo suizo (http://www.expasy.ch/swissmod/SWISS-MODEL.html), se predijo una
posible estructura terciaria de SNEV para los aminodcidos 229-421. Usando también el software PCGENE, se selec-
cionaron también tres posibles emplazamientos antigénicos y se sintetizaron los siguientes péptidos:

- Péptido 8 6 (NH;-CSVVFHPSQDLVFSASPDATI-COOH; SEC DE ID N° 5), que contenia una secuencia de
SNEYV de 20 aminoédcidos més una cisteina adicional en el término N, incluyendo el emplazamiento antigénico
esperado en los aminodcidos 276-280,

- Péptido 87 (NH;-CNVVVFDKSSEQILATLKGHTC-COOH; SEC DE ID N° 6), que contenia una secuencia de
SNEV de 21 aminoédcidos mas una cisteina adicional en el término N, incluyendo el emplazamiento antigénico
esperado en los aminodcidos 253-258, y

- Péptido 88 (NH;-CKATVLTTERKKRGKTVPEELC-COOH; SEC DE ID N° 7), que contenia una secuencia de
SNEV de 21 aminoédcidos mas una cisteina adicional en el término N, incluyendo el emplazamiento antigénico
esperado en los aminodcidos 186-192.

Se afadio el resto de cisteina N terminal para permitir el acoplamiento especifico a la hemocianina especifica de la
lapa de california (KLH) usando el reactivo bifuncional éster de m-maleinimidobenzoil-N-hidroxisuccinimida (MBS).

Se disolvieron 20 mg de KLH en 2 ml de tamp6n Na,PO, 0,1 M, pH 7,2 y NaCl 0,9 M y se mezclaron con 240 ul
de reactivo de reticulacion MBS (10 mg/ml de tampén NaPO, 1 M, pH 7,2, NaCl 0,9 M, y DMSO al 20%). Se llev6 a
cabo la reaccién a temperatura ambiente durante 2,5 h con agitacién constante. Se purificé la KLH activada mediante
cromatografia de exclusién con una columna Sephadex G25 y se eluy6 con 3,5 ml de tampén de elucion (tampén
NaPO, 0,1 M, pH 7,2, NaCl 0,9 M, EDTA 0,1 M). Se disolvieron 10 mg de cada uno de los tres péptidos en 1 ml de
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tamp6n Na,PO, 0,9 M, pH 7,2, NaCl 0,9 M, EDTA 0,1 M y DMSO al 20% y se mezclaron 600 ul del mismo con 1,15
ml de disolucién de KLH. Se llevé a cabo la reaccién de acoplamiento durante la noche a temperatura ambiente (RT)
con agitacién constante.

Se filtraron estériles los péptidos conjugados, se mezclaron uno a uno con adyuvante de Freund incompleto y se
inyectaron intramuscularmente en conejos New Zealand.

Se llevaron a cabo tres inmunizaciones en intervalos de tres semanas. Se recogi6 la sangre dos semanas después
de la tercera inmunizacion.

Inmunofluorescencia indirecta. usando microscopio de fluorescencia

Se inocularon células HaCat y fibroblastos diploides humanos normales en una concentracién aproximada de 5x10*
células/200 pl en fundas extraibles en una placa de 6 pocillos y se incubaron entre 24 y 72 h a 31°C hasta que las células
alcanzaron aproximadamente un 60% de confluencia. Se lavaron dos veces las células adheridas con PBS (37°C), se
fijaron con metanol (-20°C) durante 20 min, se secaron al aire y se enjuagaron con PBS. Tras el bloqueo con PBS
que contenia FCS al 20% (PBS/FCS) durante 15 min/RT, se incubaron las células con uno de loa antisueros dirigido
contra péptidos (1:100 en PBS) durante 1 h a 37°C y a continuacién se lavaron tres veces (5 min) con PBS/FCS. Tras lo
anterior, se incubaron las células con un segundo anticuerpo marcado con FITC (protegido de la luz) dirigido contra el
primer anticuerpo y se lavaron 4 veces (10 min) con PBS. Se visualizé la sefial de la fluorescencia usando microscopio
de fluorescencia (microscopio confocal MRC600 de BioRad) con una longitud de onda de excitacion de 488 nm y una
longitud de onda de emisién mayor de 515 nm.

Las fotografias de la Fig. 8 muestran las dos lineas celulares (HaCat y HDF) analizadas para la localizacion de
SNEV. Se tifi6 SNEV mediante el antisuero dirigido contra el péptido 86 y se encontré que estaba localizado sobre
la superficie de los nicleos celulares que se diseminan en el citoplasma. Ha de determinarse mediante experimentos
adicionales si éste estd contenido en el interior de los nicleos, como sugiere la Fig. 8A. Sin embargo, la intensidad de la
fluorescencia en células HaCat (A y B) es mayor que en HDF (C y D). Este resultado concuerda con los datos obtenidos
a partir de los andlisis del ARNm (Ejemplo 1). Adicionalmente, el antisuero dirigido contra el péptido 87 y el antisuero
dirigido contra el péptido 88 tifieron también SNEV (no se muestran los datos), lo que confirma la antigenicidad
de los péptidos 87 y 88. Ambos péptidos tardios fueron capaces de inducir anticuerpos dirigidos contra SNEV, la
respuesta inmune estimulada fue menos pronunciada, sin embargo, que con el péptido 86. Los resultados sugieren
el uso de anticuerpos, particularmente procedentes del antisuero dirigido contra el péptido 86 como herramientas
diagndsticas para la determinacién cualitativa y cuantitativa de los niveles intra o extracelulares de la proteina SNEV,
particularmente en el curso de diagndsticos de tumor o cancer. Los anticuerpos dirigidos contra SNEV pueden, sin
embargo, aplicarse también terapéuticamente para disminuir los niveles celulares de la proteina SNEV, con el fin de
forzar a una poblacién de células diana, por ejemplo, células tumorales, a la senescencia temprana y a la detencién de
la proliferacién. Para aumentar las proteinas SNEV intracelulares, se pueden modificar opcionalmente los anticuerpos
dirigidos contra SNEV de una manera conocida en la técnica tal como la de ser capaces de entrar en una célula
diana procedentes del exterior o internalizarse mediante cualquier mecanismo conocido, por ejemplo, el mecanismo
de endocitosis mediada por receptor.

Ejemplo 7
Expresion recombinante de SNEV mediante el sistema del baculovirus

Con el fin de producir cantidades aceptables de proteina SNEV para los estudios bioquimicos los inventores ex-
presaron de manera recombinate ésta por medio del sistema del baculovirus en células de insectos.

Construccion de pBacPAKS-SNEV

Se llevé a cabo la PCR (temperatura de hibridacién 50°C) usando Dinazyme EXT (Finnzimas) usando los ce-
badores SNEV de sentido directo-Xbal (GATGATTCTAGAAATATGTCCCTAATCTGCTCCAT; SEC DE ID N°
12) y SNEV de sentido contrario-EcoRi etiquetado con Strep (GACGGAATTCAACCTAATGATGATGATGATG
ATGCAGGCTGTAGAACTTGAGGGC; SEC DE ID N° 13). Se purificé mediante gel el producto de la PCR y se
digirié secuencialmente con EcoRi y Xbal. El fragmento purificado se uni6 a EcoRi y al plasmido pBacPAKS es-
cindido por Xbal (Clontech) y se transformé en TG1 de E. coli electrocompetente. Se llevd a cabo un cribado de la
PCR de los diversos transformantes usando los cebadores especificos del vector -44 inverso (TTTACTGTTTTCGTAA
CAGTTTTG; SEC DE ID N° 14) y +1660 directo (CAACGCACAGAATCTAGCGC; SEC DE ID N° 15).Se extrajo
el ADN plasmido de los tres presuntos candidatos Kit GFX, Pharmacia), verificado mediante el andlisis de restriccién
y se designé pBacPAK8-SNEV.

Cultivo celular y propagacion virica

Se hicieron crecer células Sf9 de insecto (Spodoptera frugiperda, ATCC CRL 117) en medio IPL-41 (Sigma)
suplementado con suero de ternera fetal al 3% (FCS) y con FCS al 10% cuando se usa para la propagacién virica.
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Construccion de particulas AcSNEV de baculovirus recombinante

Se complejaron 50 ng de ADN de pBacPAKS-SNEV usando fectina celular (LTI) y se transiectaron simultdnea-
mente con 250 ng de ADN de BaculoGold (Pharmingen) en 2,5 X 10° células Sf9. Después de tres dias, se llevé a
cabo un ensayo de placas con el sobrenadante de la transfeccidon y se incubaron durante siete dias. Se transfirieron
doce placas individuales sobre células Sf9 recientes (placas de 24 pocillos) y se amplificaron durante cinco dias. Se
cosecharon las células infectadas y se extrajo el ADN baculovirico procedente de los aglomerados tras el protocolo
normalizado de la lisis alcalina. Tras el cribado mediante la PCR con la pareja de cebadores -44 inverso y +1660
directo, se amplificaron tres clones positivos en matraces T25 (IPL-41, FCS al 10%): se infectaron 2,5 X 10° células
Sf9 con 50 ul de sobrenadante y se amplificaron durante tres dias. Se coseché el depésito intermedio de AcSNEV
mediante centrifugacion y se almacené a 4°C.

Expresion de SNEV con AcSNEV de baculovirus recombinante

Se sembraron 8 x 10° células Sf9 en un matraz T80 y se infectaron con 50 ul de depésito intermedio de AcSNEv.
Se infect6 un segundo matraz con Ac€2, una construccién baculovirica negativa a la polihedrina sin gen recombinante,
que sirvié como control negativo. Se cosecharon las células infectadas 48 horas después de la infeccién y se lisaron
con un dnico tampoén detergente TRIS/HC1 50 mM pH 8,0; NaCl 150 nM 100 pg/ml de PMSF; Tritén X-100 al 1%;
Aprotinina).

Electroforesis SDS-PAGE y transferencias Western

Se centrifugd el lisado celular a velocidad méxima durante 10 min/RT y se transfiri6 el sobrenadante transparente
a un tubo de microcentrifuga reciente. Se mezclaron 10 ul del lisado celular con 10 ul de tampdn de carga en gel 2 X
SDS, se mantuvo en ebullicién durante 10 min y se separé mediante SDS-PAGE sobre geles de poliacrilamida al 10%
con geles de apilado al 5%. Se hicieron avanzar los geles en tamp6n 1 X Laemmli (Tris/HCI 25 mM pH 8,6; Glicina
192 mM; SDS al 0,1%) durante 1 h a 180 V. Se detectaron las proteinas contenidas en los geles mediante tincién de
plata (Fig. 9A) o mediante transferencias Western (Fig. 9B).

Se incubaron la membrana del gen y los papeles del filtro durante 10 min en tampén de transferencia (Tris basico
25 mM; glicina 150 mM,; metanol al 10%), a continuacién se llevé a cabo la electrotransferencia semiseca de las
protefnas a las membranas de nitrocelulosa durante 1 h a 10 V con tamp6n de transferencia. Se lavaron las membranas
dos veces durante 10 min/RT en tamp6én TBS/Tris/HCI 10 mM pH 7,5; NaCl 150 mM) y se bloquearon usando la
disolucién de bloqueo de la transferencia Western (Tris/HCI 10 mM pH 7,5; NaCl 150 mM; BSA al 3%) durante
1 h/RT.

Se lavaron las membranas dos veces durante 10 min/RT en tampdén TBS y se incubaron con una dilucién de
anticuerpo dirigido contra el péptido 86 en disolucién de bloqueo de transferencia Western (1/100). Tras lavar dos
veces con tampén TBS durante 10 min/RT, se incubaron las membranas con el anticuerpo secundario (anticuerpo de
conejo dirigido contra ratén conjugado con peroxidasa de rabano picante, Sigma) durante 1 h/RT. Tras lavar 4 veces
con tampén TBS 10 min/RT, se llevd a cabo la deteccién usando el kit ECL plus (Amersham Pharmacia Biotech)
segun las directrices del fabricante.

Segtin se muestra en la Fig. 9, la proteina SNEV recombinante se expresé como proteina de fusién etiquetada con
strep en una forma soluble en células de insecto. Se detectd ésta en el Usado celular tras retirar los restos celulares
mediante centrifugacién (Fig. 9B, banda 3). De esta manera, se ha establecido un procedimiento para producir ele-
vadas cantidades de SNEV recombinante y se llevé a cabo la purificacién por medio de una columna de afinidad de
estreptactina.

Abreviaturas
aa aminoacidos
DIG digoxigenina
EST etiqueta de la secuencia expresada
G418 antibiotico frente a células eucariotas

G3PDH glicerol-3-fosfato deshidrogenasa
TERTh telomerasa humana
HUVEC célula endotelial de la vena umbilical humana

KLH hemocianina de lapa californiana
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MBS éster de m-maleimidobenzoil-N-hidroxisuccinimida
PAC cromosoma artificial derivado de P1
APN acido péptido nucleico

SNEV Nombre artificial de la presente proteina (SEC DE ID N° 2).
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REIVINDICACIONES
1. Uso de un compuesto aislado o producido de manera sintética seleccionado entre el grupo constituido por

a) una secuencia de nucleétidos que codifica una proteina o péptido regulador celular que tiene una secuencia
de aminoécidos segin la SEC DE ID N° 4, un homélogo de la SEC DE ID N° 4, una parte de la SEC DE
ID N° 4, el péptido 86 (SEC DE ID N° 5), el péptido 87 (SEC DE ID N° 6), o el péptido 88 (SEC DE ID
N°7);

b) un ARNm de sentido directo que se traduce en una proteina o péptido regulador celular que tiene una
secuencia de aminodacidos segiin la SEC DE ID N° 4, un homélogo de la SEC DE ID N° 4, una parte de la
SEC DE ID N° 4, el péptido 86 (SEC DE ID N° 5, el péptido 87 (SEC DE ID N° 6), o el péptido 88 (SEC
DE ID N° 7);

¢) un ARN de sentido contrario que es reactivo con un ARN de sentido directo que se traduce en una pro-
tefna o péptido regulador celular que tiene una secuencia de aminodcidos segtn la SEC DE ID N° 4, un
homélogo de la SEC DE ID N° 4, una parte de la SEC DE ID N° 4, el péptido 86 (SEC DE ID N° 5), el
péptido 87 (SEC DE ID N° 6), o el péptido 88 (SEC DE ID N° 7), y cuyo ARN de sentido contrario inhibe
o bloquea la traduccién de dicho ARNm de sentido directo;

d) una proteina o péptido regulador celular que estd codificado por la SEC la SEC DE ID N° 1, por la SEC
DE ID N° 3, por un homdlogo de la SEC DE ID N° 1, por un homdélogo de la SEC DE ID N° 3, por una
parte de la SEC DE ID N° 1 que codifica una regioén funcional de una proteina que tiene una secuencia de
aminodcidos segin la SEC DE ID N° 4, o por una parte de la SEC DE ID N° 3 que codifica una regién
funcional de una proteina que tiene una secuencia de aminodcidos segin la SEC DE ID N° 4;

e) una proteina o péptido regulador funcional que tiene una secuencia de aminoécidos segin la SEC DE ID
N° 4, un homélogo de la SEC DE ID N° 4, una parte de la SEC DE ID N° 4, el péptido 86 (SEC DE ID N°
5), el péptido 87 (SEC DE ID N° 6), o el péptido 88 (SEC DE ID N°7); y

f) un anticuerpo reactivo con una proteina o péptido regulador que tiene una secuencia de aminodcidos segtin
la SEC DE ID N° 4, un homélogo de la SEC DE ID N° 4, una parte de la SEC DE ID N° 4, el péptido 86
(SEC DE ID N° 5), el péptido 87 (SEC DE ID N° 6), o el péptido 88 (SEC DE ID N° 7);

en el que dicho homdlogo de la SEC DE ID N° 4 es una proteina, subunidad de proteina, parte de una proteina o
un péptido que contiene una parte, region o regioén funcional que es estructural y funcionalmente idéntica con la SEC
DE ID N° 4, y en el que dicho homélogo de la SEC DE ID N° 1 es una secuencia de nucledtidos que codifica la misma
secuencia de aminodcidos pero que varia en la composicion de los nucleétidos debido a la degeneracion del cédigo
genético, y en el que dicho homdlogo de la SEC DE ID N° 3 es una secuencia de nucleétidos que codifica la misma
secuencia de aminodcidos pero que varia en la composicion de los nucleétidos debido a la degeneracion del cédigo
genético, para la fabricacién de una composicién para interferir y/o detectar la senescencia celular o el desarrollo
tumorogénico de una célula o tejido eucariota.

2. Uso segtin la reivindicacién 1, para la fabricacién de una composicion para tanto prolongar el alargamiento de
la vida de dicha célula o tejido eucariota, como para acelerar la senescencia celular o detener la proliferacion de dicha
célula o tejido eucariota.

3. Uso de acuerdo con la reivindicacién 1 6 2, para la fabricacién de una composicién para el diagnéstico o el
tratamiento terapéutico de un tumor o un cancer.

4. Uso segun la reivindicacién 1, 2 6 3, en el que el anticuerpo se puede obtener tras la inmunizacién de un
mamifero con una proteina o péptido regulador celular seleccionado entre el grupo constituido por la SEC DE ID N°
4, un dicho homélogo de la SEC DE ID N° 4, una parte de la SEC DE ID N° 4, el péptido 86 (SEC DE ID N° 5), el
péptido 87 (SEC DE ID N° 6), y el péptido 88 (SEC DE ID N° 7).

5. Un procedimiento para detectar el desarrollo tumorigénico o la senescencia de una célula o tejido eucariota que
comprende determinar y evaluar, in vitro,

a) un nivel de expresion diferencial de una secuencia de nucleétidos que codifica una proteina o péptido
regulador; o

b) un nivel diferencial del ARNm que se traduce en dicha proteina o péptido regulador celular,
en el que la proteina o péptido regulador celular tiene una secuencia de aminodcidos seleccionada entre el grupo

constituido por la SEC DE ID N° 4, un homélogo de la SEC DE ID N° 4, una parte de la SEC DE ID N° 4, el péptido
86 (SEC DE ID N° 5), el péptido 87 (SEC DE ID N° 6), y el péptido 88 (SEC DE ID N° 7), siendo dicho homélogo
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de la SEC DE ID N° 4 una proteina, subunidad de proteina, parte de una proteina o péptido que contiene una parte,
region, region funcional que es estructural y funcionalmente idéntica con la SEC DE ID N° 4.

6. El procedimiento segtn la reivindicacién 5, en el que el nivel de expresion de dicha secuencia de nucledtidos
afecta a al menos un pardmetro seleccionado entre el grupo constituido por crecimiento, viabilidad, alargamiento de
la vida, y ndmero de ciclos de replicacién, de dicha célula.

7. El procedimiento segtin la reivindicacién 5 6 6, en el que la expresion de dicha secuencia de nucledtidos estd
regulada en exceso en células tumorales en comparacion con células normales del mismo tipo.

8. El procedimiento segtin la reivindicacién 5 6 6, en el que la expresion de la secuencia estd infrarregulada en
células senescentes en comparacion con las células jovenes del mismo tipo.

9. El procedimiento segitin una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 8, en el que dicha secuencia de nucledtidos
se selecciona entre el grupo constituido por la SEC DE ID N° 1, la SEC DE ID N° 3, un homélogo de la SEC DE ID
N° 1, un homélogo de la SEC DE ID N° 3, una parte de la SEC DE ID N° 1 que codifica una regién funcional de una
proteina que tiene una secuencia de aminodcidos segtin la SEC DE ID N° 4, y una parte de la SEC DE ID N° 3 que
codifica una regién funcional de una proteina que tiene una secuencia de aminodcidos segtin la SEC DE ID N° 4,

en el que dicho homélogo de la SEC DE ID N° 1 es una secuencia de nucleétidos que codifica la misma secuencia
de aminoécidos pero que varia en la composicidn de la secuencia de nucle6tidos debido a la degeneracién del cédigo
genético, y en el que dicho homdlogo de la SEC DE ID N° 3 es una secuencia de nucleétidos que codifica la misma
secuencia de aminodcidos pero que varia en la composiciéon de nucleétidos debido a la degeneracion del cédigo
genético.

10. Un procedimiento de prolongar el alargamiento de la vida de una célula eucariota in vitro, que comprende

a) transfectar el ARNm de sentido directo que se traduce en una proteina o péptido regulador que tiene una
secuencia de aminodcidos seleccionada entre el grupo constituido por la SEC DE ID N° 4, un homdlogo
de la SEC DE ID N° 4, una parte de la SEC DE ID N° 4, el péptido 86 (SEC DE ID N° 5), el péptido 87
(SEC DE ID N° 6), y el péptido 88 (SEC DE ID N° 7) en la célula eucariota e incubar la célula eucariota
en un medio de cultivo celular adecuado; o

b) suplementar un medio de cultivo celular adecuado con una cantidad efectiva de una proteina o péptido
regulador celular que tiene una secuencia de aminoacidos seleccionada entre el grupo constituido por la
SEC DE ID N° 4, un homdlogo de la SEC DE ID N° 4, una parte de la SEC DE ID N° 4, el péptido 86
(SEC DE ID N°5), el péptido 87 (SEC DE ID N° 6), y el péptido 88 (SEC DE ID N° 7), e incubar la célula
eucariota en dicho medio suplementado,

en el que dicho homdélogo de la SEC DE ID N° 4 es un proteina, subunidad de proteina, parte de una proteina o un
péptido que contiene una parte, regién o regién funcional que es estructural y funcionalmente idéntica con la SEC DE
ID N° 4.

11. Un procedimiento de acelerar la senescencia celular o detener la proliferacién de una célula eucariota in vitro,
que comprende

a) inhibir o bloquear la traduccién del ARNm de sentido directo contenido en dicha célula que se traduce
en una proteina o péptido regulador que tiene una secuencia de aminodcidos seleccionada entre el grupo
constituido por la SEC DE ID N° 4, un homdlogo de la SEC DE ID N° 4, una parte de la SEC DE ID N°
4, el péptido 86 (SEC DE ID N° 5), el péptido 87 (SEC DE ID N° 6), y el péptido 88 (SEC DE ID N° 7),
aplicando la estrategia de sentido contrario; o

b) introducir un anticuerpo que es reactivo con dicha proteina o péptido regulador celular en la célula euca-
riota, para disminuir el nivel intracelular de dicha proteina o péptido regulador celular,

en el que dicho homdlogo de la SEC DE ID N° 4 es una proteina, subunidad de proteina, parte de una proteina o

un péptido que contiene una parte, region o regioén funcional que es estructural y funcionalmente idéntica con la SEC
DE ID N° 4.

12. El procedimiento de la reivindicacién 11, que comprende introducir el ARN o APN de sentido contrario en la
célula eucariota y dejar que el ARN o el APN de sentido contrario se hibride con el ARNm de sentido directo.
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Células HUVEC

A k'Y 5

Senescentes Jovenes Quiescentes Iransfectadas
con SV40

FIG. 1

Fibroblastoes humanos

FiG. 2
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Células de rifidén

Senescentes Jévenes Transfectadas a.4g8 HEK293
con SV40

FIG. 3

Linfocitos

Linfocitos AA-2 Mclt-3 Mi-2 HLA80
activos

FIG. 4
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Fig. 7
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