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DESCRIPCION

Genes inducibles por Wnt-1.

La presente invencion se realiz6 con la ayuda del gobierno bajo la subvencién n° 5SPO1 CA41086, otorgada por el
National Institutes of Health, National Cancer Institute. El gobierno tiene ciertos derechos en la invencion.

Campo de la invenciéon

La presente invencion se refiere generalmente a la identificacion y el aislamiento de ADN nuevo y a la produccién
recombinante de polipéptidos nuevos ttiles en el tratamiento de tumores.

Antecedentes de la invencion

Los Wnts son codificados por una gran familia de genes cuyos miembros se han encontrado en gusanos redondos,
insectos, pez cartilaginoso, y vertebrados. Holland et al., Dev. Suppl., 125-133 (1994). Se piensa que los Wnts fun-
cionan en una serie de procesos de desarrollo y fisioldgicos, ya que muchas especies diversas tienen miultiples genes
de Wnt conservados. McMahon, Trends Genet., 8: 236-242 (1992); Nusse y Varmus, Cell, 69: 1073-1087 (1992). Los
genes de Wnt codifican glicoproteinas secretadas que que se piensa que funcionan como sefiales paracrinas o autocri-
nas activas en varios tipos de células primitivas. McMahon, supra; Nusse y Varmus, supra. La familia del factor de
crecimiento Wnt incluye mds de diez genes identificados en el ratén (Wnt-1, -2, -3A, -3B, -4, -5A, -5B, -6, -7A, -7B,
-8A, -8B, -10B, -11, -12, y 13) (ver, por ejemplo, Gavin et al., Genes Dev., 4: 2319-2332 (1990); Lee et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 92: 2268-2272 (1995); Christiansen et al., Mech. Dev., 51: 341-350 (1995)) y por lo menos nueve
genes identificados en el humano (Wnt-1, -2, -3, -5A, -7A, -7B, -8B, -10B, y -11) mediante clonacién de ADNc. Ver,
por ejemplo, Vant Veer et al., Mol.Cell.Biol., 4: 2532-2534 (1984).

Originalmente se identificé el proto-oncogén de Wnt-1 (int-1) a partir de tumores mamarios inducidos por el virus
de tumor mamario de ratén (MMTYV) debido a la insercidn de secuencia de ADN viral. Nusse y Varmus, Cell, 31: 99-
109 (1982). En ratones adultos, se detecta el nivel de expresiéon de ARNm de Wnt-1 sélo en los testiculos durante los
estadios tardios del desarrollo de esperma. La proteina Wnt-1 es de aproximadamente 42 KDa y contiene una regién
hidrofébica amino-terminal, la cual puede funcionar como secuencia sefial para la secrecién. Nusse y Varmus, supra,
1992. Se detecta la expresion de Wnz-2/irp en tejidos fetales y adultos de ratén y su distribucién no se solapa con
el patrén de expresién para Wnt-1. Se asocia Wnt-3 con la tumorigénesis mamaria de ratén. Se detecta la expresion
de Wnt-3 en embriones de ratén en los tubos neurales y en las yemas de las patas. Se detectan transcripciones de
Wht-5a en las patas delanteras y traseras en desarrollo en los dias del 9,5 al 14,5 y se concentran los niveles mas altos
en ectodermo apical en el extremo distal de las patas. Nusse y Varmus, supra (1992). Recientemente, se describié
(WQO95/17416) un factor de crecimiento de Wnt, llamado Wnt-x, junto con la deteccién de la expresion de Wnr-x en
los tejidos 6seos y en células derivadas de hueso. También se describi6 el papel de Wnt-x en el mantenimiento de
osteoblastos maduros y el uso del factor de crecimiento de Wnt-x como agente terapéutico o en el desarrollo de otros
agentes terapéuticos para tratar enfermedades relacionadas con los huesos.

Los Wnts pueden jugar un papel en la sefializacién celular local. Estudios bioquimicos han demostrado que la
mayor parte de proteina Wnt secretada puede encontrarse asociada con la superficie celular o la matriz extracelular
mas que en difusién libre por el medio. Papkoff y Schryver, Mol. Cell. Biol., 10: 2723-2730 (1990); Bradley y Brown,
EMBO J., 9: 1569-1575 (1990).

Estudios de mutaciones en los genes de Wnt han indicado una funcién para Wats en el control de crecimiento y en
el disefio tisular. En Drosophila, wingless (wg) codifica un gen relacionado con Wnt (Rijsewik et al., Cell, 50: 649-657
(1987)) y mutaciones de wg modifican el patrén de ectodermo embrionario, la neurogénesis, y el crecimiento externo
de discos imaginales. Morata y Lawerence, Dev. Biol., 56: 227-240 (1977); Baker. Dev. Biol., 125: 96-108 (1988);
klingensmith y Nusse, Dev. Biol., 166: 396-414 (1994). En Caenorhabditis elegans, lin-44 codifica un homdlogo de
Wnt que se requiere para divisiones celulares asimétricas. Herman y Horvitz, Development, 120: 1035-1047 (1994).
Las mutaciones knock-out en ratones han demostrado que las Wnts son esenciales para el desarrollo del cerebro
(McMahon y Bradley, Cell, 62: 1073-1085 (1990); Thomas y Cappechi, Nature, 346: 847-850 (1990)), y el crecimiento
extreno de primordios embrionarios de rifién (Stark et al., Nature, 372: 679-683 (1994)), el brote de la cola (Takada
et al., Genes Dev., 8: 174-189 (1994)), y el brote de las patas. Parr y McMahon, Nature, 374: 350-353 (1995). La
sobreexpresion de Wnts en la glandula mamaria puede dar lugar a una hiperplasia mamaria (McMahon, supra (1992);
Nusse y Varmus, supra (1992)), y desarrollo alveolar precoz. Bradbury et al., Dev.Biol., 170: 553-563 (1995). Zheng et
al (1996) Oncogene 12, 555-562 describen un gen, ret, cuyo nivel de ARNm en células PC12 se increment6 mediante
la expresion de Wnt-1.

Wnt-5a 'y Wnt-5b se expresan en el mesodermo lateral y posterior y el mesodermo extraembrionario del embrién
de murino de 7-8 dias. Gavin et al., supra. Estos dominios embrionarios contribuyen a la region AGM vy tejidos de
saco vitelino a partir de los cuales se derivan los precursores hematopoyéticos multipotentes y HSCs. Dzierzak y Med-
vinsky, Trends Genet., 11: 359-366 (1995); Zon et al., en Gluckman y Coulombel, ed., Colloque, INSERM, 235:17-
22 (1995), presentado en el Joint International. Wokshop on Foetal and Neonatal Hematopoyesis and Mechanism of
Bone Marrow Failure, Paris Francia, Abril 3-6, 1995; Kanatsuy Nichikawa, Development, 122: 823-830 (1996). Se
han detectado Wnt-5a, Wnt-10b, y otras Wnts en yemas de las patas, indicando posibles funciones en el desarrollo y el
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disefio de microambiente de hueso temprano tal y como se muestra para Wnt-7b. Gavin et al., supra; Christiansen et
al., Mech. Devel., 51: 341-350 (1995); Parr y McMahon, supra.

El mecanismo de transduccién de sefial de Wnt/Wg juega un papel importante en el desarrollo bioldgico del
organismo y se ha implicado en diversos cdnceres humanos. Este mecanismo también incluye el gen supresor de tumor,
APC. Las mutaciones en el gen de APC estdn asociadas con el desarrollo de formas heredadas y esporddicas de cdncer
colorrectal humano. La sefial Wnt/Wg conduce a la acumulacién de beta-catenina/Armadillo en la célula, dando lugar
a la formacion de un complejo de transcripcion bipartido que consiste en beta-catenina y un miembro de la familia
del factor de transcripcion de caja HMG de factor de unién al potenciador linfoide/factor de célula T (LEF/TCF). Este
complejo se transloca al nicleo donde puede activar la expresién de genes “downstream” de la sefial de Wnt/Wg, tales
como los genes de Engrailed y Ultrabithorax en Drosophila. No obstante, actualmente se desconocen los genes diana
“downstream” de la sefializacion de Wnt-1 en vertebrados que presumiblemente funcionan en la tumorigénesis.

Para una revision mds reciente de Wnt, ver Cadigan y Nusse, Genes & Dev., 11: 3286-3305 (1997).

Se ha implicado otra familia de proteinas, las subfamilias Rho y Rac de proteinas Ras, en la transformacién me-
diante ras oncogénico. Hasta ahora, se ha observado que para la transformacioén de Ras es necesaria la activacién de
los mecanismos gobernados por tres miembros de la familia Rho de proteinas de unién de GTP, CDC42, Rac, y Rho.
La activacién de las mutaciones de Ras suceden en aproximadamente un 30% de todos los tumores humanos, indi-
cando que los elementos de los mecanismos de sefializacion de CDC42, Rac, y Rho son dianas de farmacos para la
terapia del cancer. Estos tres miembros juegan un papel central en la organizacidn del citoesqueleto de actina y regulan
la transcripcidon. Como las Ras, las proteinas Rho interactian directamente con proteinas quinasas, que es probable
que sirvan como dianas de efectores “downstream” de la GTPasa activada. Las funciones de las diferentes proteinas
Rho en la transformacién de Ras parecen ser distintas: CDC42 controla especificamente el crecimiento independiente
del anclaje, mientras que Rac controla la mitogenicidad inducida por Rac. Las proteinas G pequeiias Racl, Rac2 y
Rac3 estdn muy relacionadas con las GTPasas. Didsbury et al., J. Biol. Chem., 264: 16378-16382 (1989); Moll et al.,
Oncogene, 6: 863-866 (1991); Shirsat ef al., Oncogene, 5: 769-772 (1990); Haataja et al., J. Biol. Chem., 272: 20384-
20388 (1997). RAC3 se localiza en el cromosoma 17q23-25, una regién frecuentemente eliminada en el cincer de
mama. Cropp et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 87: 7737-7741 (1990); Cornelis et al, Oncogene, 8: 781-785 (1993).
Datos recientes han proporcionado pruebas de que la actividad constitutiva de las GTPasas de la familia Rho esta
relacionada con la reorganizacidn de citoesqueleto y el crecimiento desorganizado, la motilidad y la invasividad de las
células, todos sellos distintivos de la neoplasia.

Existe la necesidad de elucidar los miembros adicionales de las anteriores familias, incluyendo las moléculas de
la superficie celular que pueden ser antigenos especificos de tumores o proteinas que cumplen una funcién reguladora
en la iniciacién del mecanismo de Wnt de tumorigénesis. Esto también incluiria componentes “downstream” del
mecanismo de sefializaciéon de Wnt que son importantes para el fenotipo transformado y el desarrollo del cancer.
También existe la necesidad de identificar otras proteinas que, quizd en conjuncién con beta-catenina, regulen los
genes downstream de Wnt-1, ademds de las GTPasas.

Descripcion resumida de la invenciéon

Se han identificado varios genes inducidos por Wnt-1 putativos a nivel de ARNm en un experimento de sustrac-
cién de ADNc de alto rendimiento. De este modo, los solicitantes han identificado nuevos clones de ADN (clon 65
y clon 320) que codifican nuevos polipéptidos que son inducidos por Wnt, designados como clon 65 y clon 320,
respectivamente. La molécula clon 65 tiene homologia con la subfamilia Rac y Rho indicada anteriormente.

En una realizacidn, la presente invencién proporciona un 4cido nucleico aislado que comprende ADN que tiene
por lo menos 800 nucledtidos y por lo menos una identidad en la secuencia del 70% con (a) la secuencia de dcidos
nucleicos 229-1002 de la SEC ID No. 1 o (b) el complemento de la molécula de ADN de (a). Preferiblemente, este
acido nucleico tiene por lo menos una actividad biolégica de clon 65.

En otro aspecto, la presente invencién proporciona un dcido nucleico aislado que comprende ADN que tiene por lo
menos 700 nucleétidos y por lo menos una identidad en la secuencia del 95% determinada sobre la longitud completa
de las secuencias que se comparan con la secuencia de dcidos nucleicos 229-1002 de la SEC ID No. 1, o (b) el
complemento de la molécula de ADN de (a). Preferiblemente, este dcido nucleico comprende ADN que codifica el
polipéptido del clon 65 humano que tiene los residuos de aminodcidos 1 a 258 de figuras SA y 5B (SEC ID No. 3), o
el complemento del mismo.

En un aspecto adicional, la presente invencion proporciona acido nucleico aislado que comprende ADN que tiene
por lo menos 800 nucledtidos y por lo menos una identidad en la secuencia del 70% con la secuencia de dcidos
nucleicos 1-783 de la SEC ID No. 4, o (b) el complemento de la molécula de ADN de (a). Preferiblemente, este
dcido nucleico comprende ADN que tiene por lo menos aproximadamente una identidad en la secuencia del 85% con
la secuencia de dcidos nucleicos 1-783 de la SEC ID No. 4, o (b) el complemento de la molécula de ADN de (a).
Preferiblemente, este dcido nucleico comprende ADN que codifica el polipéptido del clon 65 de ratén que tiene los
residuos de aminodcidos 1 a 261 de figuras 1A y 1B (SEC ID No. 6), o el complemento del mismo.
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En atn otra realizacidn, la presente invencién proporciona un 4cido nucleico aislado que comprende ADN que
tiene por lo menos 800 nucleétidos y por lo menos una identidad en la secuencia del 70% con el ADNCc del polipéptido
del clon 65 humano en el Depésito ATCC No. 209536 (pRKSE.h.WIG-3.65.4A) o (b) el complemento de 1la molécula
de ADN de (a). Preferiblemente, este 4cido nucleico comprende ADN que tiene por lo menos aproximadamente una
identidad en la secuencia del 95% con el ADNc del polipéptido del clon 65 humano en el Dep6sito ATCC No. 209536
(pRKS5E.h.WIG-3.65.4A) o (b) el complemento de la molécula de ADN de (a).

Un aspecto adicional de la presente invencidn implica un proceso para producir un polipéptido del clon 65 que
comprende el cultivo de la una célula huésped que comprende un 4cido nucleico que codifica el clon 65 bajo condicio-
nes adecuadas para la expresion del polipéptido del clon 65 y la recuperacion del polipéptido del clon 65 del cultivo
celular.

Se proporciona ademds un polipéptido del clon 65 aislado codificado por el 4cido nucleico que codifica el clon 65.
Preferiblemente, este polipéptido es clon 65 humano o clon 65 de ratén.

En otra realizacién, la presente invencién proporciona un dcido nucleico aislado que tiene por lo menos 800 nu-
cledtidos que se hibrida bajo condiciones astringentes con (a) la secuencia de 4cidos nucleicos 229-1002 de 1a SEC ID
No. 1 o (b) el complemento de la molécula de ADN de (a), y tiene por lo menos aproximadamente una identidad en la
secuencia del 70% con (a) o (b).

También se proporciona un polipéptido codificado por un 4cido nucleico que tiene por lo menos 800 nucledtidos
que se hibrida bajo condiciones astringentes con la secuencia de dcidos nucleicos 229-1002 de la SEC ID No. 1 y tiene
por lo menos una identidad en la secuencia del 70% con la misma.

Preferiblemente, los complementos de las moléculas de ADN de la presente invencién permanecen unidos de
manera estable a la secuencia primaria bajo condiciones astringentes por lo menos moderadas, y opcionalmente, en
condiciones astringentes elevadas.

También se proporcionan vectores que comprenden los dcidos nucleicos anteriores, células huésped que compren-
den al vector, preferiblemente donde la célula es una célula de ovario de hamster chino (CHO), una célula de E. coli,
una célula infectada por baculovirus, o una célula de levadura.

Adicionalmente, se proporciona una molécula quimérica que comprende uno de los polipéptidos anteriores o una
variante inactivada de los mismos, fusionados a una secuencia de aminodcidos heteréloga, donde la secuencia de
aminodcidos heter6loga puede ser, por ejemplo, una secuencia etiqueta epitopo o una region Fc de una inmunoglobu-
lina. También se proporciona un anticuerpo que se une especificamente a uno de los polipéptidos anteriores, donde el
anticuerpo puede ser un anticuerpo monoclonal.

Se proporciona ademds una composicién que comprende uno de los polipéptidos anteriores y un portador para
el mismo, y una composiciéon que comprende un antagonista a uno de los polipéptidos y un portador para el mismo,
donde el antagonista es un anticuerpo que se une especificamente a un polipéptido del clon 65. Preferiblemente, estas
composiciones pueden comprender también un agente quimioterapéutico o un agente inhibidor del crecimiento.

También se contempla un procedimiento para tratar un trastorno relacionado con el clon 65 en un mamifero que
comprende la administracién del mamifero de una cantidad eficaz de cualquiera de las composiciones anteriores.
Preferiblemente, el trastorno es un trastorno maligno o arteriosclerosis. Mds preferiblemente, el trastorno maligno es
cancer de mama, cancer de ovario, cancer de colon o melanoma.

También se contempla en la presente invencién un equipo que comprende uno de los polipéptidos del clon 65
anteriores o antagonistas del clon 65, tales como anticuerpos anti-clon 65, e instrucciones para el uso del anticuerpo
para detectar un cancer inducido por Wnt.

También se contempla un procedimiento para inducir la muerte celular que comprende exponer una célula que esta
inducida por Wnt a una cantidad eficaz de uno de los polipéptidos del clon 65 anteriores o antagonistas del clon 65,
tales como anticuerpos anti-clon 65. Preferiblemente, dicha célula es una célula de cancer. Mas preferiblemente, la
célula se encuentra en un mamifero, mas preferiblemente un humano. Opcionalmente, también se expone a la célula
una cantidad eficaz de otro anticuerpo quimioterapéutico, tal como un anticuerpo anti-ErbB2. Ademas, opcionalmente
el procedimiento comprende la exposicion de la célula a un agente quimioterapéutico, un agente inhibidor del creci-
miento, o radiacién. Opcionalmente, la célula se expone al agente inhibidor del crecimiento antes de la exposicion al
anticuerpo anti-clon 65.

La solicitud también describe un articulo de fabricacién, que comprende:
un recipiente;

una etiqueta en el recipiente; y
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una composicién que comprende un agente activo contenido en el recipiente; donde la composicién es eficaz
para inducir la muerte celular, la etiqueta en el recipiente indica que la composicién se puede utilizar para tratar
estados patolégicos caracterizados por la sobreinduccién de Wnt, y el agente activo en la composicién es uno de los
polipéptidos indicados anteriormente, o un antagonista a uno de los polipéptidos, tales como un anticuerpo.

Breve descripcion de los dibujos

Las figuras 1A y 1B muestran la secuencia de aminoécidos derivada de una proteina de clon 65 de secuencia nativa
de rat6n de los aminodcidos 1 a 261 (SEC ID NO. 6) y la secuencia de nucledtidos (y secuencia complementaria) que
codifica la proteina (SEC ID Nos. 4 y 5, respectivamente). Esta es del clon 65.11.3 de ratén. Se fusion6 una secuencia
de histidina al antigeno estable térmicamente. Se ha eliminado la secuencia de antigeno estable térmicamente. Hay
465 pb de la region 3’ no traducida y 86 pb de la region codificante. Las primeras 139 pb de la secuencia tiene un 89%
en el contenido de GC. Esta es la region afiadida comparada con los miembros de otra familia. Un sitio potencial de
glicosilacién se encuentra en el aminodcido 88 al 91. Un sitio potencial de fosforilacién de la proteina quinasa C se
encuentra en los aminodcidos 210 al 212. Los sitios potenciales de fosforilacién de caseina quinasa II se encuentran en
los aminodcidos 84 a 87, 122 a 125, 164 a 167 y 202 a 205. Los sitios potenciales de N-miristoilacién se encuentran
en los aminodcidos 29 a 34, 37 a 42, 46 a 51, y 225 a 240. Un sitio potencial de unién al grupo prenilo se encuentra
en el aminodcido de 258 a 261. Un potencial motivo A (bucle P) del sitio de unién a ATP/GTP se encuentra en los
aminodcidos 59 a 66.

La figura 2 muestra una secuencia de nucleétidos (SEC ID No. 7) contenida en el ADNc del polipéptido del clon
320 humano en el depdsito de ATCC no. 209534.

La figura 3 muestra otra secuencia de nucleétidos (SEC ID No. 8) contenida en el ADNc del polipéptido del clon
320 humano en el depdsito de ATCC no. 209534.

Las figuras 4A y 4B muestran otra secuencia de nucleétidos (y el complemento de la misma) (SEC ID Nos. 9y 10,
respectivamente) contenida en el ADNc del polipéptido del clon 320 humano en el depésito de ATCC no. 209534.

Las figuras 5A y 5B muestran la secuencia de aminodcidos derivada de una proteina de clon 65 de secuencia
nativa humana de los aminoécidos 1 a 258 (SEC ID NO. 3) y la secuencia de nucleétidos de consenso (y secuencia
complementaria) que codifica la proteina (SEC ID Nos. 1 y 2, respectivamente), que deriva de tres clones humanos
de una biblioteca de higado fetal humano. Hay 2955 pb de la regién 3’ no traducida y 777 pb de la regién codificante
en la secuencia. Los sitios potenciales de glicosilacién son desde los aminodcidos 85 a 88, aminodcidos 138 a 141 y
aminodcidos 245 a 248. Los sitios potenciales de fosforilacién de la proteina quinasa C se encuentra en los aminoécidos
140 al 142 y 207 a 209. Los sitios potenciales de fosforilacién de caseina quinasa II se encuentran en los aminoacidos
81a84,119a122,161 a164y 199 a2052. Los sitios potenciales de N-miristoilacion se encuentran en los aminoécidos
26 a 31, 43 a 48, y 222 a 227. Un potencial motivo A (bucle P) del sitio de unién a ATP/GTP se encuentra en los
aminodcidos 56 a 63.

La figura 6 muestra la alineacién de las secuencias de aminodcidos de longitud completa del clon 65 humano y de
ratén (SEC ID Nos. 3 y 6, respectivamente).

La figura 7 muestra un mapa del vector pBabe puro (5,1 kb) utilizado para transformar células con fines de ex-
presion diferencial. El vector incluye sitios de restriccién tnicos y sitios de restriccion multiples. Aqui se muestra en
forma modificada para la clonacién de Wnt-1, donde el sitio HindIII después del promotor de SV40 en el vector pBabe
puro original ha sido eliminado y se ha afiadido un sitio HindIII al sitio de clonacién miiltiple del vector pBabe puro
original. Wnt-1 se clona a partir de EcoRI-HindIlI en el sitio de clonacién miiltiple. Las construcciones derivadas de
este vector se seleccionan en ampicilina (100 pug/ml) y las células infectadas en cultivo se seleccionan en 1,0-2,5 ug/ml
de puromicina.

La figura 8 muestra las secuencias del cebador de sintesis de ADNc PCR-Select® (SEC ID No. 20), adaptadores
1y 2 (SEC ID Nos. 21 y 22, respectivamente) y secuencias complementarias para los adaptadores (SEC ID Nos. 23
y 24, respectivamente), cebador de PCR 1 (SEC ID No. 25), cebador de PCR 2 (SEC ID No. 26), cebador de PCR 1
anidado (SEC ID No. 27), cebador de PCR 2 anidado (SEC ID No. 28), cebador 5’ de G3PDH del cebador de control
(SEC ID No. 29) y cebador 3’ de G3PDH del cebador de control (SEC ID No. 30) utilizados para la hibridacién
sustractiva de supresion para identificar los clones 65 y 320. Cuando los adaptadores se unen a ADNc digerido por
Rsal, se reestablece el sitio Rsal.

La figura 9 muestra la regién del sitio de clonacién del pldsmido pGEM-T utilizada para clonar todas las secuencias
de los clones 65 y 320 de la presente invencién (SEC ID Nos. 3 y 32 para las secuencias 5’ y 3’, respectivamente).

La figura 10 muestra la secuencia (SEC ID No. 12) de un clon 65.11 obtenido mediante el cribado (screening) con
una sonda derivada del clon 65, que es el clon inicial aislado en el proceso para obtener ADN del clon 65 de longitud
completa de ratén.

La figura 11 muestra la secuencia (SEC ID No. 13) de un clon 65.9 obtenido mediante cribado con una sonda
derivada del clon 65.
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La figura 12 muestra la secuencia (SEC ID No. 14) de un clon 65.11.1 obtenido mediante cribado con una sonda
derivada de la regién homoéloga CDC-42 del clon 65.11.

Las figura 13A y 13B muestran la secuencia (SEC ID No. 15) de un clon 65.11.3 obtenido mediante cribado con
una sonda derivada de la regiéon homdloga CDC-42 del clon 65.11.

La figura 14 muestra la secuencia (SEC ID No. 16) de un clon 65.11.6 obtenido mediante cribado con una sonda
derivada de la regién homéloga CDC-42 del clon 65.11.

La figura 15 muestra la secuencia (SEC ID No. 17) de un clon 65.1 obtenido mediante cribado con una sonda
derivada del clon 65.

La figura 16 muestra la secuencia (SEC ID No. 18) de un clon 65.6 obtenido mediante cribado con una sonda
derivada del clon 65.

La figura 17 muestra la secuencia (SEC ID No. 19) de un clon 65.13 obtenido mediante cribado con una sonda
derivada del clon 65.

Descripcion detallada de las realizaciones preferidas
1. Definiciones

Los términos “polipéptido del clon 657, “homéblogo de clon 65 y variantes gramaticales de los mismos, tal como se
utilizan en la presente invencién, comprenden la proteina de la secuencia nativa derivada del clon 65 y variantes de la
misma (que se definen con detalle posteriormente). El polipéptido del clon 65 se puede aislar de una variedad de fuen-
tes, tales como tipos de tejido humano o de otra fuente, o se puede preparar mediante procedimientos recombinantes
o sintéticos, o mediante cualquier combinacién de estas técnicas y técnicas similares.

Un “polipéptido del clon 65 de secuencia natuva” comprende un polipéptido que tiene la misma secuencia de
aminodcidos que un polipéptido del clon 65 derivado de la naturaleza. Dichos polipéptidos del clon 65 de secuencia
nativa se pueden aislar de la naturaleza o se pueden producir mediante medios recombinantes o sintéticos. El término
“polipéptido del clon 65 de secuencia nativa” comprende especificamente formas truncadas naturales u otras formas de
un polipéptido del clon 65 descrito en la presente invencion, formas variantes naturales (por ejemplo, formas “spliced”
de manera alternativa o variantes de “splice” (“‘corte y empalme”)), y variantes alélicas naturales de un polipéptido del
clon 65. En una realizacién de la presente invencion, el polipéptido del clon 65 de secuencia nativa es un polipéptido
del clon 65 de secuencia nativa de longitud completa humano que comprende los aminodacidos 1 a 258 de las figuras
5A y 5B (SEC ID No. 3), con o sin la metionina N-terminal. En otra realizacion de la presente invencion, el polipéptido
del clon 65 de secuencia nativa es un polipéptido del clon 65 de secuencia nativa de longitud completa de ratén que
comprende los aminodcidos 1 a 261 de las figuras 1A y 1B (SEC ID No. 6), con o sin la metionina N-terminal.

En otra realizacion de la presente invencion, el polipéptido del clon 65 de secuencia nativa es el que estd codificado
por una secuencia de nucleétidos que comprende uno de los “splice” del clon 65 de ratén u otras variantes de secuencia
nativa, que incluyen las SEC ID Nos. 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18 6 19, con o sin una metionina N-terminal.

El término “variante del clon 65” significa un polipéptido del clon 65 activo tal como se define a continuacion,
que tiene por lo menos aproximadamente un 80%, preferiblemente por lo menos aproximadamente un 85%, mas
preferiblemente por lo menos aproximadamente un 90%, ain mads preferiblemente por lo menos aproximadamente
un 95% de identidad en la secuencia de aminoécidos con el clon 65 humano que tiene la secuencia de aminodcidos
deducida mostrada en las figuras SA y 5B (SEC ID No. 3) y/o con el clon 65 de ratén que tiene la secuencia de
aminodcidos deducida mostrada en las figuras 1A y 1B (SEC ID No. 6). Dichas variantes incluyen, por ejemplo,
polipéptidos del clon 65 en los que uno o mas residuos de aminodacidos se afiaden a, o eliminan de, el extremo N- o
C-terminal de las secuencias de longitud completa de las figuras SA-B y 1A-B (SEC ID Nos. 3 y 6, respectivamente),
incluyendo variantes de otras especies, pero se excluye un polipéptido del clon 65 de secuencia nativa.

El “porcentaje (%) de identidad en la secuencia de aminoédcidos” con respecto a las secuencias del clon 65 identifi-
cadas en la presente invencion se define como el porcentaje de residuos de aminoacidos en una secuencia candidata que
son idénticos con los residuos de aminodcidos en una secuencia del polipéptido del clon 65, después de la alineacién
de las secuencias y la introduccién de espacios, si es necesario, para conseguir el mdximo porcentaje de identidad en
la secuencia, y sin considerar ninguna sustitucién conservativa como parte de identidad de la secuencia. La alineacién
con el objetivo de determinar el porcentaje de identidad en la secuencia de aminodcidos se puede conseguir de varias
maneras que estdn dentro de la técnica, por ejemplo, utilizando software informatico disponible publicamente, tal
como software BLAST, ALIGN o Megalign (DNASTAR). Los expertos en la materia pueden determinar pardmetros
apropiados para medir la alineacién, incluyendo cualquier algoritmo necesario para conseguir el maximo de alineacién
sobre la longitud completa de las secuencias que se comparan.

El “porcentaje (%) de identidad en la secuencia de 4cidos nucleicos” con respecto a la region codificante de las
secuencias del clon 65 identificadas en la presente invencion se define como el porcentaje de nucledtidos en una
secuencia candidata que son idénticos con los nucledtidos en la region codificante de la secuencia del clon 65 de
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interés, después de la alineacién de las secuencias y la introduccién de espacios, si es necesario, para conseguir el
mdaximo porcentaje de identidad en la secuencia. La alineacién con el objetivo de determinar el porcentaje de iden-
tidad en la secuencia de dcidos nucleicos se puede conseguir de varias maneras que estdn dentro de la técnica, por
ejemplo, utilizando software informadtico disponible publicamente, tal como software BLAST, ALIGN o Megalign
(DNASTART™). Los expertos en la materia pueden determinar parametros apropiados para medir la alineacion, in-
cluyendo cualquier algoritmo necesario para conseguir el maximo de alineacién sobre la longitud completa de las
secuencias que se comparan.

“Condiciones astringentes” son aquéllas que: (1) utilizan una fuerza iénica baja y una temperatura elevada para
el lavado, por ejemplo, cloruro sédico 0,015 M/citrato sédico 0,0015 M/dodecil sulfato sédico al 0,1% a 50°C; (2)
utilizan durante la hibridacién un agente desnaturalizante, tal como formamida, por ejemplo, formamida al 50% (v/v)
con albiimina de suero bovino al 0,1%/Ficol al 0,1%/polivinilpirrolidona al 0,1%/tamp6n de fosfato sédico 50 mM a
pH 6,5 con cloruro sédico 750 mM, citrato sédico 75 mM a 42°C; o (3) utilizan formamida al 50%, 5 x SSC (NaCl
0,75 M, citrato sédico 0,075 M), fosfato sédico 50 mM (pH 6,8), pirofosfato sédico al 0,1%, 5 x solucién de Denhardt,
ADN de esperma de salmén sonicado (50 pg/ml), SDS al 0,1% y sulfato de dextrano al 10% a 42°C, con lavados a 42°C
en 0,2 x SSCy SDS al 0,1%; o (4) utilizan un tampén de sulfato de dextrano al 10%, 2 x SSC (cloruro sédico/citrato
sédico) y formamida al 50% a 55°C, seguido de un lavado de astringencia elevada que consiste en 0,1 x SSC que
contiene EDTA a 55°C.

Las “condiciones moderadamente astringentes” se describen en Sambrook y otros, Molecular Cloning: A Labo-
ratory Manual, Nueva York: Cold Spring Harbor Press, 1989, e incluye la utilizacién de una solucién de lavado y
condiciones de hibridacion (por ejemplo, temperatura, fuerza iénica y % de SDS) menos astringentes que las descritas
anteriormente. Un ejemplo de condiciones moderadamente astringentes es la incubacién durante toda la noche a 37°C
en una solucién que comprende: formamida al 20%, 5 x SSC (NaCl 150 mM, citrato sédico 15 mM), fosfato sédico
50 mM (pH 7.,6), 5 x solucién de Denhardt, sulfato de dextrano al 10%, y ADN de esperma de salmén fragmentado
desnaturalizado 20 mg/ml, seguido del lavado de los filtros en 1 x SSC a aproximadamente 37-50°C. El experto en
la materia sabrd como ajustar la temperatura, la fuerza iénica, etc., segiin sea necesario para acomodar factores, tales
como la longitud de la sonda y similares.

El término “aislado” cuando se utiliza para describir los diversos polipéptidos descritos en la presente invencion,
significa polipéptidos que se han identificado y separado y/o recuperado de un componente de su medio natural. Los
componentes contaminantes de su medio natural son materiales que habitualmente interferirian con usos diagndsticos
o terapéuticos para el polipéptido, y pueden incluir enzimas, hormonas y otros solutos proteindceos o no proteinaceos.
En realizaciones preferidas, se purificard el polipéptido (1) hasta un grado suficiente para obtener por lo menos 15
residuos de una secuencia de aminodcidos N-terminal o interna mediante la utilizacién de un secuenciador de copa
giratoria, o (2) hasta una homogeneidad por SDS-PAGE en condiciones no reductoras o reductoras utilizando azul
de Coomassie o, preferiblemente, tincién con plata. El polipéptido aislado incluye el polipéptido in situ en el interior
de células recombinantes, ya que por lo menos un componente del medio natural del polipéptido del clon 65 no
estard presente. Normalmente, sin embargo, el polipéptido aislado se preparard mediante por lo menos una etapa de
purificacion.

Un 4cido nucleico “aislado” que codifica un polipéptido del clon 65 es una molécula de acido nucleico que se iden-
tifica y se separa de por lo menos una molécula de 4cido nucleico contaminante con la que estd asociada normalmente
en el medio natural del dcido nucleico respectivo. Una molécula de 4cido nucleico que codifica el clon 65 aislada es
diferente de la forma o entorno en que se encuentra en la naturaleza. Por lo tanto, la molécula de 4cido nucleico que
codifica el clon 65 aislada se distingue de la molécula de 4cido nucleico que codifica el clon 65 tal y como existen en
células naturales. Sin embargo, una molécula de dcido nucleico que codifica el clon 65 aislada incluye una molécula de
dcido nucleico contenida en células que normalmente expresan el ADN que codifica el clon 65, cuando, por ejemplo,
la molécula de 4cido nucleico se encuentra en una localizacién cromosémica diferente de la de las células naturales.

El término “secuencias de control” se refiere a secuencias de ADN necesarias para la expresion de una secuencia
codificante unida operativamente en un organismo huésped particular. Las secuencias de control que son adecuadas
para procariotas incluyen, por ejemplo, un promotor, opcionalmente una secuencia operadora, y un sitio de unién a
ribosoma. Se sabe que las células eucariotas utilizan promotores, sefiales de poliadenilacidn y potenciadores.

Un 4cido nucleico estd “unido operativamente” cuando estd situado en una relacién funcional con otra secuencia
de acidos nucleicos. Por ejemplo, el ADN para una presecuencia o lider secretor estd unido operativamente a ADN
para un polipéptido si se expresa como una preproteina que participa en la secrecion del polipéptido; un promotor o
potenciador estd unido operativamente a una secuencia codificante si afecta la transcripcion de la secuencia; o un sitio
de unién a ribosoma estd unido operativamente a una secuencia codificante si estd situado para facilitar la traduccién.
Generalmente, “unido operativamente” significa que las secuencias de ADN que se unen estdn contiguas y, en el caso
de un lider secretor, contiguas y en fase de lectura. Sin embargo, los potenciadores no tienen que estar contiguos. La
unidn se realiza mediante la unién en los sitios de restriccion convenientes. Si dichos sitios no existen, los adaptadores
o enlazadores de oligonucledtidos sintéticos se utilizan segin la practica convencional.

El término “anticuerpo” se utiliza en el sentido mas amplio y cubre especificamente, por ejemplo, anticuerpos
monoclonales anti-clon 65 individuales (incluyendo agonista, antagonista, y anticuerpos neutralizantes), y anticuerpos
anti-clon 65, y composiciones de anticuerpo con especificidad poliepitopica. El término “anticuerpo monoclonal”,
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tal y como se utiliza en la presente invencién, se refiere a un anticuerpo obtenido de una poblacién de anticuerpos
sustancialmente homogéneos, es decir, los anticuerpos individuales que comprenden la poblacién son idénticos a
excepcion de posibles mutaciones naturales que pueden estar presentes en pequefias cantidades.

“Activo” o “actividad” o “actividad bioldgica”, para los objetivos de la presente invencién, describen la actividad
de una forma o formas de un polipéptido del clon 65, incluyendo sus variantes, o sus antagonistas, que mantienen las
actividades bioldgicas y/o inmunoldgicas de un polipéptido del clon 65 nativo o natural (secuencia nativa) o su antago-
nista. Las actividades “preferidas” para un polipéptido del clon 65 o su antagonista incluyen la capacidad de inhibir la
proliferacion de células tumorales o estimular la proliferacién de células normales y tratar la arteriosclerosis, incluyen-
do la aterosclerosis, asi como inducir la reparacién de heridas y la hematopoyesis, prevenir la desmoplasia, prevenir
lesiones fibréticas asociadas con trastornos de la piel, tales como escleroderma, queloides, fascites eosinofilica, fascites
nodular, y contractura de Dupuytren, tratar enfermedades relacionadas con los huesos, tales como osteoporosis, regu-
lar el anabolismo, incluyendo la induccién del crecimiento, tratar trastornos inmunitarios, tratar el tumor de Wilms y
trastornos relacionados con los rifiones, tratar trastornos relacionados con los testiculos, tratar trastornos relacionados
con los pulmones y tratar trastornos cardiacos.

Un “antagonista” de un polipéptido del clon 65 es una molécula que inhibe una actividad de un polipéptido del
clon 65. Los antagonistas preferidos son aquellos que interfieren con o bloquean una actividad bioldgica indeseable
de un polipéptido del clon 65, tales como cuando un polipéptido del clon 65 puede actuar para estimular las células
cancerigenas y el antagonista serviria para inhibir el crecimiento de estas células. Dichas moléculas incluyen anticuer-
pos y moléculas pequenas que tienen dicha capacidad inhibidora, asi como variantes de polipéptido de, y receptores
para, un polipéptido del clon 65 (si estd disponible) o partes del mismo que se unen al polipéptido del clon 65. De
este modo, el receptor puede ser clonado en la expresion a partir de la familia; a continuacién se produce una forma
soluble del receptor mediante la identificacién del dominio extracelular y la escision del dominio transmembrana del
mismo. La forma soluble del receptor se puede utilizar entonces como antagonista, o el receptor se puede utilizar para
cribar moléculas pequefias que antagonizarian la actividad del polipéptido del clon 65.

Alternativamente, utilizando las secuencias de nucle6tidos murinos mostradas en las figuras 1-4 (SEC ID Nos.
4,7, 8 6 9, respectivamente), o la secuencia de aminodcidos murino mostrada en la figura 1 (SEC ID No. 6) o las
secuencias de nucledtidos y aminodcidos humanas mostradas en las figuras SA-5B (SEC ID Nos. 1y 3), se consigue
que las variantes del clon 65 nativo actien como antagonistas.

La actividad antagonista se puede determinar mediante varios medios, incluyendo ensayos estadndar para la induc-
cién de la muerte celular, tales como las descritas en la presente invencidn, por ejemplo, ensayos de proliferacion de
SH-timidina, u otros ensayos mitogénicos, tales como un ensayo que mide la capacidad del antagonista candidato de
inducir el crecimiento independiente de anclaje potenciado por EGF de lineas celulares diana (Volckaert ef al., Gene,
15: 215-223 (1981)) y/o la inhibicién del crecimiento de lineas de células neopldsicas. Roberts et al. Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 82: 119-123 (1985). El crecimiento independientemente del anclaje se refiere a la capacidad de células diana
no neopldsicas tratadas con polipéptido del clon 65 o tratadas con el polipéptido del clon 320 o tratadas con TGF-'y
tratadas con EGF, de formar colonias en agar suave, una caracteristica atribuida a la transformacién de las células. En
este ensayo, el candidato se incuba junto con una cantidad equimolar de un polipéptido del clon 65 detectable en el
ensayo de crecimiento de células diana independiente del anclaje potenciado por EGF, y el se observa que el cultivo
no consigue inducir el crecimiento independiente del anclaje.

“Tratamiento” se refiere tanto al tratamiento terapéutico como a las medidas profil4cticas o preventivas. Los in-
dividuos que necesitan un tratamiento incluyen individuos que ya padecen el trastorno o la enfermedad, asi como
individuos en los cuales el trastorno o la enfermedad deben prevenirse.

“Mamifero”, para los objetivos de tratamiento, se refiere a cualquier animal clasificado como mamifero, incluyendo
humanos, animales domésticos y de granja, y animales de zoo, animales para deporte o mascotas, tales como perros,
caballos, gatos, ovejas, cerdos, vacas, etc. Preferentemente, el mamifero es humano.

Un “trastorno relacionado con el clon 65 es cualquier enfermedad que se beneficiaria del tratamientote los poli-
péptidos del clon 65 o los antagonistas del clon 65 de la presente invencion. Esto incluye trastornos crénicos y agudos,
asi como aquellos estados patolégicos que predisponen al mamifero al trastorno en cuestién. Ejemplos no limitantes
de trastornos a tratar en la presente invencién incluyen tumores benignos y malignos; leucemias y tumores linfoides;
trastornos neuronales, gliales, astrocitales, hipotaldmicos y otros trastornos glandulares, macrofagales, epiteliales, es-
tromales y blastocoélicos; trastornos relacionados con la hematopoyesis; trastornos del crecimiento del tejido; trastor-
nos de la piel; desmoplasia, lesiones fibréticas; trastornos de rifién; trastornos relacionados con los huesos; traumas,
tales como quemaduras, incisiones, y otras heridas; estados catabdlicos; trastornos relacionados con los testiculos; y
trastornos inflamatorios, angiogénicos e inmunolégicos, incluyendo arteriosclerosis. Un “trastorno relacionado con
Wnt” es el causado por lo menos por la regulacién por incremento del mecanismo del gen Wnt, incluyendo Wnt-1 y
Wnt-4, pero preferiblemente Wnt-1, y puede incluir cancer.

Los términos “cancer”, “canceroso” y “maligno” se refieren o describen el estado fisiologico en mamiferos que
se caracteriza t{picamente por un crecimiento celular no regulado. Algunos ejemplos de cancer incluyen, pero no
se limitan a, carcinoma, incluyendo adenocarcinoma, linfoma, blastoma, melanoma, sarcoma y leucemia. Algunos
ejemplos mas particulares de dichos cdnceres incluyen el cancer de células escamosas, el cancer de pulmén de células
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pequeiias, el cdncer de pulmén de células no pequeiias, el cdncer gastrointestinal, el linfoma de Hodgkin y el linfoma
de no Hodgkin, el cincer pancredtico, el gliobastoma, el cdncer cervical, el cdncer de ovario, el cancer de higado, tal
como carcinoma hepatico y hematoma, el cancer de vejiga, el cdncer de mama, el cadncer de colon, el cancer colorectal,
el carcinoma endometrial, el carcinoma de gldndulas salivares, el cdncer de rifidén, tal como el carcinoma de células
renales y tumores de Wilms, carcinoma de células basales, melanoma, el cancer de préstata, el cancer de vulva, el
céncer tiroideo, el cancer testicular, el cancer de es6fago, y varios tipos de cdncer de cabeza y cuello. Los cédnceres
preferidos para el tratamiento de la presente invencidon son mama, colon, pulmén y melanoma.

El término “agente citotéxico”, tal como se utiliza en la presente invencién, se refiere a una sustancia que in-
hibe o evita la funcién de las células y/o provoca la destruccion de las células. Se pretende que el término incluya
isétopos radioactivos (por ejemplo 1!, I', Y y Re!®), agentes quimioterapéuticos y toxinas, tales como toxinas
enzimdticamente activas de origen bacteriano, fiingico, vegetal o animal o fragmentos de los mismos.

Un “agente quimoterapéutico” es un compuesto quimico 1til en el tratamiento del cancer. Algunos ejemplos de
agentes quimioterapéuticos incluyen adriamicina, doxorubicina, 5-fluorouracilo, arabindsido de citosina (“Ara-C”), ci-
clofosfamida, tiotepa, busulfano, citoxina, taxol, toxotero, metotrexato, cisplatino, melfalano, vinblastina, bleomicina,
etopdsido, ifosfamida, mitomicina C, mitoxantrona, vincristina, vinorelbina, carboplatino, tenipdsido, daunomicina,
carminomicina, aminopterina, dactinomicina, mitomicinas, esperamicinas (véase la patente de Estados Unidos No.
4.675.187), melfalano y otras mostazas de nitrégeno relacionadas. También se incluyen en esta definicién agentes
hormonales que actiian regulando o inhibiendo la accién hormonal sobre tumores, como por ejemplo tamoxifeno y
onapristona.

Un “agente inhibidor del crecimiento”, cuando se utiliza en la presente invencidn, se refiere a un compuesto o
una composiciéon que inhibe el crecimiento de una célula, tal como una célula cancerigena que sobreexpresa Wnt-
1, bien in vitro o in vivo. Por lo tanto, el agente inhibidor del crecimiento es aquel que reduce significativamente el
porcentaje de las células malignas en fase S. Algunos ejemplos de agentes inhibidores del crecimiento incluyen los
agentes que bloquean la progresién del ciclo celular (en un punto diferente de la fase S), tal como agentes que in-
ducen la detencion de G1 y la detencidn de la fase M. Algunos bloqueadores cldsicos de fase M incluyen los vincas
(vincristina y vinblastina), taxol e inhibidores topo II, tales como doxorubicina, daunorubicina, etopésido, y bleomi-
cina. Los agentes que detienen G I que también se extienden sobre la detencién de la fase S, por ejemplo, agentes
alquilantes de ADN, tales como tamoxifeno, prednisona, dacarbazina, mecloretamina, cisplatino, metotrexato, S-fluo-
rouracilo, y ara-C. Puede encontrarse mds informacion en The Molecular Basis of Cancer, Mendelsohn y Israel, eds.,
Capitulo 1, titulado “Cell cycle regulation, oncogenes y antineoplastic drugs” por Murakami et al., (WB Saunders:
Philadelphia, 1995), especialmente pag. 13. El anticuerpo 4D5 (y equivalentes funcionales del mismo) también se pue-
den utilizar para este objetivo si el cdncer implica células cancerosas que sobreexpresan ErbB2. Véase, por ejemplo,
WO 92/22653.

“Analisis Northern” o “transferencia Northern” es un método utilizado para identificar secuencias de ARN que se
hibridan con una sonda conocida, tal como un oligonucleétido, fragmento de ADN, ADNc o fragmento del mismo, o
fragmento de ARN. La sonda se marca con un radioisétopo, tal como **P, o mediante biotinilacién, o con una enzima.
El ARN a analizar normalmente se separa electroforéticamente en un gel de agarosa o poliacrilamida, se transfiere
a una membrana de nitrocelulosa, nylon u otra membrana adecuada y se hibrida con la sonda, utilizando técnicas
estdndar conocidas en el sector, tales como las descritas en las secciones 7.39-7.52 de Sambrook et al., supra.

La técnica de “reaccion en cadena de la polimerasa” o “PCR”, tal como se utiliza en la presente invencion, se refiere
a un procedimiento en el que cantidades muy pequefias de una pieza especifica de dcido nucleico, ARN y/o ADN, se
amplifican tal como se describe en la Patente de Estados Unidos No. 4.683.195 concedida el 28 de julio de 1987. En
general, la informacion de la secuencia de los extremos de la region de interés o mds alld necesita estar disponible, de
manera que se pueden disefiar cebadores oligonucledtidos; estos cebadores serdn idénticos o similares en la secuencia
a las cadenas opuestas de la plantilla a amplificar. Los nucle6tidos del extremo 5’ terminal de los dos cebadores
pueden coincidir con los extremos del material amplificado. La PCR se puede utilizar para amplificar secuencias de
ARN especificas, secuencias de ADN especificas de AND gendémico total, y ADNc transcrito de ARN celular total,
bacteriéfago o secuencias de plasmido, etc. Véase, en general, Mullis et al., Cold Spring Harbor Symp. Quant. Biol.,
51: 263 (1987); Erlich, ed, PCR Technology (Stockton Press; NY, 1989). Tal como se utiliza en la presente invencion,
la PCR se considera que es un ejemplo, pero no el tinico, de un método de reaccién de la acido nucleico polimerasa
para la amplificacion de una muestra de prueba de dcido nucleico que comprende el uso de un dcido nucleico conocido
como cebador y un 4cido nucleico polimerasa para amplificar o generar una pieza especifica de dcido nucleico.

II. Composiciones y procedimientos de la invencion
A. Polipéptido del clon 65 de longitud completa

La presente invencion proporciona secuencias de nucledtidos recién identificadas y aisladas que codifican un po-
lipéptido al que se hace referencia en la presente solicitud como polipéptido del clon 65. En particular, se han iden-

tificado y aislados ADNc que codifican nuevos polipéptidos del clon 65 murino y humano, tal como se describe en
detalle en los Ejemplos siguientes.
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Utilizando los programas informaticos de alineacién de secuencias BLAST y FastA, se observé que las secuencias
codificantes de clon 65 de ratén y humano, asi como las tres secuencias para el clon 320 del ratén descritas en la
presente invencién, muestran una homologia significativa con las secuencias de ADN descritas en la base de datos
Gen Bank, incluyendo las publicadas por Adams et al., Nature 377-174 (1995).

Utilizando los programas informaticos de alineacion de secuencias BLAST y FastA, se observé que el clon 65
de ratén y humano muestra una homologia significativa con miembros de la familia Rho de GTPasas pequeiias (clon
65 de ratén y humano con un 58-59% y 59% homoldgos, respectivamente, con la proteina de unién a G25k gtp
humana, isoformas de placenta y cerebro, y un 59% homdlogo con la proteina de unién a CDC42 GTP canina).
Por consiguiente, se cree que los polipéptidos del clon 65 descritos en la presente solicitud poseen actividad que se
relaciona con el tratamiento de varios cdnceres con los que estd asociado Ras, asi como con la arteriosclerosis, tal
como aterosclerosis.

B. Variantes del polipéptido del clon 65

Ademais de los polipéptidos del clon 65 de secuencia nativa de longitud completa descritos en la presente inven-
cién, se contempla que se pueden preparar variantes de estas secuencias. Las variantes del clon 65 pueden prepararse
introduciendo cambios de nucledtidos apropiados en el ADN que codifica el clon 65 o mediante sintesis de los po-
lipéptidos del clon 65 de la variante deseada. Los expertos en la materia entenderdn que los cambios de aminoécido
pueden alterar los procesos post-traduccion de los polipéptido del clon 65, tales como la modificaciéon del niimero o
posicion de los sitios de glicosilacion o la alteracion de las caracteristicas de anclaje a membrana, si el polipéptido del
clon 65 activo estd unido a membrana.

Pueden realizarse variaciones en las secuencias del clon 65 secuencia nativa de longitud completa o en diferentes
dominios de los polipéptidos del clon 65 descritos en la presente invencién, por ejemplo utilizando cualquiera de las
técnicas y directrices para llevar a cabo mutaciones conservativas y no conservativas descritas, por ejemplo, en la
patente de Estados Unidos No. 5.364.934. Las variaciones pueden ser una sustitucion, una eliminacién o una insercién
de uno o més codones que codifican el polipéptido del clon 65 que da lugar a un cambio en la secuencia de aminoacidos
en comparacién con el polipéptido del clon 65 de secuencia nativa. Opcionalmente, la variacién es mediante sustitucién
de por lo menos un aminoécido por cualquier otro aminoécido en cualquier parte del polipéptido del clon 65. La guia
para determinar qué residuo de aminodcido puede insertarse, sustituirse o eliminarse sin afectar de forma adversa
la actividad deseada, puede obtenerse comparando la secuencia del polipéptido del clon 65 con la de las moléculas
de proteina homélogas Rac o Rho conocidas y minimizando el nimero de cambios en la secuencia de aminodcidos
realizados en regiones de alta homologia. Las sustituciones de aminoédcidos pueden ser el resultado de la sustitucién de
un aminoécido por otro aminodcido que tiene propiedades estructurales y/o quimicas similares, tal como la sustitucién
de una leucina por una serina, es decir, sustituciones de aminoacidos conservativos. Las inserciones o eliminaciones
pueden estar opcionalmente en el rango de aproximadamente 1 a aproximadamente 5 aminodcidos. La variacién
permitida puede determinarse realizando sistematicamente inserciones, eliminaciones o sustituciones de aminoacidos
en la secuencia y evaluando las variantes resultantes en cuanto a la actividad en ensayos in vitro para la regulacién por
incremento o descenso de genes y en animales transgénicos o knock-out.

Las variaciones pueden realizarse en el ADN clonado para producir un ADN variante usando métodos conocidos
en la técnica tales como la mutagénesis mediada por oligonucleétidos (dirigida de sitio) (Carter et al., Nucl. Acids
Res., 13:4331 (1986); Zoller et al., Nucl. Acids Res., 10:6487 (1987)), la mutagénesis de casete [Wells et al., Gene,
34: 315(1985)], el rastreo de alanina, la mutagénesis por PCR, la mutagénesis de seleccion por restriccién (Wells et
al., Philos. Trans. R. Soc. London SerA, 317:415 (1986)) u otras técnicas conocidas.

El andlisis de rastreo de aminoécidos puede emplearse también para identificar uno o mas aminoécidos a lo largo de
una secuencia contigua. Entre los aminodcidos preferidos para el rastreo estdn los aminoécidos neutros, relativamente
pequefios. Tales aminodcidos incluyen alanina, glicina, serina y cisteina. La alanina es habitualmente un aminodcido
de rastreo preferido en este grupo ya que elimina la cadena lateral mds all4 del carbono beta y es menos probable que
altere la conformacidon de la cadena principal en la variante. También se prefiere habitualmente la alanina porque es el
aminodcido mds comun. Ademas, se encuentra frecuentemente tanto en posiciones escondidas como en las expuestas
Creighton, Proteins: Structure and Molecular Properties, (W. H. Freeman & Co., San Francisco, 1983); Chothia, J.
Mol. Biol., 150: 1 (1976). Si la sustitucién por alanina no rinde suficiente cantidad de variante, se puede utilizar un
aminodcido isotérico.

Ademés, las variantes de eliminacion de los polipéptidos del clon 65 de longitud completa incluyen variantes de
las que se ha eliminado el péptido sefial N-terminal, si existe, y/o la metionina de iniciacién.

C. Modificaciones de los Polipéptidos del clon 65

Dentro del ambito de esta invencién se incluyen modificaciones covalentes de los polipéptidos del clon 65. Un
tipo de modificaciéon covalente incluye la reaccion de residuos de aminoacidos marcados de un polipéptido del clon
65 con un agente derivatizante orgdnico que es capaz de reaccionar con cadenas laterales seleccionadas o los residuos
N- o C-terminales. La derivatizacién con agentes bifuncionales es 1til, por ejemplo, para reticular un polipéptido
del clon 65 con una matriz o superficie de soporte insoluble en agua para su utilizacién en el procedimiento para
purificar anticuerpos anti-clon 65, y viceversa. Entre los agentes de reticulacion utilizados habitualmente se incluyen,
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por ejemplo, 1,1-bis(diazoacetil)-2-feniletano, glutaraldehido, ésteres de N-hidroxisuccinimida, por ejemplo, ésteres
con 4cido 4-azido salicilico, imidoésteres homobifuncionales, incluyendo ésteres disuccinimidilicos, tales como 3,3’-
ditiobis(succinimidilpropionato), maleimidas bifuncionales, tales como bis-N-maleimido-1,8-octano y agentes, tales
como metil-3-[(p-azidofenil)ditio]propioimidato.

Otras modificaciones incluyen la desamidacion de residuos glutaminilo y asparaginilo a los correspondientes resi-
duos glutamilo y aspartilo, respectivamente, la hidroxilacién de prolina y lisina, la fosforilacién de grupos hidroxilo de
residuos de serilo o treonilo, la metilacién de los grupos a-amino de las cadenas laterales de lisina, arginina e histidina
(Creighton, supra, paginas 79-86), la acetilacion de la amina N-terminal, y la amidacién de cualquier grupo carboxilo
C-terminal.

Otro tipo de modificacién covalente del polipéptido del clon 65 incluido en el alcance de la presente invencion
comprende la alteracién del patrén de glicosilacién nativo del polipéptido. Por “alteracion del patrén de glicosilacion
nativo” para los objetivos de la presente invencion se pretende indicar la eliminacién de uno o mds grupos carbohidratos
hallados en la secuencia nativa (ya sea mediante la eliminacién del sitio de glicosilacién subyacente o mediante la
eliminacién de los grupos de glicosilaciéon mediante medios quimicos y/o enzimaticos) y/o la adicién de uno o mas
sitios de glicosilacién que no estin presentes en la secuencia nativa. Ademas, la expresion incluye cambios cualitativos
si estd presente la glicosilacién de las proteinas nativas que implican un cambio en la naturaleza y la proporcién de los
diversos residuos de azicar.

La adicién de sitios de glicosilacién al polipéptido del clon 65 se puede realizar alterando la secuencia de amino4-
cidos. La alteracion se puede realizar, por ejemplo, mediante la adicion de, o la sustitucidn por, uno o mds residuos de
serina o treonina en la secuencia nativa (para sitios de glicosilacién unidos a O). La secuencia de aminoacidos puede
alterarse opcionalmente a través de los cambios a nivel de ADN, particularmente mediante la mutacién del ADN que
codifica el polipéptido del clon 65 6 320 en bases preseleccionadas, de manera que los codones que se generan se
traducirdn en los aminodcidos deseados. La mutacion mutaciones en el ADN se pueden realizar utilizando métodos
descritos anteriormente.

Otros medios para aumentar el niimero de grupos carbohidrato en el polipéptido del clon 65 es mediante acopla-
miento quimico o enzimdtico de glicésidos al polipéptido. Dichos procedimientos estdn descritos en la técnica, por
ejemplo, en WO 87/05330 publicada el 11 de septiembre de 1987, y en Aplin y Wriston, CRC Crit. Rev. Biochem.,
paginas 259-306 (1981).

La eliminacién de grupos carbohidrato presentes en el polipéptido del clon 65 se puede realizar quimica o enzima-
ticamente o mediante sustitucion mutacional de codones que codifican los residuos de aminodcidos que actian como
dianas para la glicosilacion. Las técnicas de desglicosilaciéon quimicas son conocidas en la técnica y estdn descritas, por
ejemplo, por Hakimuddin, et. al. Arch. Biochem. Biophys., 259:52 (1987) y por Edge, et al. Anal. Biochem., 118:131
(1981). La divisién enzimatica de grupos carbohidrato en los polipéptidos se puede conseguir mediante la utilizacién
de un conjunto de endo- y exoglicosidasas tal y como se describe en Thotakura et al. Meth. Enzymol., 138:350 (1987).

Otro tipo de modificacion covalente comprende la unién del polipéptido del clon 65 a uno de un conjunto de po-
limeros no proteindceos, por ejemplo, polietilenglicol, polipropilenglicol o polioxialquilenos, de la forma establecida
en las Patentes de Estados Unidos Nos: 4.640.835; 4.496.689; 4.301.144; 4.670.417; 4.791.192 6 4.179.337.

El polipéptido del clon 65 de la presente invencién también se puede modificar de manera que forme una molécula
quimérica que comprenda un polipéptido del clon 65, o un fragmento del mismo, fusionado a un polipéptido o secuen-
cia de aminodcidos heter6logos. En una realizacién, dicha molécula quimérica comprende una fusion del polipéptido
del clon 65 con un polipéptido etiqueta que proporciona un epitopo al que se puede unir selectivamente un anticuerpo
anti-etiqueta. El epitopo etiqueta se sitda generalmente en el extremo terminal amino o carboxilo de una molécula del
clon 65 nativa o variante. La presencia de dichas formas de epitopo etiquetadas se pueden detectar utilizando un anti-
cuerpo contra el polipéptido etiqueta. Ademads, la disposicién del epitopo etiqueta permite que el polipéptido del clon
65 se purifique facilmente mediante purificacién de afinidad utilizando un anticuerpo anti-etiqueta u otro tipo de matriz
de afinidad que se une al epitopo etiqueta. En una realizacion alternativa, la molécula quimérica puede comprender
una fusién del polipéptido del clon 65, o fragmentos del mismo, con una inmunoglobulina o una region particular de
una inmunoglobulina. Para una forma bivalente de la molécula quimérica, dicha fusién podria ser la regién Fc de una
Ig, tal como una molécula IgG.

En la técnica se conocen varios polipéptidos etiqueta y sus respectivos anticuerpos. Entre los ejemplos se inclu-
yen etiquetas poli-histidina (poli-his) o poli-histidina-glicina (poli-his-gly); el polipéptido etiqueta de gripe HA y su
anticuerpo 12C45 [Field et al., Mol. Cell. Biol., 8: 2159-2165 (1988)]; la etiqueta c-myc y los anticuerpos 8F9, 3C7,
6E10, G4, B7 y 9E10 de la misma [Evan et al., Molecular and Cellular Biology, 5: 3610-3616 (1985)]; y la etique-
ta de gliproteina D (gD) del virus del Herpes Simplex y su anticuerpo. Paborsky et al., Protein Engineering, 3 (6):
547-553 (1990). Entre otros polipéptidos etiqueta se incluyen el péptido-Flag [Hopp et al., BioTechnology, 6: 1204-
1210 (1988)]; el péptido epitopo KT3 [Martin et al., Science, 255: 192-194 (1992)]; un péptido epitopo de a-tubulina
[Skinner et al., J. Biol. Chem., 266: 15163-15166 (1991)]; y el péptido-etiqueta de la proteina T7 del gen 10 [Lutz-
Freyemuth et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 87: 6393-6397 (1990)].
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D. Preparacion de polipéptidos del clon 65

La siguiente descripcion se refiere principalmente a la produccién de polipéptidos del clon 65 mediante el cultivo
de células transformadas o transfectadas con un vector que contiene por lo menos ADN que codifica las secuencias de
maduras o de longitud completa del clon 65 humano o de ratén (SEC ID Nos. 3 6 6, respectivamente).

Naturalmente, se contempla que para preparar polipéptidos del clon 65 se puedan utilizar procedimientos alterna-
tivos que se conocen bien en la técnica. Por ejemplo, la secuencia del polipéptido del clon 65, o partes de la misma, se
pueden producir mediante sintesis directa de péptidos utilizando técnicas de fase s6lida [véase, por ejemplo, Stewan et
al., Solid-Phase Peptide Synthesis, W.H. Freeman Co., San Francisco, CA (1969); Merrifield, J. Am. Chem. Soc., 85:
2149-2154 (1963)]. La sintesis de proteinas in vitro se puede realizar utilizando técnicas manuales o mediante auto-
matizacién. La sintesis automatizada se puede realizar, por ejemplo, utilizando un sintetizador de péptidos Applied
Biosystems (Foster City, CA) utilizando las instrucciones del fabricante. Se pueden sintetizar quimicamente varias
partes del polipéptido del clon 65 de forma separada y se pueden combinar utilizando procedimientos quimicos o
enzimdticos para producir un polipéptido del clon 65 de longitud completa.

1. Aislamiento del ADN que codifica los polipéptidos del clon 65

El ADN que codifica un polipéptido del clon 65 se puede obtener a partir de una biblioteca de ADNc preparada
a partir de tejido que se cree que posee el ARNm del polipéptido del clon 65 y expresarlo a un nivel detectable. Por
consiguiente, el ADN que codifica el polipéptido del clon 65 humano se puede obtener convenientemente a partir de
una biblioteca de ADNc preparada a partir de tejido humano, tal como una biblioteca de higado fetal o, en cualquier
caso, tal como se describe en los Ejemplos. Los genes que codifican polipéptidos del clon 65 también se puede obtener
a partir de una biblioteca genémica o mediante sintesis de oligonucle6tidos.

Un método adicional alternativo de clonacién del polipéptido del clon 65 es la hibridacién supresiva sustractiva, que
es un método para generar sondas y bibliotecas de ADNc reguladas de manera diferencial o especificas de tejido. Esto
se describe, por ejemplo, en Diatchenko et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 93: 6025-6030 (1996). El procedimiento
se basa principalmente en una técnica denominada PCR de supresién y combina la normalizacién y sustraccién en un
procedimiento Unico. La etapa de normalizacién iguala la abundancia de ADNcs en la poblacién diana y la etapa de
sustraccion excluye las secuencias comunes entre las poblaciones diana y conductoras.

Las bibliotecas se pueden cribar con sondas (tales como anticuerpos para un polipéptido del clon 65 u oligonu-
cledtidos de por lo menos aproximadamente 20-80 bases) disefiadas para identificar el gen de interés o la proteina
codificada por la misma. El cribado del ADNCc o la biblioteca gendémica con la sonda seleccionada se puede realizar
utilizando procedimientos estdndar, tal como se describe en Sambrook et al., supra. Un medio alternativo para aislar
el gen que codifica un polipéptido del clon 65 es utilizar la metodologia de PCR. Sambrook ef al., supra; Dieffenbach
et al., PCR Primer: A Laboratory Manual (Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1995)].

Los siguientes Ejemplos describen técnicas para cribar una biblioteca de ADNc. Las secuencias de oligonucleé-
tidos seleccionadas como sondas deberian ser de longitud suficiente y suficientemente inequivocas para que se mini-
micen los falsos positivos. El oligonucleétido estd preferiblemente marcado de manera que se puede detectar tras la
hibridacién a ADN en la biblioteca que se criba. Los procedimientos de marcado son bien conocidos en la técnica, e
incluyen la utilizacion de radiomarcadores como ATP marcado con *P, biotinilacién o marcaje enzimadtico. Las con-
diciones de hibridacién, incluyendo la astringencia moderada y la astringencia elevada, se proporcionan en Sambrook
et al., supra.

Las secuencias identificadas en dichos procedimientos de cribado de bibliotecas se pueden comparar y alinear con
otras secuencias conocidas depositadas y disponibles en los bancos de datos publicos, tales como el Banco de Genes
u otras bases de datos de secuencias privadas. La identidad en la secuencia (a nivel de aminoacidos o nucledtidos) en
las regiones definidas de la molécula o a lo largo de la secuencia de longitud completa se puede determinar mediante
la alineacién de secuencias utilizando programas de software informatico, tales como ALIGN, DNAstar e INHERIT
que utilizan varios algoritmos para medir la homologia.

El 4cido nucleico que tiene la secuencia de codificacion de la proteina se puede obtener mediante el cribado del
ADNCc o las bibliotecas gendmicas seleccionadas utilizando las secuencias de aminodcidos deducidas descritas en la
presente invencién por primera vez, y, si es necesario, utilizando procedimientos convencionales de extensién con
cebadores tal y como se describe en Sambrook et al., supra, para detectar precursores e intermedios de procesamiento
de ARNm que puede que no se hayan transcrito de forma inversa en el ADNc.

2. Seleccion y transformacion de células huésped

Las células huésped se transfectan o transforman con vectores de expresion o clonacién descritos en la presente
para la produccién de polipéptido del clon 65 y se cultivan en medios nutrientes convencionales modificados para
que sean adecuados para inducir promotores, seleccionar transformantes, o amplificar los genes que codifican las
secuencias deseadas. Las condiciones de cultivo, tales como el medio, la temperatura, el pH y similares, se pueden
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seleccionar por un técnico en la materia sin una experimentacion excesiva. En general, los principios, protocolos
y técnicas pricticas para maximizar la productividad de cultivos celulares se pueden encontrar en Mammalian Cell
Biotechnology: a Practical Approach, M. Butler, ed. (IRL Press, 1991) y Sambrook et al., supra.

Los procedimientos de transfeccién son conocidos por el técnico en la materia, por ejemplo, CaPO, y electropora-
cion. Dependiendo de la célula huésped utilizada, la transformacion se realiza utilizando técnicas estandar adecuadas
a dichas células. El tratamiento de calcio que utiliza cloruro cdlcico, tal y como se describe en Sambrook et al., supra,
o la electroporacion se utilizan generalmente para procariotas u otras células que contienen barreras de pared celular
sustanciales. La infeccién con Agrobacterium tumefaciens se utiliza para la transformacion de ciertas células vegeta-
les, tal como describe en Shaw et al., Gene, 23:315 (1983) y WO 89/05859 publicada el 29 de junio de 1989. Para
las células de mamiferos sin dichas paredes celulares, se puede utilizar el procedimiento de precipitacién con fosfato
célcico de Graham y van der Eb, Virology, 52: 456-457 (1978). En la Patente de Estados Unidos No. 4.399.216 se han
descrito aspectos generales de transformaciones de sistemas de células huésped de mamiferos. Las transformaciones
en la levadura se llevan a cabo habitualmente segtin el procedimiento de Van Solingen et al., J. Bact., 130: 946 (1977)
y Hsiao et al., Proc. Natl. Acad. Sci. (USA), 76: 3829 (1979). Sin embargo, también se pueden utilizar otros proce-
dimientos para introducir ADN en células, tales como mediante microinyeccién nuclear, electroporacién, fusion de
protoplasto bacteriano con células intactas, o policationes, por ejemplo, polibreno, poliornitina. Para varias técnicas
para transformar células de mamifero, véase Keown et al., Methods in enzymology, 185:527-537 (1990) y Manssur et
al., Nature, 336. 348-352 (1988).

Entre las células huésped adecuadas para la clonacion o expresion del ADN en los vectores de la presente invencién
se incluyen células procariotas, de levadura, o eucariotas superiores. Entre las procariotas adecuadas se incluyen, pero
so se limitan a, eubacterias, tales como organismos Gram-negativo o Gram-positivo, por ejemplo, Enterobacteriaceae,
tal como Escherichia, por ejemplo E. coli, Enterobacter, Erwinia, Klebsiella, Proteus, Salmonella, por ejemplo, Sal-
monella typhimurium, Serratia, por ejemplo, Serratia marcescans, y Shigella, asi como Bacilli, tal como B. subtilis y
B. licheniformis (por ejemplo, B. licheniformis 41 P descrito en DD 266.710 publicada el 12 de abril de 1989), Pseu-
domonas, tales como P. aeruginosa, y Streptomyces. . Varias cepas de E. coli estan disponibles piblicamente, tales
como la cepa de E. coli K12 MM294 (ATCC 31.446); E. coli X1776 (ATCC 31.537); cepa de E. coli W3110 (ATCC
27.325) y K5772 (ATCC 53.635). Estos ejemplos son mds ilustrativos que limitantes. La cepa W3110 es un huésped
o huésped parental particularmente preferible ya que es una cepa huésped comiin para fermentaciones de productos
de ADN recombinantes. Preferiblemente, la célula huésped secreta cantidades minimas de enzimas proteoliticos. Por
ejemplo, la cepa W3110 se puede modificar para realizar una mutacioén genética en los genes que codifican proteinas
endégenas al huésped, con ejemplos de dichos huéspedes incluyendo la cepa de E. coli W3110 1A2, que tiene el
genotipo completo tonA; la cepa de E. coli W3110 9E4, que tiene el genotipo completo fonA ptr3; la cepa de E. coli
W3110 27C7 (ATCC 55.244), que tiene el genotipo completo tonA ptr3 phoA E15 (argF-lac) 169 degP ompT kan";
la cepa de E. coli W3110 37D6, que tiene el genotipo completo fonA ptr3 phoA E15 (argF-lac) 169 degP ompT rbs7
ilvG kan'; 1a cepa de E. coli W3110 40B4, que es una cepa 37D6 con una mutacion de delecion degP no resistente a
kanamicina; y una cepa de E. coli que tiene proteasa periplasmica mutante descrita en la Patente de Estados Unidos
No. 4.946.783 concedida el 7 de agosto de 1990. Alternativamente, son adecuados procedimientos de clonacién in
vitro, por ejemplo, PCR u otras reacciones de dcido nucleico polimerasa.

Ademais de los procariotas, los microbios eucariotas, tales como hongos o levaduras filamentosos, son huéspedes
de clonacién o expresion adecuados para vectores que codifican el polipéptido del clon 65 6 320. El Saccharomyces
cerevisiae es un microorganismo huésped eucariético inferior utilizado habitualmente. Sin embargo, estdn habitual-
mente disponibles y son ttiles en la presente invencién un conjunto de otros géneros, especies y cepas, tales como
Schizosaccharomyces pombe (Beach y Nurse, Nature, 290: 140 [1981]; EP 139.383 publicada el 2 de mayo de 1985);
huéspedes Kluyveromyces (Patente de Estados Unidos No. 4.943.529; Fleer et al., Bio/Technology, 9:968-975 (1991))
tal como, por ejemplo, K. lactis (MW98-8C, CBS683, CBS574; Louvencourt et al. J. Bacteriaol., 737 [1983]), K.
fragilis (ATCC 12.424), K. bulgaricus (ATCC 16.045), K. wickeramii (ATCC 24.178), K. waltii (ATCC 56.500), K.
drosophilarum (ATCC 36.906; Van den Berg et al., Bio/Technology, 8:135 (1990)), K. thermotolerans y K. marxia-
nus; yarrowia (EP 402.226); Pichia pastoris (EP 183.070; Sreekrishna et al., J. Basic. Microbiol. 28:265-278 [1988]);
Candida; Trichoderma reesia (EP 244.234); Neurospora crassa (Case et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 76:5259-
5263 [1979]); Schwanniomyces, tales como Schwanniomyces occidentalis (EP 394.538, publicada el 31 de octubre de
1990); y hongos filamentosos, tales como, por ejemplo, Neurospora, Penicillium, Tolypocladium (WO 91/00357 pu-
blicada el 10 de enero de 1991), y huéspedes Aspergillus, tales como A. nidulans (Ballance et al., Biochem. Biophys.
Res. Commun., 112:284-289 [1983]; Tilbum et al., Gene, 26:205-221 [1983]; Yelton et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 81: 1470-1474 [1984]) y A. Niger Kelly y Hynes, EMBO 1J., 4:475-479 [1985]. Las levaduras metilotrépicas
son adecuadas en la presente invencion e incluyen, pero no se limitan a, levadura capaz del crecimiento en meta-
nol seleccionado del género que consiste en Hansenula, Candida, Kloeckera, Pichia, Sacckaromyces, Torulopsis, y
Rhodotorula. Una lista de especies especificas que son ejemplos de esta clase de levaduras se puede encontrar en C.
Anthony, The Biochemistry of Methylotrophs, 269 (1982).

Las células huésped adecuadas para la expresion de polipéptido del clon 65 glicosilados se derivan de organismos
multicelulares. Entre los ejemplos de células de invertebrados se incluyen células de insectos, tales como Droshophila
S2 y Spodoptera Sf9, asi como células vegetales. Entre los ejemplos de lineas celulares huésped de mamiferos ttiles
se incluyen células de ovario de hamster chino (CHO) y células COS. Algunos ejemplos mds especificos incluyen la
linea CV1 de rifién de mono transformada por SV40 (COS-7, ATCC CRL 1651); linea de rifién de embrién humano
(células 293 o 293 subclonadas para el crecimiento en cultivo de suspension, (Graham et al., J. Gen Virol., 36:59
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(1977)); células de ovario de hamster chino/-DHFR (CHO, Urlaub y Chasin, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77:4216
(1980)); células de sertoli de ratén (TM4, Mather, Biol. Reprod., 23:243-251 (1980)); células de pulmén humano
(W138, ATCC CCL 75); células de higado humano (Hep G2, HB 8065); y tumor mamario de ratén (MMT 060562,
ATCC CCL51). La seleccién de la célula huésped apropiada se considera que estd dentro de la técnica.

3. Seleccion y uso de un vector replicable

El 4cido nucleico (por ejemplo, ADNc o ADN genémico), que codifica el polipéptido del clon 65 deseado se puede
insertar en un vector replicable para la clonacién (amplificacién del ADN) o para la expresion. Existen varios vectores
disponibles publicamente. El vector puede estar, por ejemplo, en forma de pldsmido, cdsmido, particula viral, o fago.
La secuencia de 4cidos nucleicos apropiada se puede insertar en el vector mediante una serie de procedimientos. En
general, el ADN se inserta en un sitio o sitios de endonucleasa de restriccién apropiados utilizando técnicas conocidas
en el sector. Los componentes de los vectores incluyen generalmente, pero no se limitan a, una o mas secuencias
sefial, un origen de replicacion, uno o mis genes marcadores, un elemento potenciador, un promotor y una secuencia de
terminacion de la transcripcién. La construccion de vectores adecuados que contienen uno o mds de estos componentes
utiliza técnicas de unién estdndar que son conocidas por un técnico en la materia.

El polipéptido del clon 65 deseado se puede producir recombinantemente no sélo directamente, sino también como
un polipéptido de fusién con un polipéptido heterélogo, que puede ser una secuencia sefial, si el polipéptido del clon
65 es apto para ser secretado, u otro polipéptido que tiene un sitio de division especifico en el extremo N-terminal
de la proteina o polipéptido maduro o de longitud completa. En general, la secuencia sefial puede ser un componente
del vector, o puede ser una parte del ADN que codifica el polipéptido del clon 65 que se inserta en el vector. La
secuencia sefal puede ser una secuencia sefial procariota tal como, por ejemplo, secuencias lideres de la fosfatasa
alcalina, penicilinasa, Ipp o enterotoxinall estable térmicamente. Para la secrecién en levaduras, la secuencia sefial
puede ser, por ejemplo, la secuencia lider de invertasa de levadura, la secuencia lider del factor alfa (incluyendo las
secuencias lider del factor o de Saccharomyces y Kluyveromyces lideres, el Gltimo descrito en la Patente de Estados
Unidos No. 5.010.182), o la secuencia lider de la fosfatasa dcida, la secuencia lider de C. Albicans glucoamilasa (EP
362.179 publicada el 4 de abril de 1990) o la sefial descrita en WO 90/13646, publicada el 15 de noviembre de 1990.
En la expresién de células de mamiferos, las secuencias sefial de mamiferos se pueden utilizar para dirigir la secrecién
de la proteina, tales como secuencias sefial de polipéptidos secretados de la misma especie o especies relacionadas, asi
como secuencias lideres virales secretoras, e incluyendo sefiales del polipéptido del clon 65.

Ambos vectores de expresion y clonacidn contienen una secuencia de dcidos nucleicos que permite la replicacién
del vector en una o mas células huésped seleccionadas. Dichas secuencias son conocidas para un conjunto de bac-
terias, levadura, y virus. El origen de la replicacién del plasmido pBR322 es adecuado para la mayoria de bacterias
gram-negativas, el origen del pldsmido 2 u es adecuado para la levadura, y varios origenes virales (SV40, polioma,
adenovirus, VSV o BPV) son ttiles para clonar vectores en células de mamiferos.

Los vectores de clonacién y expresion contendran habitualmente un gen de seleccién, también denominado como
marcador seleccionable. Los genes de seleccion habituales codifican proteinas que (a) confieren resistencia a antibidti-
cos u otras toxinas, por ejemplo, ampicillina, neomicina, metotrexato o tetraciclina, (b) complementan las deficiencias
auxotroéficas, o (c) suministran nutrientes criticos no disponibles del medio complejo, por ejemplo, el gen que codifica
D-alanina racemasa para Bacilli.

Un ejemplo de marcadores seleccionables adecuados para células de mamiferos son aquéllos que permiten la
identificacién de células competentes para captar el dcido nucleico que codifica el polipéptido del clon 65, tal como
DHEFR o timidina quinasa. Una célula huésped apropiada cuando se utiliza DHFR de tipo natural es la linea de células
CHO deficiente en actividad de DHFR, que se prepara y propaga tal y como se describe por Urlaub et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 77:4216 (1980). Un gen de seleccién adecuado para su utilizaciéon en la levadura es el gen
trpl presente en el pldsmido de la levadura YRp7. Stinchcomb er al., Nature, 282:39 (1979); Kingsman ef al., Gene,
7:141 (1979); Tschemper et al., Gene, 10:157 (1980). El gen trpl proporciona un marcador de seleccidon para una
cepa mutante de levadura que carece de la capacidad de crecer en triptéfano, por ejemplo, ATCC No. 44076 o PEP4-
1. Jones, Genetics, 85:12 (1977).

Los vectores de clonacion y expresion contienen habitualmente un promotor unido operativamente a la secuencia
de 4cidos nucleicos que codifica el polipéptido del clon 65 para dirigir la sintesis de ARNm. Son conocidos los
promotores reconocidos por un conjunto de células huésped potenciales. Entre los promotores adecuados para utilizar
con huéspedes procariotas se incluyen los sistemas de promotores de S-lactamasa y lactosa [Chang et al., Nature,
275:615 (1978); Goeddel et al., Nature, 281:544 (1979)], fosfatasa alcalina, un sistema de promotores de triptéfano
(trp) [Goeddel, Nucleic Acids Res., 8:4057 (1980); EP 36.776], y promotores hibridos, tales como el promotor tac
[deBoer et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 80:21-25 (1983)]. Los promotores para utilizar en sistemas bacterianos
también contendrdn una secuencia de Shine-Dalgamo (S.D.) unida operativamente al ADN que codifica el polipéptido
del clon 65.

Entre los ejemplos de secuencias promotoras adecuadas para su utilizacién con huéspedes de levadura se incluyen
promotores para 3-fosfoglicerato quinasa [Hitzeman et al., J. Biol. Chem., 255:2073 (1980)] u otros enzimas gluco-
liticos [Hess et al., J. Adv. Enzyme Reg., 7:149 (1968); Holland, Biochemistry, 17:4900 (1978)], tal como enolasa,
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gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa, hexoquinasa, piruvato descarboxilasa, fosfofructoquinasa, glucosa-6-fosfato
isomerasa, 3-fosfoglicerato mutasa, piruvato quinasa, triosafosfato isomerasa, fosfoglucosa isomerasa y glucoquinasa.

Otros promotores de levaduras, que son promotores inducibles que tienen la ventaja adicional de una transcrip-
cién controlada mediante condiciones de crecimiento, son las regiones promotoras para alcohol deshidrogenasa 2,
isocitocromo C, fosfatasa 4cida, enzimas degradativos asociados con el metabolismo del nitrégeno, metalotioneina,
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa, y enzimas responsables de la utilizacion de maltosa y galactosa. Los vectores
y promotores adecuados para la utilizacion en la expresion en levaduras se describen en detalle en EP 73.657.

La transcripcién del clon 65 de vectores en células huésped de mamiferos esta controlada, por ejemplo, mediante
promotores obtenidos de los genomas de virus, tales como virus del polioma, virus de la viruela aviar (Patente del
Reino Unido 2.211.504 publicada el 5 de julio de 1989), adenovirus (tal como el Adenovirus 2), el virus de papiloma
bovino, virus del sarcoma aviar, citomegalovirus, un retrovirus, virus de la hepatitis-B y virus de simio 40 (SV40);
de promotores de mamiferos heterélogos, por ejemplo, el promotor de actina o un promotor de inmunoglobulina, y
de promotores de choque térmico, siempre y cuando dichos promotores sean compatibles con los sistemas de célula
huésped.

Se puede incrementar la transcripciéon de un ADN que codifica un polipéptido del clon 65 por eucariotas superiores
mediante la insercién de una secuencia de potenciador en el vector. Los potenciadores son elementos que actian en cis
de ADN, habitualmente aproximadamente de 10 a 300 pb, que actian en un promotor para aumentar su transcripcion.
Muchas secuencias de potenciador se conocen actualmente de genes de mamiferos (globina, elastasa, albimina, a-
fetoproteina e insulina). Habitualmente, sin embargo, se utilizard un potenciador de un virus de célula eucariota. Entre
los ejemplos se incluyen el potenciador de SV40 en la cara tardia del origen de replicacién (pb 100-270), el potenciador
del promotor temprano de citomegalovirus, el potenciador de polioma en la cara tardia del origen de replicacion, y
potenciadores de adenovirus. El potenciador se puede cortar y empalmar (“splice”) en el vector en una posiciéon 5* 6 3’
con respecto a la secuencia codificante del polipéptido del clon 65, pero se sitda preferiblemente en un sitio 5’ desde
el promotor.

Los vectores de expresion utilizados en células huéspedes eucariotas (levadura, hongos, insectos, plantas, animales,
humanos, o células nucleadas de otros organismos multicelulares) también contendrdn secuencias necesarias para la
terminacion de la transcripcion y para la estabilizacion del ARNm. Dichas secuencias estdn disponibles habitualmente
desde las regiones no traducidas 5’ y, ocasionalmente 3°, de ADNs o ADNcs eucariotas o virales. Estas regiones
contienen segmentos de nucleétidos transcritos como fragmentos poliadenilados en la parte no traducida del ARNm
que codifica el polipéptido del clon 65.

En Gething et al., Nature, 293:620-625 (1981); Mantei et al., Nature, 281:40-46 (1979); EP 117.060 y EP 117.058
se describen adicionalmente otros procedimientos, vectores, y células huésped adecuados para la adaptacion a la
sintesis de polipéptidos del clon 65 en cultivos de células de vertebrados recombinantes.

4. Deteccion de la amplificacion/expresion de los genes

La amplificacién génica y/o la expresion se pueden medir directamente en una muestra, por ejemplo, mediante
transferencia Southern convencional o transferencia Northern para cuantificar la transcripcién del ARNm [Thomas,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77:5201-5205 (1980)], transferencia de puntos (andlisis de ADN), o hibridacién in situ,
usando una sonda marcada de forma adecuada, basada en las secuencias proporcionadas en la presente invencion.
Alternativamente, se pueden usar anticuerpos que pueden reconocer cadenas dobles especificas, incluidas cadenas
dobles de ADN, cadenas dobles de ARN y cadenas dobles hibridas de ADN-ARN o cadenas dobles de ADN-proteina.
Los anticuerpos a su vez pueden estar marcados y el ensayo se puede llevar a cabo donde la cadena doble esté unida
a una superficie, de manera que una vez se ha formado la cadena doble en la superficie, puede detectarse la presencia
del anticuerpo unido a la cadena doble.

Alternativamente, la expresion génica se puede medir mediante procedimientos inmunolégicos, tales como tincién
inmunohistoquimica de células o secciones de tejido y ensayo de cultivo de células o fluidos corporales, para cuan-
tificar directamente la expresion del producto génico. Los anticuerpos ttiles para la tincién inmunohistoquimica y/o
ensayo de fluidos de ejemplo pueden ser monoclonales o policlonales, y se pueden preparar en cualquier mamifero.
Convenientemente, los anticuerpos se pueden preparar contra un polipéptido del clon 65 de secuencia nativa o contra
un péptido sintético basado en las secuencias de ADN proporcionadas en la presente invencidn o contra una secuencia
exodgena fusionada a ADN que codifica el polipéptido del clon 65 y que codifica un epitopo de anticuerpo especifico.

5. Purificacion del polipéptido

Las formas del polipéptido del clon 65 pueden ser recuperadas del medio de cultivo o de los lisados de las células
huésped. Si estdn unidas a membrana, se pueden liberar de la membrana mediante una solucién de detergente adecuada
(por ejemplo, Tritén-X 100) o por divisién enzimdtica. Las células empleadas en la expresion del polipéptido del
clon 65 se pueden romper a través de diversos mecanismos fisicos o quimicos, tales como ciclos de congelacién y
descongelacion, sonicacion, ruptura mecdnica o agentes que lisan las células.

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2316173 T3

Se puede desear purificar el polipéptido del clon 65 a partir de proteinas o polipéptidos celulares recombinantes.
Los siguientes procedimientos son ejemplos de procedimientos de purificacién adecuados: mediante fraccionamiento
en una columna de intercambio i6nico; precipitaciéon con etanol; HPLC de fase inversa; cromatografia sobre silice
0 sobre una resina de intercambio catidnico, tal como DEAE; “cromatofocusing”; SDS-PAGE; precipitacién con
sulfato aménico; filtracién en gel usando, por ejemplo, Sephadex™ G-75; columnas de proteina A Sepharose™ para
eliminar contaminantes, tales como IgG; y columnas quelantes de metales para unirse a las formas epitopo-etiqueta
del polipéptido del clon 65. Se pueden usar diversos métodos de purificacion de proteinas, y dichos métodos son
conocidos en la técnica y se describen, por ejemplo, en Deutscher, Methods in Enzymology, 182 (1990); y Scopes,
Protein Purification: Principles and Practice, (Springer-Verlag, New York 1982).

En un ejemplo especifico de purificacién, una etiqueta poli-HIs o una parte Fc de IgG humana se afiaden a la region
codificante C-terminal del ADNCc para el clon 65 antes de la expresién. El medio acondicionado de las células trans-
fectadas se recoge mediante centrifugacion para eliminar las células y se filtran. Para las construcciones etiquetadas
con poli-His, la proteina se puede purificar utilizando una columna de Ni-NTA. Después de cargarse, la columna se
puede lavar con tampdn de equilibrio adicional y la proteina eluida con tampén de equilibrio que contiene imidazol
0,25 M. La proteina altamente purificada se puede entonces, si se desea, desalar en un tampdn de almacenamiento.

Las construcciones de inmunoadhesina (que contienen Fc) de los polipéptidos del clon 65 se pueden purificar del
medio acondicionado mediante el bombeo en una columna de Proteina A de 5 ml que se habia equilibrado en tamp6n
fosfato. Después de cargarse, la columna se puede lavar de manera extensa con tamp6n de equilibrio antes de la elucién
con 4acido citrico. La proteina eluida se puede neutralizar inmediatamente mediante la recogida de fracciones de 1 ml
en tubos que contienen tampén TRIS. La proteina altamente purificada se puede posteriormente desalar en tampdn de
almacenamiento tal como se ha descrito anteriormente para las proteinas etiquetadas con poli-HIS. La homogeneidad
de la proteina se puede evaluar mediante SDS-geles de poliacrilamida y mediante la secuenciacion de aminodcidos N-
terminal mediante degradacién de Edman.

La etapa o etapas de purificacién seleccionadas dependeran, por ejemplo, de la naturaleza del proceso de produc-
cién utilizado y el polipéptido del clon 65 concreto producido.

E. Usos de los polipéptidos del clon 65 y su dcido nucleico

Las secuencias de nucledtidos (o sus complementarias) que codifican los polipéptidos del clon 65 tiene varias
aplicaciones en la disciplina de la biologia molecular, incluyendo usos como sondas de hibridacién, en el mapeo de
cromosomas y genes y en la generacion de ARN y ADN antisentido. El dcido nucleico que codifica el polipéptido del
clon 65 también serd ttil para la preparacién de polipéptido del clon 65 mediante las técnicas recombinantes descritas
en la presente invencion.

Las secuencias de nucledtidos de longitud completa para el clon 65 de ratén o humano (SEC ID Nos. 4 y 1,
respectivamente), o partes de las mismas, se pueden utilizar como sondas de hibridacién para una biblioteca de ADNc
para aislar o detectar el gen de longitud completa que codifica el polipéptido del clon 65 de interés o para aislar
o detectar incluso otros genes (por ejemplo, aquéllos que codifican variantes naturales del polipéptido del clon 65,
otros miembros de la familia del polipéptido del clon 65 o polipéptidos del clon 65 de otras especies) que tienen
una identidad de secuencia deseada con las secuencias del polipéptido del clon 65 descritas en las figuras 1y 5
(SEC ID Nos. 6 y 3, respectivamente). Por ejemplo, se pueden utilizar procedimientos tales como la hibridacién in
situ, la transferencia Northern y Southern, y el andlisis PCR para determinar si el ADN y/o el ARN que codifican un
polipéptido del clon 65 diferente estan presente en el tipo o tipos de células que se evaldan. Opcionalmente, la longitud
de las sondas serd de aproximadamente 20 a aproximadamente 50 bases. Por ejemplo, las sondas de hibridacién pueden
derivar de ESTs, secuencias clonadas o secuencias gendmicas que incluyen promotores, elementos potenciadores, e
intrones de ADN que codifica una secuencia nativa del polipéptido del clon 65.

A modo de ejemplo, un procedimiento de cribado comprendera el aislamiento de la regién codificante del gen
del clon 65 utilizando la secuencia de ADN conocida para sintetizar una sonda seleccionada de aproximadamente 40
bases. Las sondas de hibridacién se pueden marcar con una serie de marcadores, incluyendo radionucleédtidos, tales
como P 0 S, o marcadores enzimaticos, tales como fosfatasa alcalina acoplada a la sonda a través de los sistemas
de acoplamiento avidina/biotina. Las sondas marcadas que tienen una secuencia complementaria a la de cualquiera de
los genes que codifican el polipéptido del clon 65 de la presente invencidn se pueden utilizar para cribar bibliotecas de
ADNCc humano, ADN genémico o ARNm para determinar a qué miembros de dichas bibliotecas se hibrida la sonda.
Las técnicas de hibridacion se describen con mayor detalle en los siguientes Ejemplos.

Las sondas también se pueden utilizar en técnicas de PCR para generar un conjunto de secuencias para la identifi-
cacion de secuencias del clon 65 estrechamente relacionadas.

Las secuencias de nucleétidos que codifican un polipéptido del clon 65 también se pueden utilizar para construir
sondas de hibridacién para mapear el gen que codifica el polipéptido del clon 65 particular y para el andlisis genético
de individuos con trastornos genéticos. Las secuencias de nucledtidos proporcionadas en la presente invencién se
pueden mapear a un cromosoma y regiones especificas de un cromosoma utilizando técnicas conocidas, tales como
hibridacién in situ, anélisis de unién contra marcadores cromosdmicos conocidos, y el cribado de hibridacién con
bibliotecas.
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El 4cido nucleico que codifica un polipéptido del clon 65 se puede utilizar como diagnéstico para determinar el
grado y velocidad de expresién del ADN que codifica un polipéptido del clon 65 en las células de un paciente. Para
realizar este ensayo, se trata una muestra de células de un paciente, a través de la hibridacién in situ, o mediante otro
medio adecuado, y se analiza para determinar si la muestra contiene moléculas de ARNm capaces de hibridarse con
la molécula de 4cido nucleico.

Los acidos nucleicos que codifican el polipéptido del clon 65 o cualquiera de sus formas modificadas también se
pueden utilizar para generar animales transgénicos o animales “knock out” que, a su vez, son utiles en el desarrollo y
cribado de reactivos terapéuticamente utiles. Un animal transgénico (por ejemplo, un ratén o una rata) es un animal
que tiene células que contienen un transgén, el cual se introdujo en el animal o en un antecesor del animal en estado
prenatal, por ejemplo, una etapa embrionaria. Un transgén es un ADN que estd integrado en el genoma de una célula
de la que se desarrolla un animal transgénico. En una realizacién, el ADNc que codifica un polipéptido del clon 65 se
puede utilizar para clonar ADN genémico que codifica el polipéptido del clon 65 segtin las técnicas establecidas y las
secuencias gendmicas se utilizan para generar animales transgénicos que contienen células que expresan el ADN que
codifica el polipéptido del clon 65.

Los procedimientos para generar animales transgénicos, particularmente animales tales como ratones o ratas, se
han convertido en convencionales en la técnica y se describen, por ejemplo, en las Patentes de Estados Unidos Nos.
4.736.866 y 4.870.009 y WO 97/38086. Habitualmente, se marcarfan células concretas para la incorporacién al trans-
gén del clon 65 con potenciadores especificos de tejido. Se pueden utilizar animales transgénicos que incluyen una
copia de un transgén que codifica el polipéptido del clon 65 introducido en la linea germinal del animal en una eta-
pa embrionaria, para examinar el efecto de la expresion aumentada de ADN que codifica el polipéptido del clon 65.
Dichos animales se pueden utilizar como animales de prueba para reactivos pensados para conferir proteccion de, por
ejemplo, condiciones patoldgicas asociadas con su sobreexpresion. Segun este aspecto de la invencion, el tratamiento
de un animal con el reactivo y la reduccién de la incidencia de la condicién patolégica, en comparacion con animales
no tratados que llevan el transgén, indicaria una potencial intervencion terapéutica en la condicion patoldgica.

Alternativamente, se pueden utilizar homdlogos no humanos de polipéptidos del clon 65 para construir un animal
“knock out” con polipéptidos del clon 65 que tiene un gen defectuoso o alterado que codifica un polipéptido del clon
65 como resultado de la recombinacién homdloga entre el gen endégeno que codifica el polipéptido del clon 65 y el
ADN genémico alterado que codifica el polipéptido del clon 65 introducido en una célula embrionaria del animal. Por
ejemplo, el ADNc que codifica el polipéptido del clon 65 se puede utilizar para clonar ADN genémico que codifica
el polipéptido del clon 65 segutn las técnicas establecidas. Una parte del ADN gendmico que codifica el polipéptido
del clon 65 se puede eliminar o sustituir por otro gen, tal como un gen que codifica un marcador seleccionable que
se puede utilizar para monitorizar la integracion. Habitualmente, se incluyen en el vector varias kilobases de ADN
flanqueante inalterado (en los extremos 5’ y 3’). Véase, por ejemplo, Thomas y Capecchi, Cell, 51:503 (1987) para
una descripcion de vectores de recombinacién homdlogos. El vector se introduce en una linea de células madres
embrionarias (por ejemplo, mediante electroporacion) y se seleccionan las células en las que el ADN introducido se
ha recombinado de manera homdéloga con el ADN enddgeno. Véase, por ejemplo, Li et al., Cell, 69: 915 (1992). A
continuacidn, se inyectan las células seleccionadas en un blastocito de un animal (por ejemplo, un ratén o una rata)
para formar quimeras de agregacién. Véase, por ejemplo, Bradley, en Teratocarcinomas and Embryonic Stem Cells:
A Practical Approach, E. J. Robertson, ed. (IRL, Oxford, 1987), paginas 113-152. A continuacién, se puede implantar
un embrién quimérico en un animal criado hembra pseudoembarazada adecuado y el embrién se hace nacer para crear
un animal “knock out”. La progenie que alberga el ADN recombinado de forma homéloga en sus células germinales
se puede identificar mediante técnicas estdndar y utilizar para criar animales en los que todas las células del animal
contienen el ADN recombinado de forma homoéloga. Los animales knock out se pueden caracterizar, por ejemplo,
por su capacidad de defenderse contra ciertas condiciones patoldgicas y por su desarrollo de condiciones patoldgicas
debido a la ausencia del polipéptido del clon 65.

En particular, los ensayos en los que los miembros de las familias de Rac y Rho se utilizan normalmente se realizan
preferiblemente con el polipéptido del clon 65. Ademads, un ensayo para determinar si TGF-g induce el polipéptido
del clon 65, que indica un papel en el cancer, se puede realizar tal como se conoce en la técnica, asi como ensayos
que implican la induccién de la muerte celular y ensayos de proliferacién de *H-timidina. También se realizan ensayos
mitogénicos y de crecimiento de tejido con el polipéptido del clon 65 tal como se ha indicado anteriormente. Los
resultados se aplican consecuentemente.

Los polipéptidos del clon 65 de la presente invencién también se puede utilizar para inducir la formacién de
anticuerpos anti-polipéptido del clon 65, los cuales se identifican mediante cribado de rutina tal como se indica en
detalle a continuacion.

Para fines de diagndstico, el polipéptido del clon 65 se puede utilizar segin la tecnologia de inmunoensayo. Algu-
nos ejemplos de inmunoensayos son proporcionados por Wide en las paginas 199-206 de Radioinmune Assay Method,
Kirkham y Huner, ed., E&S. Livingstone, Edinburgo, 1970.

De este modo, en una realizacién, los polipéptidos del clon 65 se pueden marcar de manera detectable e incubar

con una muestra de prueba que contiene las moléculas de interés (tal como fluidos biolégicos, por ejemplo, suero,
esputo, orina, etc.) y establecer la cantidad de molécula de clon 65 unida a la muestra.
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La inmovilizacién de reactivos es necesaria para ciertos métodos de ensayo. La inmovilizacién conlleva la separa-
cién del polipéptido del clon 65 de cualquier analito que permanezca libre en la solucién. Esto se realiza de manera
convencional insolubilizando el polipéptido del clon 65 antes del procedimiento de ensayo, mediante adsorcién a un a
matriz o superficie insoluble en agua (Bennich et al., U.S. 3.720.760), mediante acoplamiento covalente (por ejemplo,
utilizando reticulacién con glutaraladehido) o mediante insolubilizacién de la molécula posteriormente, por ejemplo,
mediante inmunoprecipitacion.

Lo indicado anteriormente son simplemente ensayos de diagnéstico de ejemplo. Otros métodos desarrollados ahora
o posteriormente para la determinacién de estos analitos se incluyen en el alcance de la presente invencion.

Ademds, los polipéptidos del clon 65 son titiles para cribar compuestos que se unen a los mismos tal como se ha
definido anteriormente. Preferiblemente, estos compuestos son moléculas pequeiias, tales como moléculas organicas
o péptidos que muestran una o mds de las actividades deseadas. Los ensayos de cribado de este tipo son habituales
en la técnica y se puede utilizar cualquiera de dichos procedimientos de cribado, mediante los cuales la muestra de
prueba entra en contacto con el polipéptido del clon 65 de la presente invencion y se determinan el grado de unién y
la actividad biolégica de la molécula unida.

Los polipéptidos del clon 65 son también ttiles en la purificacién por afinidad de una molécula que se une al
polipéptido del clon 65 y en la purificacién de anticuerpos del mismo. El polipéptido del clon 65 estd acoplado
habitualmente a una resina inmovilizada, tal como Affi-Gel 10™ (Bio-Rad, Richmond, CA) u otras de dichas resinas
(matrices de soporte) mediante medios conocidos en la técnica. La resina se equilibra en un tampén (tal como uno que
contiene 150 mM de NAcl, 20 nm de HEPES, pH 7,4 complementado hasta contener un 205 de glicerol y un 0,5%
de NP-40) y la preparacion a purificar se coloca en contacto con la resina, mediante lo cual las moléculas se absorben
selectivamente al polipéptido del clon 65 en la resina.

A continuacion, la resina se lava secuencialmente con tampones adecuados para eliminar el material no adsorbido,
incluyendo contaminantes no deseados, de la mezcla a purificar, utilizando, por ejemplo, 150 mM de NaCl, 20 mM de
HEPES, pH 7,4, conteniendo NP-40 al 5%; 150 mM de NaCl, 20 mM de HEPES, pH 7.4, conteniendo 0,5 M de NaCl
y NP-40 al 0,1%; 150 mM de NaCl, 20 mM de HEPES, pH 7,4, conteniendo deoxicolato al 0,1%; 150 mM de NaCl,
20 mM de HEPES, pH 7.4, conteniendo NP-40 al 0,1%; y una solucién de NP-40 al 0,1%, glicerol al 20% y 50 mM
de glicina, pH 3. A continuacion, la resina se trata para eluir la molécula de unién utilizando un tampén que rompera
el enlace entre la molécula de unién y el polipéptido del clon 65 (utilizando, por ejemplo, 50 mM de glicina, pH 3,
NP-40 al 0,1%, glicerol al 20% y 100 M de NaCl).

Se contempla que los polipéptidos del clon 65 de la presente invencion se pueden utilizar para tratar varios con-
diciones patoldgicas, incluyendo aquellas caracterizadas por la sobreexpresion y/o activacién de por lo menos el
mecanismo de Wnt. Ademds, son dtiles en el diagndstico del cancer, por ejemplo, como marcador para una mayor
susceptibilidad para el cancer o para tener cancer. Entre las condiciones patoldgicas o trastornos de ejemplo a tratar
con los polipéptidos del clon 65 se incluyen tumores benignos o malignos (por ejemplo, carcinomas renales, higado,
rifién, vejiga, testicular, mama, gastrico, ovaio, colorrectal, préstata, pancreético, pulmén, eséfago, vulva, tiroides,
hepético; sarcomas; glioblastomas; y varios tumores de cabeza y cuello); leucemias y tumores linfoides; otras trastor-
nos, tales como trastornos neuronales, gliales, astrocitales, hipotaldmicos y otros trastornos glandulares, macréfagos,
epiteliales, estromales y blastocoélicos; trastornos cardiacos; trastornos renales; trastornos catabdlicos; trastornos re-
lacionados con los huesos, tales como osteoporosis; y trastornos inflamatorios, angiogénicos e inmunoldgicos, tales
como arteriosclerosis.

Los polipéotidos del clon 65 de la presente invencién se administran a un mamifero, preferiblemente un humano,
segun los procedimientos conocidos, tales como administracién intravenosa como bolo o mediante infusién conti-
nua durante un periodo de tiempo, mediante las rutas intramuscular, intraperitoneal, intracerebroespinal, subcutdnea,
intraarticular, intrasinovial, intratecal, oral, tépica o por inhalacién. Se prefiere la administracion intravenosa o subcu-
tanea del polipéptido.

Las formulaciones terapéuticas del polipéptido del clon 65 se preparan para su almacenamiento mediante la mez-
cla del polipéptido que tiene el grado deseado de pureza con portadores, excipientes o estabilizantes opcionales far-
macéuticamente aceptables (Remington’s Pharmaceutical Sciences 16* Edicion, Osol, A. Ed. (1980)), en forma de
formulaciones liofilizadas o soluciones acuosas. Los portadores, excipientes o estabilizantes aceptables son no toxi-
cos para los receptores en las dosis y concentraciones utilizadas, e incluyen tampones, tales como fosfato, citrato y
otros 4cidos orgdnicos; antioxidantes que incluyen dcido ascérbico y metionina; conservantes (tales como, cloruro de
octadecildimetilbencil amonio; cloruro de hexametonio; cloruro de benzalconio, cloruro de benzetonio; fenol, alcohol
butilico o bencilico; alquil parabens, tales como metil o propil paraben; catecol; resorcinol; ciclohexanol; 3-pentanol;
y m-cresol); polipéptidos de peso molecular bajo (inferior a aproximadamente 10 residuos); proteinas, tales como al-
bimina de suero, gelatina, o inmunoglobulinas; polimeros hidrofilicos, tales como polivinilpirrolidona; aminodcidos,
tales como glicina, glutamina, asparagina, histidina, argnina o lisina; monosacdridos, disacaridos y otros carbohidra-
tos que incluyen glucosa, manosa o dextrinas; agentes quelantes, tales como EDTA; azicares, tales como sacarosa,
manitol, trehalosa o sorbitol; contraiones formadores de sales, tales como sodio; complejos de metales (por ejemplo,
complejos de Zn-proteina); y/o tensoactivos no i6nicos, tales como TWEEN™, PLURONICS™ o polietilenglicol
(PEG).
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Se pueden combinar otras pautas terapéuticas con la administracién de los polipéptidos del clon 65 de la presente
invencién. Por ejemplo, el paciente a tratar con los polipéptidos descritos en la presente invencién también puede
recibir terapia de radiacidn si el trastorno es el cadncer. Alternativamente, o adicionalmente, se puede administrar
un agente quimioterapéutico al paciente con cdncer. La preparacién y pautas de dosificacion para dichos agentes
quimioterapéuticos se pueden utilizar segtin las instrucciones del fabricante o se determinan empiricamente por un
técnico. La preparacién y pautas de dosificacion para dicha quimioterapia también se describen en Chemotherapy
Service, Ed., M.C. Perry (Williams & Wilkins: Baltimore, Md, 1992). El agente quimioterapéutico puede preceder o
seguir a la administracién del polipéptido o se puede administrar simultdneamente con el mismo. El polipéptido se
puede combinar con un compuesto anti-estrégeno, tal como tamoxifeno, o una anti-progesterona, tal como onapristona
(véase, EP 616812) en dosis conocidas para dichas moléculas.

Puede ser deseable también coadministrar con el polipéptido del clon 65 (o anticuerpos anti-polipéptido del clon
65), anticuerpos contra otros antigenos asociados con tumores, tales como anticuerpos que se unen a HER-2, EGFR,
ErbB2, ErbB3, ErbB4, o factor endotelial vascular (VEGF). Alternativamente, o adicionalmente, se pueden co-admi-
nistrar al paciente dos o mds anticuerpos anti-cancer diferentes, tales como anticuerpos anti-ErbB2 con el polipéptido
del clon 65 (o anticuerpos anti-polipéptido del clon 65). Algunas veces, también puede ser beneficioso administrar una
0 mads citoquinas al paciente.

En una realizacion preferida, el polipéptido del clon 65 se co-administra con un agente inhibidor del crecimiento
al paciente con céncer. Por ejemplo, el agente inhibidor del crecimiento se puede administrar en primer lugar, seguido
del polipéptido del clon 65. Sin embargo, también se contempla la administracién simultdnea o la administracion del
polipéptido del clon 65 en primer lugar. Las dosis adecuadas para el agente inhibidor del crecimiento son aquellas
utilizadas en la presente y pueden disminuirse debido a la accién combinada (sinergia) del agente inhibidor del creci-
miento y el polipéptido. Los anticuerpos, agentes citotoxicos, citoquinas, o agentes inhibidores del crecimiento estdn
presentes de manera adecuada en combinacién en cantidades que son eficaces para el objetivo pretendido.

Los principios activos también se pueden introducir en microcapsulas preparadas, por ejemplo, mediante técnicas
de coacervacion o mediante polimerizacion por interfase, por ejemplo, hidroximetilcelulosa o microcdpsulas de gela-
tina y microcapsulas de poli-(metilmetacilato), respectivamente, en sistemas de liberacién de farmacos coloidales (por
ejemplo, liposomas, microesferas de albimina, microemulsiones, nanoparticulas y nanocapsulas) o en macroemulsio-
nes. Dichas técnicas se describen en Remington’s Pharmaceutical Sciences, 16* Ed. (1980) supra.

Las formulaciones a utilizar en la administracion in vivo deben ser estériles. Esto se realiza facilmente mediante la
filtracion a través de membranas de filtracion estériles.

Se pueden preparar preparaciones de liberacién controlada. Entre algunos ejemplos de preparaciones de libera-
cién controlada adecuadas se incluyen matrices semipermeables de polimeros hidrofébicos s6lidos que contienen el
polipéptido, cuyas matrices estan en forma de articulos conformados, por ejemplo, peliculas o microcdpsulas. Entre
los ejemplos de matrices de liberacién controlada se incluyen poliésteres, hidrogeles (por ejemplo, poli(2-hidroxie-
til-metacrilato) o poli(vinilalcohol), polilactidos (Patente U.S.A. No. 3.773.919), copolimeros de acido L-glutdmico
y y-etil-L-glutamato, etileno-acetato de vinilo no degradable, copolimeros de dcido lactico-acido glicélico degrada-
bles, tales como el LUPRON DEPOT™ (microesferas inyectables compuestas de copolimero de dcido ldctico-dcido
glicdlico y acetato de leuprolida), y 4cido poli-D-(-)-3-hidroxibutirico. Mientras que polimeros, tales como etileno-
acetato de vinilo y 4cido lactico-dcido glicélico, permiten la liberaciéon de moléculas durante aproximadamente 100
dias, ciertos hidrogeles liberan proteinas durante periodos de tiempo mds cortos. Cuando los polipéptidos encapsula-
dos permanecen en el cuerpo durante un periodo largo de tiempo, se pueden desnaturalizar o agregar como resultado
de la exposicién a humedad a 37°C, dando lugar a una pérdida de actividad bioldgica y posibles cambios en la in-
munogenicidad. Se pueden idear estrategias razonables para la estabilizacién dependiendo del mecanismo implicado.
Por ejemplo, si se descubre que el mecanismo de agregacion es la formacion de enlaces S-S intermoleculares a través
del intercambio tio-disulfuro, la estabilizacién se puede conseguir mediante la modificacion de residuos sulthidrilo,
la liofilizacién de soluciones acidas, el control del contenido de humedad, la utilizacién apropiada de aditivos, y el
desarrollo de composiciones de matrices de polimero especificas.

Para la prevencion o el tratamiento de la enfermedad o el trastorno, la dosificacion apropiada del polipéptido del
clon 65 dependera del tipo de trastorno a tratar, tal y como se han definido anteriormente, la gravedad y la evolucién
de la enfermedad, si el polipéptido se administra con objetivos preventivos o terapéuticos, terapia previa, el historial
clinico del paciente y la respuesta al polipéptido; la ruta de admisnitracién, la condicién del paciente y la discrecién
del médico de asistencia. El polipéptido se administra de forma adecuada al paciente en una vez o durante una serie
de tratamientos.

Dependiendo del tipo y gravedad de la enfermedad, aproximadamente de 1 pg/kg a 15 mg/kg (por ejemplo, 0,1-
20 mg/kg) de polipéptido del clon 65 es una dosis candidata inicial para la administracion al paciente, mediante, por
ejemplo, una o mas administraciones separadas o mediante infusion continua. Una dosificacion diaria habitual podria
variar desde aproximadamente 1 pg/kg a 100 mg/kg o mds, dependiendo de los factores mencionados anteriormente.
Para administraciones repetidas durante varios dias o mds, dependiendo de la condicion, el tratamiento se mantiene
hasta que tenga lugar supresion deseada de sintomas del trastorno. Sin embargo, pueden ser ttiles otras pautas de
dosificacién. El progreso de esta terapia se monitoriza facilmente mediante técnicas y ensayos convencionales.
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También se contempla un articulo de fabricacién que contiene materiales ttiles para el tratamiento de los trastornos
descritos anteriormente. El articulo de fabricaciéon comprende un recipiente y un marcador. Entre los recipientes ade-
cuados se incluyen, por ejemplo, botellas, viales, jeringas y tubos de ensayo. Los recipientes pueden estar formados de
una variedad de materiales, tales como vidrio o pléstico. El recipiente contiene una composicion que es eficaz para el
tratamiento de la condicién patolégica y puede tener un puerto de acceso estéril (por ejemplo, el recipiente puede ser
una bolsa o un vial de solucidén intravenosa que tiene un tapén penetrable por una aguja de inyeccién hipodérmica). El
agente activo en la composicion es el polipéptido del clon 65. El marcador en el recipiente o asociado con el mismo in-
dica que la composicioén se utiliza para el tratamiento de la condicién patoldgica o trastorno de eleccién. El articulo de
fabricacion puede comprender ademds un segundo recipiente que comprende un tampdn farmacéuticamente aceptable,
tal como una solucién salina tamponada con fosfato, solucién de Ringer y solucién de dextrosa. Puede incluir también
otros materiales deseables desde un punto de vista comercial y del usuario, incluyendo otros tampones, diluyentes,
filtros, agujas, jeringas y prospectos con instrucciones para su uso.

F. Anticuerpos anti-polipéptido del clon 65

La presente invencién proporciona ademds anticuerpos anti-polipéptido del clon 65. Entre los anticuerpos de ejem-
plo se incluyen anticuerpos policlonales, monoclonales, humanizados, biespecificos y heteroconjugados.

1. Anticuerpos policlonales

Los anticuerpos anti-polipéptido del clon 65 de la presente invencidon pueden comprender anticuerpos policlonales.
Los procedimientos de preparacién de anticuerpos policlonales son conocidos para el experto en la materia. Los
anticuerpos policlonales se pueden desarrollar en un mamifero, por ejemplo, mediante una o mds inyecciones de un
agente inmunizante y, si se desea, un adyuvante. Habitualmente, el agente inmunizante y/o adyuvante se inyectardn
en el mamifero mediante inyecciones multiples subcutdneas o intraperitoneales. El agente inmunizante puede incluir
el polipéptido del clon 65 o una proteina de fusién del mismo. Puede ser itil conjugar el agente inmunizante a una
proteina conocida para que sea inmunogénica en el mamifero que se inmuniza. Entre los ejemplos de dichas proteinas
inmunogénicas se incluyen, pero no se limitan a, hemocianina de la lapa californiana, albimina de suero, tiroglobulina
bovina, e inhibidor de tripsina de soja. Entre los ejemplos de adyuvantes se pueden incluir el adyuvante completo de
Freund y el adyuvante MPL-TDM (monofosforil Lipido A, dicorinomicolato de trehalosa sintético). El protocolo de
inmunizacién se puede seleccionar por un experto en la materia sin una gran experimentacion.

2. Anticuerpos monoclonales

Los anticuerpos anti-polipéptido del clon 65 pueden ser, alternativamente, anticuerpos monoclonales. Los anticuer-
pos monoclonales se pueden preparar utilizando procedimientos de hibridoma, tales como los descritos por Kohler y
Milstein, Nature, 256: 495 (1975). En un procedimiento de hibridoma, se inmuniza habitualmente un ratén, un hamster
u otro animal huésped aproplado con un agente inmunizante para obtener linfocitos que producen o son capaces de
produmr antlcuerpos que se unirdn especificamente al agente inmunizante. Alternativamente, los linfocitos se pueden
inmunizar in vitro.

El agente inmunizante incluird habitualmente el polipéptido del clon 65 o una proteina de fusién del misma.
Generalmente, se utilizan linfocitos de sangre periférica (“PLBs”) si se desean células de origen humano, o células
de bazo o se utilizan células de nddulos linfaticos si se desean fuentes de mamiferos no humanos. A continuacion,
los linfocitos se fusionan con una linea celular inmortalizada utilizando un agente de fusién adecuado, tal como
PEG, para formar una célula de hibridoma. Goding, Monoclonal Antibodies: Principles and Practice, (Academia
Press: Nuevo York 1986), pdginas 59-103. Las lineas celulares inmortalizadas son habitualmente células de mamifero
transformadas, particularmente células de mieloma de origen roedor, bovino y humano. Habitualmente, se utilizan
lineas celulares de mieloma de rata o ratdon. Las células de hibridoma se pueden cultivar en un medio de cultivo
adecuado que preferiblemente contiene una o mas sustancias que inhiben el crecimiento o la supervivencia de las
células inmortalizadas no fusionadas. Por ejemplo, si las células parentales carecen de la enzima hipoxantina guanina
fosforribosiltransferasa (HGPRT o HPRT), el medio de cultivo para los hibridomas incluird habitualmente hipoxantina,
aminopterina y timidina (“medio HAT”), cuyas sustancias evitan el crecimiento de células deficientes en HGPRT.

Las lineas celulares inmortalizadas preferidas son aquéllas que se fusionan de manera eficaz, soportan un nivel de
expresion elevado estable del anticuerpo por las células productoras de anticuerpos seleccionadas, y son sensibles a
un medio tal como medio HAT. Las lineas celulares inmortalizadas mds preferidas son lineas de mieloma murino, que
se pueden obtener, por ejemplo, del Salk Institute Cell Distribution Center, San Diego, California y la American Type
Culture Collection, Manassas, Virginia. Las lineas celulares de mieloma humano y heteromieloma de ratén-humano
se han descrito para la produccion de anticuerpos monoclonales humanos. Kozbor, J. Immunol., 133:3001 (1984);
Brodeur et al., Monoclonal Antibody Production Techniques and Applications, (Marcel Dekker, Inc., Nueva York,
1987) paginas, 51-63.

A continuacién, el medio de cultivo en el que las células de hibridoma se cultivan se pueden ensayar para la presen-
cia de anticuerpos monoclonales dirigidos contra el polipéptido del clon 65. Preferiblemente, la especificidad de unién
de anticuerpos monoclonales producidos por las células de hibridoma se determina mediante inmunoprecipitacion o
mediante un ensayo de unién in vitro, tal como radioinmunoensayo (RIA) o ensayo inmunoabsorbente unido a enzima
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(ELISA). Dichas técnicas y ensayos se conocen en la técnica. La afinidad de unién del anticuerpo monoclonal se puede
determinar, por ejemplo, mediante el andlisis Scatchard de Munson y Pollard, Anal. Biochem., 107: 220 (1980).

Después de identificar las células de hibridoma deseadas, los clones se pueden subclonar limitando los procedi-
mientos de dilucién y se pueden desarrollar mediante procedimientos estdndar. Goding, supra. Entre los medios de
cultivo adecuados para este objetivo se incluyen, por ejemplo, medio de Eagle modificado por Dulbecco y medio
RPMI-1640. Alternativamente, las células de hibridoma se pueden desarrollar in vivo como ascites en un mamifero.

Los anticuerpos monoclonales secretados por los subclones se pueden aislar o purificar del medio de cultivo o fluido
de ascites mediante procedimientos de purificacién de inmunoglobulina convencionales, tales como, por ejemplo,
proteina A-sefarosa, cromatografia en hidroxilapatito, eletroforesis en gel, didlisis, o cromatografia de afinidad.

Los anticuerpos monoclonales también se pueden fabricar mediante procedimientos de ADN recombinante, tales
como los descritos en la Patente de Estados Unidos No. 4.816.567. El ADN que codifica los anticuerpos monoclona-
les de la presente invencion se pueden aislar ficilmente y secuenciar utilizando procedimientos convencionales (por
ejemplo, mediante la utilizacién de sondas de oligonucledtidos que son capaces de unirse especificamente a genes que
codifican las cadenas ligeras y pesadas de anticuerpos murinos). Las células de hibridoma de la presente invencién
sirven como una fuente de dicho ADN. Una vez aislado, el ADN se puede colocar en vectores de expresion, que a
continuacidn se transfectan en células huésped, tales como células COS de simio, células CHO o células de mieloma
que no producen de otro modo proteina de inmunoglobulina, para obtener la sintesis de anticuerpos monoclonales
en las células huésped recombinantes. E1 ADN también se puede modificar, por ejemplo, sustituyendo la secuencia
codificante para los dominios constantes de la cadena pesada y ligera humanos en lugar de las secuencias homologas
murinas (Patente de Estados Unidos No. 4.816.567; Morrison et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81: 6851-6855 (1984))
o uniendo covalentemente a la secuencia codificante de inmunoglobulina toda o parte de la secuencia codificante para
un polipéptido de no inmunoglobulina. Dicho polipéptido de no inmunoglobulina se puede sustituir por los dominios
constantes de un anticuerpo de la presente invencion, o se puede sustituir por los dominios variables de un sitio de
combinacidn a antigeno de un anticuerpo de la invencién para crear un anticuerpo quimérico bivalente.

Los anticuerpos pueden ser anticuerpos monovalentes. Los procedimientos para preparar anticuerpos monovalentes
son conocidos en la técnica. Por ejemplo, un procedimiento implica la expresion recombinante de la cadena ligera y
la cadena pesada modificada de la inmunoglobulina. La cadena pesada se trunca generalmente en cualquier punto en
la regién Fc para evitar la reticulacion de la cadena pesada. Alternativamente, los residuos de cisteina pertinentes se
sustituyen por otro residuo de aminoécido o se eliminan para evitar la reticulacion.

Los procedimientos in vitro también son adecuados para preparar anticuerpos monovalentes. La digestién de anti-
cuerpos para producir fragmentos de los mismos, particularmente fragmentos Fab, se puede realizar utilizando técnicas
rutinarias conocidas en la técnica.

3. Anticuerpos humanizados

Los anticuerpos anti-polipéptido del clon 65 de la invencién pueden comprender ademads anticuerpos humanizados
o anticuerpos humanos. Las formas humanizadas de anticuerpos no humanos (por ejemplo, murinos) son inmunoglo-
bulinas quiméricas, cadenas de inmunoglobulinas o fragmentos de las mismas (tales como Fv, Fab, Fab’, F(ab’), u otras
subsecuencias de unién a antigeno de los anticuerpos) que contienen una secuencia minima derivada de inmunoglobu-
lina no humana. Entre los anticuerpos humanizados se incluyen inmunoglobulinas humanas (anticuerpo receptor) en
las que los residuos de una regién determinante de complementariedad (CDR) del receptor se sustituyen por residuos
de una CDR de una especie no humana (anticuerpo dador), tal como ratdn, rata o conejo que tiene la especificidad,
afinidad y capacidad deseadas. En algunos casos, los residuos de la estructura de Fv de la inmunoglobulina humana se
sustituyen por los residuos no humanos correspondientes. Los anticuerpos humanizados también pueden comprender
residuos que no se encuentran ni en el anticuerpo receptor ni en las secuencias de la CDR o la estructura importadas.
En general, el anticuerpo humanizado comprendera sustancialmente todos de por 1o menos uno, y habitualmente dos,
dominios variables, en los que todas o sustancialmente todas las regiones CDR corresponden a las de una inmunoglo-
bulina no humana y todas o sustancialmente todas las regiones de FR son las de una secuencia de consenso de inmu-
noglobulina humana. El anticuerpo humanizado preferiblemente también comprenderd por lo menos una parte de una
regién constante de inmunoglobulina (Fc), habitualmente la de una inmunoglobulina humana. Jones et al., Nature, 321:
522-525 (1986); Riechmann et al., Nature, 332: 323-329 (1988); Presta, Curr. Op. Struct. Biol., 2: 593-596 (1992).

Los procedimientos para humanizar anticuerpos no humanos son conocidos en la técnica. Generalmente, un an-
ticuerpo humanizado tiene uno o mds residuos de aminoécidos introducidos en el mismo de un origen no humano.
Estos residuos de aminodcidos no humanos se indican frecuentemente como residuos “importados”, que se adquieren
de un dominio variable “importado”. La humanizacién se puede realizar esencialmente siguiendo el procedimiento de
Winter y colaboradores (Jones et al., Nature, 321: 522-525 (1986); Riechmann et al., Nature, 332: 323-327 (1988);
Verhoeyen et al., Science, 239: 1534-1536 (1988)), mediante la sustitucién de CDRs o secuencias de CDR de roedor
por las correspondientes secuencias de un anticuerpo humano. Por consiguiente, dichos anticuerpos ‘“humanizados”
son anticuerpos quiméricos (Patente de Estados Unidos No. 4.816.567), en los que sustancialmente menos de un do-
minio variable intacto humano ha sido sustituido por la secuencia correspondiente de una especie no humana. En la
préctica, los anticuerpos humanizados son habitualmente anticuerpos humanos en los que algunos residuos de DCR y
posiblemente algunos residuos de FR se sustituyen por residuos de sitios andlogos en anticuerpos de roedores.
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Los anticuerpos humanos también se pueden producir utilizando varias técnicas conocidas en la técnica, incluyendo
las bibliotecas de expresién de fagos. Hoogenboom y Winter, J. Mol. Biol., 227: 381 (1991); Marks et al., J. Mol.
Biol., 222: 581 (1991). Las técnicas de Cole et al. y Boerner et al. estan también disponibles para la preparacion de
anticuerpos monoclonales humanos. Cole et al., Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan R. Liss, pdgina 77
(1985); Boerner et al., J. Inmunol., 147(1): 86-95 (1991).

4. Anticuerpos biespecificos

Los anticuerpos biespecificos son monoclonales, preferiblemente anticuerpos humanos o humanizados, que tienen
especificidades de unién con por lo menos dos antigenos diferentes. En el presente caso, una de las especificidades de
unidén es por un polipéptido del clon 65; el otro es por cualquier otro antigeno, y preferiblemente por una proteina o
receptor o subunidad del receptor de la superficie celular.

Los procedimientos para fabricar anticuerpos biespecificos son conocidos en la técnica. Habitualmente, la pro-
duccién recombinante de anticuerpos biespecificos se basa en la coexpresion de dos parejas de cadena pesada/cadena
ligera de inmunoglobulina, en las que las dos cadenas pesadas tienen especificidades diferentes. Millstein y Cuello,
Nature, 305: 537-539 (1983). Debido a la variedad aleatoria de cadenas pesadas y ligeras de inmunoglobulina, estos
hibridomas (cuadromas) producen una mezcla potencial de diez moléculas diferentes de anticuerpos, de las cuales s6lo
una tiene la estructura biespecifica correcta. La purificacion de la molécula correcta se realiza habitualmente mediante
etapas de cromatografia de afinidad. En WO 93/08829, publicada el 13 de mayo de 1993, y en Traunecker et al.,
EMBO J., 10: 3655-3659 (1991) se describen procedimientos similares.

Los dominios variables de anticuerpo con las especificidades de unién deseadas (sitios de combinacién anticuerpo-
antigeno) se pueden fusionar a secuencias de dominios constantes de inmunoglobulinas. La fusién preferiblemente es
con un dominio constante de cadena pesada de inmunoglobulina, que comprende por lo menos parte de la bisagra,
CH2, y regiones CH3. Se prefiere tener la primera regién constante de cadena pesada (CH1) que contiene el sitio
necesario para la unién a cadena ligera presente en por lo menos una de las fusiones. Los ADNs que codifican las
fusiones de cadena pesada de inmunoglobulina y, si se desea, la cadena ligera de inmunoglobulina, se insertan en
vectores de expresion separados, y se cotransfectan en un organismo huésped adecuado. Para mayores detalles sobre
la generacidn de anticuerpos biespecificos, véase, por ejemplo, Suresh et al., Methods in Enzimology, 121: 210 (1986).

5. Anticuerpos heteroconjugados

Los anticuerpos heteroconjugados estdn también dentro del alcance de la presente invencién. Los anticuerpos
heteroconjugados estdn compuestos de dos anticuerpos unidos covalentemente. Dichos anticuerpos se han propuesto,
por ejemplo, para dirigir células del sistema inmune a células no deseadas [Patente de Estados Unidos No. 4.676.980]
y para el tratamiento de la infeccién por VIH. WO 91/00360; WO 92/300373; EP 03089. Se contempla que los
anticuerpos se pueden preparar in vitro utilizando procedimientos conocidos en la quimica sintética de proteinas,
incluyendo los que implican agentes de reticulacién. Por ejemplo, las inmunotoxinas se pueden construir utilizando
una reaccion de intercambio de disulfuro o mediante la formacién de un enlace tioéter. Entre los ejemplos de reactivos
adecuados para este objetivo se incluyen el iminotiolato y metil-4-mercaptobutirimidato y los descritos, por ejemplo,
en la Patente de Estados Unidos No. 4.676.980.

G. Usos para anticuerpos anti-polipéptido del clon 65

Los anticuerpos de la presente invencidn se pueden utilizar como agentes de purificacién por afinidad. En este
proceso, los anticuerpos se inmovilizan en una fase sélida, tal como una resina SEPHADEX™ o papel de filtro,
utilizando procedimientos conocidos en la técnica. El anticuerpo inmovilizado se pone en contacto con una muestra
que contiene el polipéptido del clon 65 (o un fragmento del mismo) a purificar y, a continuacién, se lava el soporte
con un disolvente adecuado que eliminara sustancialmente todo el material en la muestra a excepcién del polipéptido
del clon 65 que estd unido al anticuerpo inmovilizado. Finalmente, el soporte se lava con otro disolvente adecuado, tal
como tampdn de glicina, pH 5,0, que liberara el polipéptido del clon 65 del anticuerpo.

Los anticuerpos anti-polipéptido del clon 65 también pueden ser titiles en los ensayos de diagndstico para el
polipéptido del clon 65, por ejemplo, detectando su expresion en células, tejidos o suero especificos. De este modo,
se pueden utilizar los anticuerpos en el diagndstico de tumores humanos (véase, por ejemplo, la patente de Estados
Unidos No. 5.183.884).

Para las aplicaciones de diagndstico, el anticuerpo se marcard habitualmente con un grupo detectable. Existen
numerosos marcadores disponibles que se pueden agrupar preferiblemente en las siguientes categorfas:

(a) Radioisétopos, tales como S, “C, '»°1, °H, y '*'I. El anticuerpo se puede marcar con el radiois6topo utilizando
las técnicas descritas en Current Protocols in Immunology, volimenes 1 y 2. Coligen et al., Ed., Wiley-Interscience.
Nueva York, 1991), por ejemplo, y la radiactividad se puede medir utilizando recuento por centelleo.

(b) Estan disponibles marcadores fluorescentes, tales como quelatos de tierras raras (quelatos de europio) o fluo-
resceina y sus derivados, rodamina y sus derivados, dansilo, Lissamina, ficoeritrina y Texas Red. Los marcadores

22



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2316173 T3

fluorescentes se pueden conjugar al anticuerpo utilizando las técnicas descritas en Current Protocols in Immunology,
supra., Coligen, ed., por ejemplo. La fluorescencia se puede cuantificar utilizando un fluorimetro.

(c) Estan disponibles varios marcadores de enzima-sustrato y la Patente de de Estados Unidos No. 4.275.149 pro-
porciona una revisiéon de algunos de éstos. La enzima preferiblemente cataliza una alteracién quimica del sustrato
cromogénico que se puede medir utilizando varias técnicas. Por ejemplo, la enzima puede catalizar un cambio de
color en un sustrato, que se puede medir espectrofotométricamente. De modo alternativo, la enzima puede alterar la
fluorescencia o la quimioluminiscencia del sustrato. Las técnicas para cuantificar un cambio en la fluorescencia estin
descritas anteriormente. El sustrato quimioluminiscente se vuelve electronicamente excitado mediante una reaccién
quimica y puede entonces emitir luz que se puede medir (utilizando un quimioluminémetro, por ejemplo) o dona
energia a un aceptor fluorescente. Entre los ejemplos de marcadores enzimadticos se incluyen luciferasas (por ejemplo,
luciferasa de luciérnaga y luciferasa bacteriana; Patente de Estados Unidos No. 4.737.456), luciferina, 2,3-dihidrof-
talazinedionas, malato deshidrogenada, ureasa, peroxidasa, tal como peroxidasa de rdbano picante (HRPO), fosfatasa
alcalina, 8-galactosidasa, glucoamilasa, lisozima, sacarina oxidasas (por ejemplo, glucosa oxidasa, galactosa oxidasa,
y glucosa-6-fosfato deshidrogenasa), oxidasas heterociclicas (tales como uricasa y xantina oxidasa), lactoperoxidasa,
microperoxidasa, y similares. Las técnicas para conjugar enzimas a anticuerpos se describen en O’Sullivan et al., Met-
hods for the Preparation of Enzyme-Antibody Conjugates for use in Enzyme Immunoassay, en Methods in Enzym.,
Vol. 73, Langone y Van Vunakis, eds. (Nueva York: Academic Press, 1981), paginas 147-166.

Entre los ejemplos de combinaciones de enzima-sustrato se incluyen, por ejemplo:

(i) peroxidasa de rabano picante (HRPO) con hidrégeno peroxidasa como sustrato, donde la hidrégeno peroxi-
dasa oxida un precursor de colorante (por ejemplo, ortofenilen diamina (OPD) o clorhidrato de 3,3’,5,5’-tetrametil
benzidina (TMB));

(ii) fosfatasa alcalina (AP) con para-nitrofenil fosfato como sustrato cromogénico; y

(iii) p-D-galactosidasa (8-D-Gal) con un sustrato cromogénico (por ejemplo, p-nitrofenil-3-D-galactosidasa) o
sustrato fluorogénico 4-metillumbeliferil-3-D-galactosidasa).

Para los expertos en la materia, estdn disponibles numerosas otras combinaciones de enzima-sustrato. Para una
revisién general de las mismas, véase las Patentes de Estados Unidos Nos. 4.275.149 y 4.318.980.

Algunas veces, el marcador estd indirectamente conjugado con el anticuerpo. El técnico experto conocerd las
diversas técnicas para conseguir esto. Por ejemplo, el anticuerpo se puede conjugar con biotina y cualquiera de las tres
amplias categorias de marcadores mencionados anteriormente se pueden conjugar con avidina, o viceversa. La biotina
se une selectivamente a avidina y, de este modo, el marcador se puede conjugar con el anticuerpo de esta manera
indirecta. De modo alternativo, para conseguir la conjugacién indirecta del marcador con el anticuerpo, el anticuerpo
se conjuga con un hapteno pequefio (por ejemplo, digoxina) y uno de los diferentes tipos de marcadores mencionados
anteriormente se conjuga con un anticuerpo anti-hapteno (por ejemplo, anticuerpo anti-digoxina). De este modo, se
puede conseguir la conjugacién indirecta del marcador con el anticuerpo.

En otra realizacion de la presente invencidn, el anticuerpo anti-polipéptido del clon 65 no necesita estar marcado,
y la presencia del mismo se puede detectar utilizando un anticuerpo marcado que se une al anticuerpo anti-polipéptido
del clon 65.

Los anticuerpos de la presente invencion se pueden utilizar en cualquier método de ensayo conocido, tal como
ensayos de unién competitiva, ensayos de sdndwich directo e indirecto, y ensayos de inmunoprecipitacién. Zola,
Monoclonal Antibodies A Manual of Techniques, (Nueva York: CRC Press. Inc., 1987), paginas 147-158.

Los ensayos de unién competitiva dependen de la capacidad de un patrén marcado para competir con el analito de
la muestra de prueba para la unién con una cantidad limitada de anticuerpo. La cantidad del polipéptido del clon 65 en
la muestra de prueba es inversamente proporcional a la cantidad de patrén que se une a los anticuerpos. Para facilitar
la determinacion de la cantidad de patrén que se une, los anticuerpos preferiblemente se insolubilizan antes o después
de la competicién, de manera que el patrén y el analito que estan unidos a los anticuerpos se pueden separar de manera
adecuada del patrén y el analito que permanecen no unidos.

Los ensayos de sandwich implican la utilizacién de dos anticuerpos, cada uno capaz de unirse a una parte inmu-
nogénica diferente, o epitopo, de la proteina a detectar. En un ensayo de sdndwich, el analito de la muestra de prueba
se une a un primer anticuerpo que estd inmovilizado en un soporte sélido y, a continuacion, un segundo anticuerpo se
une al analito, formando asi un complejo de tres partes insolubles. Véase, por ejemplo, la Patente de Estados Unidos
No. 4.376.110. El segundo anticuerpo puede estar marcado en si mismo con un grupo detectable (ensayos de sindwich
directos) o se puede medir utilizando un anticuerpo anti-inmunoglobulina que estd marcado con un grupo detectable
(ensayo de sdndwich indirecto). Por ejemplo, un tipo de ensayo de sdndwich es un ensayo ELISA, en cuyo caso el
grupo detectable es una enzima.

Para la inmunohistoquimica, la muestra de tumor puede ser reciente o congelada o puede estar envuelta de parafina
y fijada con un conservante, tal como formalina, por ejemplo.
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Los anticuerpos también se pueden utilizar para ensayos de diagnéstico in vivo. Preferiblemente, el anticuerpo
se marca con un radionucleido (tal como ''In, Tc, *C, ¥, %1, *H, 2P o %S), de manera que el tumor se puede
localizar utilizando inmunocentelleografia.

Adicionalmente, los anticuerpos anti-polipéptido del clon 65 pueden ser utiles como antagonistas de las funciones
del polipéptido del clon 65, donde el polipéptido del clon 65 se regula por incremento en células cancerosas o estimula
su proliferacién o se regula por incremento en tejido aterosclerdtico. Por tanto, por ejemplo, los anticuerpos anti-
polipéptido del clon 65 pueden ser por si mismos o con un agente quimioterapéutico u otro tratamiento para el cancer
o farmaco, tal como anticuerpo anti-HER?2, eficaces en el tratamiento de ciertas formas de cdncer, tal como cancer de
mama, cdncer de colon, cancer de pulmén, y melanoma. Entre los usos adicionales para los anticuerpos se incluyen
la inhibicién de la unién de un polipéptido del clon 65 a su receptor, si es aplicable, o a una proteina que se une al
polipéptido del clon 65, si es aplicable. Para el uso terapéutico, los anticuerpos se pueden utilizar en las formulaciones,
pautas, rutas y dosis indicadas anteriormente en los usos para los polipéptidos del clon 65. Ademds, los anticuerpos
anti-polipéptido del clon 65 se pueden administrar en la linfa, asi como en el torrente sanguineo.

Por conveniencia, el anticuerpo anti-polipéptido del clon 65 de la presente invencion se puede disponer en formato
de kit, es decir una combinacién de reactivos envasados en cantidades predeterminadas con instrucciones para realizar
el ensayo de diagndstico. Cuando el anticuerpo estd marcado con una enzima, el kit incluird sustratos y cofactores ne-
cesarios por la enzima (por ejemplo, un precursor de sustrato que proporciona el croméforo o fluoréforo detectables).
Ademads, se pueden incluir otros aditivos, tales como estabilizantes, tampones (por ejemplo, un tampén de bloqueo
o tampon de lisis), y similares. Las cantidades relativas de los diversos reactivos se pueden variar para proporcionar
concentraciones en solucién de los reactivos que maximizan sustancialmente la sensibilidad del ensayo. Particular-
mente, los reactivos se pueden proporcionar como polvos secos, normalmente liofilizados, incluyendo excipientes que
en disolucién proporcionaran una solucién de reactivos que tiene la proporcién adecuada.

Los siguientes ejemplos se ofrecen s6lo con objetivos ilustrativos, y no pretenden limitar de ningiin modo el alcance
de la presente invencion.

Ejemplos

Los reactivos disponibles comercialmente a los que se hace referencia en los ejemplos se utilizaron de acuerdo
con las instrucciones del fabricante a menos de que se indique lo contrario. El origen de las células identificadas en
los siguientes ejemplos, y a lo largo del documento, por los nimeros de acceso de la ATCC pertenecen a la American
Type Culture Collection, 10801 University Blvd., Manassas, Virginia.

Ejemplo 1
Aislamiento de clones de ADNc que codifican el clon 65 de raton

Se han identificado varios genes putativos que codifican los polipéptidos del clon 65 y 320 a nivel de ARNm en un
experimento de sustraccion de ARNc de PCR-Select de alto rendimiento llevado a cabo utilizando una linea celular
de mamifero ratén (C57MG), que se ha transformado por un vector retroviral Wnt-1 y comparado con la linea celular
parental. La familia de polipéptidos del clon 65 y 320 descritos en la presente invencion, incluyendo el gen del clon
65, se indujo sélo en la linea celular transformada C57MGWnt-1.

1. Hibridacion de supresion sustractiva

Se aislé independientemente el clon 65 de raton mediante cribado diferencial de Wnt-1 utilizando hibridacién de
supresion sustractiva (SSH), tal y como estd descrito por Diatchenko et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 93: 6025-6030
(1996). Se 1levé a cabo la SSH utilizando el el kit de sustraccién de ADNc PCR-SELECT® (Clontech Laboratories,
Inc.) de acuerdo con el protocolo del fabricante. Se sintetiz6 ADNc de doble cadena (ds) conductor a partir de 2
microgramos de ARN poliA+ aislado de una linea celular mamaria de ratén (C57MG), disponible de una linea celular
mioepitelial de cancer de mama de ratén. Esta linea celular se describe en Brown et al., Cell, 46: 1001-1009 (1986);
Olson y Papkoff, Cell Growth and Differentiation, 5: 197-206 (1994); Wong et al., Mol. Cell. Biol., 14: 6278-6286
(1994); y Jue et al., Mol. Cell, Biol., 12: 321-328 (1992), y es sensible a Wnt-1 pero no a Wnt-4. Se sintetiz6 ADNc
ds prueba a partir de 2 microgramos de ARN poliA+ aislado a partir de una version transformada de CS7MG, llamada
C57MG/wnt-1.

Se preparé la linea celular derivada mamaria de ratén C57MG/wnt-1 mediante la transformacién en primer lugar
de la linea parental con un vector retroviral de Wnt-1, pBabe Puro (5,1 kb). Este vector tiene un 5° LTR, elementos de
empaquetamiento, un sitio de clonacién multiple, el gen de resistencia a puromicina alejada del promotor de SV40, un
3’ LTR, y los elementos bacterianos para la replicacion y la seleccion de ampicilina. Se modificé ligeramente el vector
para la clonacién de Wnt-1 mediante la eliminacién del sitio HindIII tras el promotor de SV40 y la adicién de un sitio
HindIII en el sitio de clonacién miltiple. Se cloné Wnt-1 a partir de EcoRI-HindIlI en el sitio de clonacién multiple.
La Figura 7 muestra un mapa del vector.
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Se desarrollaron las células derivadas transformadas de un modo convencional, y se selecciond la poblacidn celular
final en DMEM + FCS al 10% con 2,5 ug/ml de puromicina para estabilizar el vector de expresién. Se realizé la
PCR utilizando el kit de Clontech, incluyendo el cebador de sintesis de ADNc (SEC ID N°: 20), adaptadores 1 y 2
(SEC ID Nos: 21 y 22, respectivamente) y secuencias complementarias para los adaptadores (SEC ID Nos: 23 y 24,
respectivamente), cebador 1 de PCR (SEC ID No: 25), cebador 2 de PCR (SEC ID No: 26), cebador 1 de PCR anidado
(SEC ID No: 27), cebador 2 de PCR anidado (SEC ID No: 28), cebador G3PDHS5’ de cebador de control (SEC ID No:
29), y cebador G3PDH3’ de cebador de control (SEC ID No: 30), mostrado en la Figura 8.

Se insertaron productos generados a partir de la reaccién de PCR secundaria en la region del sitio de clonacién del
vector pGEM-T (Promega), mostrado en la Figura 9 (SEC ID Nos: 31 y 32 para las secuencias 5’ y 3’, respectivamen-
te). Se prepararon los ADNs de pldsmido utilizando el Wizard Miniprep Kit™ (Promega). Se realiz6 la secuenciacion
de ADN de los fragmentos de PCR subclonados de forma manual mediante la reaccién de terminacién de cadena
(Sequenase 2.0™ Kit, Pharmacia). Se realizaron bisquedas de homologia de 4cido nucleico utilizando el programa
BLAST anotado anteriormente.

Se secuenciaron un total de 1384 clones a partir de mas de 5000 encontrados. Se prepararon un total de 1996
plantillas de ADN. Se utiliz6 un programa para recortar el vector, y se utilizé un programa diferente para agrupar los
clones en dos o mas clones idénticos o con un solapamiento de 50 bases iguales. A continuacion, se realizé un BLAST
de un clon representativo de la agrupacion. Se disefiaron cebadores para RT-PCR para ver si los clones se expresaban
de manera diferencial.

2. RT-PCR semicuantitativa

El clon inicial aislado, designado como clon 65, tenia 212 pb y la secuencia:

S'CAGAGGGTGGGTGGGAAAGAGTGAATTATTTAATTTTAAATGTTATAATAAAGCCAATGT
AGTTGAGACCAAGGAAATGAGCATTGAGAACACAAACTTGAAGTCTGGTGCCAGGGTTGT
TGGACCTCACACCCTGTCTCTGAGCCACCCGGAAGTGACATARAGGACGCTGT
GTGATCAAGTTCTGGACACTTTTCTGGGATG (SEQ ID NO:11).

Los cebadores de RT-PCR se disefiaron para confirmar la expresion diferencial, obtener clones adicionales, cribar
clon de ratén de longitud completa, y cribar el clon humano. Los cebadores de RT-PCR se disefiaron tal como se
indica a continuacion:

65.pcr.topl: 5'-CAGAGGGTGGGTGGGAAAGAGTGA (SEC ID NO: 33)

Y
65.pcr.bot2: 3'-CCTTCACTGTATTTCCTGCGACAC (SEC ID NO: 34)

Para el procedimiento de RT-PCR, se desarrollaron lineas celulares para la subconfluencia antes de extraer el
ADN. El ARN total se extrajo utilizando Stat-60™ (Tel-Test™ B) segin las instrucciones del fabricante. La primera
cadena de ADNc se prepar6 a partir de 0,1 ug - 3 ug de ARN total con el kit Superscript™ RT (Gibco, BRL). La
amplificacién por PCR de 5 ul de la primera cadena de ADNCc se realiz6 en una reaccién de PCR con 50 ul. Los
cebadores anteriores se utilizaron para amplificar la primera cadena de ADNc. Como controles, se utilizaron ceba-
dores correspondientes a las posiciones de nucleétidos 707-729 (sentido; 5’-GTGGCCCATGCTCTGGCAGAGGG
(SEC ID No. 35)) o 836-859 (sentido; 5’-GACTGGAGCAAGGTCGTCCTCGCC (SEC ID No. 36)) y 1048-1071
(antisentido; 5’-GCACCACCCACAAGGAAGCCATCC (SEC ID No. 37)) de triosafosfato isomera humana (huTPI)
(Magquat et al., J. Biol. Chem., 260: 3748-3753 (1985); Brown et al., Mol. Cell. Biol., 5: 1694-1706 (1985)), para
amplificar la primera cadena de ADNCc. Para la triosafosfato isomera de ratén, se utilizaron para la amplificacién los
cebadores correspondientes a las posiciones de nucledtidos 433-456 (sentido: 5’-GACGAAAGGGAAGCCGGCAT
CACC (SEC ID No. 38)) o 457-480 pb (sentido; 5’-GAGAAGGTCGTGTTCGAGCAAACC (SEC ID No. 39)) y
577-600 pb (antisentido; 5’- CTTCTCGTGTACTTCCTGTGCCTG (SEC ID No. 40)) 0 694-717 pb (antisentido; 5’-
CACGTCAGCTGGCGTTGCCAGCTC (SEC ID NO. 41)).

Brevemente, se afiadieron 4 uCi de (-**P)CTP (3000 Ci/mmol) a cada reaccion con 2,5 U de TaKaRa Ex Taq™
(Panvera, Madison, WI) y 0,2 uM de cada dNTP. Las reacciones se amplificaron en un 480 PCR termociclador™
(Perkin Elmer) utilizando las siguientes condiciones: 94°C durante 1 minuto, 62°C durante 30 segundos, 72°C durante
1 minuto, durante 18-25 ciclos. Se realiz6 una electroforesis sobre gel de poliacrilamida al 6% de 5 ul de productos de
PCR. El gel se expuso a una pelicula. Se obtuvieron mediciones de densitometria utilizando el software Alpha Ease
Version 3.3a™ (Alpha Innotech Corporation) para cuantificar los productos génicos especificos de clon 65 y clon 320
o especificos de TPI.
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3. Andlisis de transferencia Northern

Se hibridaron las transferencias (blots) Northern de mdltiples tejidos de adulto (Clontech) y la transferencia Nort-
hern del poliA+ARN de C57MG parental y del derivado C57TMG/Wnt-1 (2 pg/banda) con una sonda designada como
65.50.mer.2 de las bases de nucleétidos 261-310 de las figuras 1A y 1B:

5/ -CAACTTCTCGGCCGTGGTGTCTGTAGATGGGCGGCCTGTGAGACTCCAGC (SEC
ID No. 42)

generada utilizando los cebadores indicados anteriormente. Las membranas se lavaron en 0,1 x SSC a 55-65°C y
se expusieron a autorradiografia. Las transferencias se rehibridaron con una sonda sintética de 75 pb del gen de
actina humano. Véase, Godowski ef al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 86: 8083-8087 (1989) para un procedimiento de
fabricacion de una sonda con oligos solapantes, que es como se preparé la sonda de actina.

4. Cribado de librerias de ADNc

Los clones que codificaban el polipéptido del clon 65 de longitud completa de ratén se aislaron mediante el cribado
de ARN biblioteca 211: C57MG/Wnt-1 mediante hibridacién de colonias con la sonda anterior. Los insertos de ciertos
de estos clones se subclonaron en pBLuescript™ IISK+ y su secuencia de ADN se determiné mediante secuenciacion
de didesoxi ADN en ambas cadenas.

5. Resultados

La técnica recientemente descrita de SSH combina una eficacia de sustraccién elevada con una representacion
igualada de secuencias expresadas de manera diferencial. Este procedimiento se basa en reacciones especificas de
PCR que permiten la amplificacién exponencial de ADNcs que difieren en abundancia, mientras que se suprime la
amplificacion de secuencias de abundancia idéntica en dos poblaciones. La técnica de SSH se utiliz6 en la presente
invencién para aislar genes expresados en una célula mioepitelial mamaria de ratén transformada con Wnt-1, cuya
expresion se reduce o estd ausente en la célula mioepitelial parental. El poliA+ARN extraido de ambos tipos de células
se utilizo para sintetizar los ADNcs de prueba y conductores. El grado de eficacia de la sustraccién se monitorizo
mediante andlisis de transferencia Southern de productos de PCR no sustraidos y sustraidos utilizando una sonda de 3-
actina. No se observd ARNm de $-actina en los productos de PCR sustraidos, confirmando la eficacia de la sustraccion.

Después de llevar a cabo la RT-PCR y el andlisis de transferencia Northern en el clon inicial para confirmar la
expresion diferencial, se observé aproximadamente una induccién de 2 veces en la linea celular Wnt-1 mediante
transferencia Northern y una induccién de 4,5 veces mediante RT-PCr. Tras el cribado de la biblioteca, se obtuvo el
clon 65 de longitud completa de ratén, designado como clon 65.11.3. E1 ADNCc para el clon 65 de ratén codifica una
nueva proteina intracelular que es inducida fuertemente en la linea celular Wnt-1/C57 mg, pero estd ausente o a niveles
muy bajos, en las células C57 mg parentales. Este clon, 65.11.3, codifica una proteina aproximadamente idéntica en
un 48-60% en la secuencia a miembros de la familia Rho de GTPasas pequeiias.

La secuencia de nucleétidos y la secuencia de aminodcidos putativa del clon 65 de ratén se muestran en las figuras
1Ay 1B (SECID Nos. 4 y 6, respectivamente). La alineacidn de las secuencias de aminodcidos del clon 65 de humano
y ratén se muestra en la figura 6 (SEC ID Nos. 3 y 6, respectivamente). El clon de ratén se colocé en pRKSE, descrito
anteriormente, y se deposité con la ATCC. Tras la transformacién en células JM 109, el plasmido hace que las células
sean resistentes a ampicilina. Tras la digestién con HindIIl y Nofl, las células proporcionan un inserto en el ratén
de 786 pares de bases desde el codén Met hasta el codén de parada. Existen 1824 pb en direccién 5° del sitio Notl
que codifican el antigeno estable al calor (HSA) de ratén (CD24) fusionado al inserto del clon 65, que se puede
eliminar mediante digestién con Notl. Debido a que la secuencia de HSA adyacente al extremo 5° del gen se extrajo
electrénicamente, no existe secuencia 5° para el clon 65 en direccién 5’ de la Met en las figuras 1A'y 1B.

Sin limitarse a ninguna teoria, los cebadores de PCR/RT pueden caer en la 3’UTR de un clon “spliced” alternativa-
mente dado que el clon final 65.11.3 (clon 65 de ratén) no tiene estas secuencias. Se obtuvieron un conjunto de otros
clones mediante el cribado de una biblioteca de ADNc de C57 mg/Wnt-1 utilizando las sondas especificas descritas a
continuacion.

Se identificaron dos clones posteriores, designados como 65.11 y 65.9 y que tenian 2224 y 2004 pb, respectiva-
mente, utilizando una sonda derivada del clon 65 original de 212 pb. Sus secuencias (SEC ID Nos. 12 y 13, respec-
tivamente) se muestran en las figuras 10 y 11, respectivamente. Los clones 65.11 y 65.9 tienen diferentes extremos
5’, practicamente extremos 3’ idénticos, y repeticiones CA. El extremo 5’ del clon 65.11 tiene una regién del tipo
CDC-42. El extremo 5’ del clon 65.9 contiene una regién con homologia con parte de una EST de 314 pb, AA462407
(aislada de una gldndula mamaria de ratén).

Se obtuvieron otros tres clones de la misma biblioteca mediante cribado con una sonda derivada de la regién
homéloga a CDC-42 del clon 65.11:clon 65.11.1 que tiene 836 pb (SEC ID No. 14; figura 12), el clon 65.11.3 del
clon 65 de longitud completa de ratén (SEC ID No. 15; figuras 13A-13B) que tiene 2251 pb, descrito a continuacion,
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y la regidén codificante del cual se describe en las figuras 1A-1B y comparte una regién en el extremo 5’ con EST
AA613604 (aislado de placenta de ratén adulto) y el clon 65.11.6 que tiene 847 pb (SEC ID No. 16, figura 14).

Los otros tres clones (65.1, 65.6 y 65.13) también se obtuvieron del cribado primario (utilizando una parte del clon
65 original como sonda, uno de los cuales (clon 65.1) tiene un extremo 5’ similar al del clon 65.9). Las secuencias de
estos clones (SEC Id Nos. 17, 18 y 19, respectivamente) se muestran en las figuras 15, 16 y 17, respectivamente.

Los clones posteriores, que pueden ser variantes de “splice”, contienen piezas del extremo 3’ del clon inicial y/o
contienen un extremo 5’ inusual, y/o contienen un extremo de tipo CDC-42.

Ejemplo 2
Aislamiento de un clon de ADNc que codifica el clon 320 de raton

El ADNc para el clon 320 de ratén se aislé independientemente mediante cribado diferencial de Wnt-1 utilizando
el procedimiento descrito en el ejemplo 1. El clon inicial aislado se designé como clon 320 y tenia 165 pb. Habia
dos clones en este grupo. El clon se secuencié por lo menos parcialmente tal como se ha descrito anteriormente y los
cebadores de RT-PCR se disefaron tal como se indica a continuacion:

320.pcr.top 1: (correspondiente a las bases 2319-2342 de las figuras 4A-4B)

5’ ~GCACACACGCATGGAGGCAAGCTC (SEC ID No: 43)

320.pcr.botl: (correspondiente a las bases 2423-2446 de las figuras 4A-4B)
3’ -ACCACCTCGACATTTGTTCTACCG (SEC ID No: 44)

Los procedimientos de RT-PCR y transferencia Northern se llevaron a cabo tal como se ha descrito en el Ejemplo
1 para confirmar la expresion diferencial.

A continuacién, se aislaron cuatro clones que codifican el clon 320 de ratén de longitud por lo menos parcial
mediante el cribado de ARN biblioteca 211: C57MG/Wnt-1 mediante hibridacién de colonias con una sonda designada
como 320.50.mer.1 de las bases de nucledtidos 1997-2046 de las figuras 4A y 4B:

5’ -CTCCTGACCTTTGGGGCTGCCACTTCCCAGGACGACCACTGCCTGCCCAC (SEc
ID No: 45).

El ADNCc para el clon 320 de ratén codifica una nueva proteina que estd fuertemente inducida en la linea celular
Wnt-1/C57 mg, pero estd ausente en las células C57 mg parentales y puede ser ttil en la regulacion de las células
cancerosas.

La secuencia de nucleétidos de una secuencia de consenso formada por los tres clones (SEC ID No. 7) se muestra
en las figuras 4A y 4B. La secuencia de nucleétidos de otro clon del clon 320 de ratén se muestra en las figuras SA y 5B
(SEC ID No. 8) y de otro clon se muestra en la figura 6 (SEC ID No. 9). La secuencia de consenso es una secuencia
del clon 320 de ratén de 2822 pb que no tiene un marco de lectura abierto obvio o aparente y es probablemente
un clon parcial. Cuando el ARN de tumores que aparecen en ratones en una colonia establecida a partir de dos
ratones transgénicos machos Wnt-1 (proporcionados por Harold Varmus en NCI) se sometié a RT-PCR utilizando los
cebadores anteriores, el clon 320 fue fuertemente inducido. Una seccién muy pequefia de aproximadamente sélo 200
pb de la secuencia de consenso se empareja con una regién en la 3’UTR de Wnt-5A humana.

El clon de ratén se coloc6 en pRKSE, descrito anteriormente, y se deposité con la ATCC. Tras la transformacién en
células JM 109, el pldsmido hace que las células sean resistentes a ampicilina. Tras la digestién con BamHI y Hindlll,
se proporciona un inserto de ratén de un tamafio de aproximadamente 3000 pares de bases.

Ejemplo 3
Aislamiento de un clon de ADNc que codifican el clon 65 humano

Para aislar el clon humano de longitud completa correspondiente a 65.11.3 (clon 65 de ratén), se crib6 una bibliote-
ca de ADNCc de higado fetal humano (Clontech), tratado con el kit SuperScript™ utilizando el vector pRK5E tal como
se ha descrito anteriormente, con una sonda (65.50.mer.2 (SEC ID No. 42) indicada anteriormente en el Ejemplo 1) a

baja astringencia (20% de formamida, 1 X SSC, lavado a 55°C).
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Se identificaron cuatro clones: 65.1, 65.4, 65.5 y 65.6. Los insertos para estos clones se subclonaron en pBlue-
script™ IISK+ y su secuencia de ADN se determiné mediante secuenciacién de didesoxi ADN en ambas cadenas. Se
obtuvo una secuencia de consenso a partir de estos clones para producir tanto la secuencia de nucleétidos como la
secuencia de aminodcidos putativa para el clon 65 humano. La secuencia de consenso y la secuencia de aminodcidos
derivada se muestran en las figuras SA y 5B (SEC ID Nos. 1 y 3, respectivamente). El clon 65.1 (SEC ID No. 46)
empieza en el nucledtido de posicién 51 y termina en el 227 de la SEC ID No. 1 y estd rodeada en la figura. El
segundo clon 65.4 (SEC ID No. 47) empieza en el nucleétido de posicion 51 y termina en el 824 de la SEC ID No.
1. El tercer clon 65.6 (SEC ID No. 48) empieza en el nucleétido de posicién 480 y termina en el 1319 de la SEC ID
No. 1 en las figuras SA-5B. Esta secuencia de consenso de las 5A-5B (SEC ID No. 1) tiene una homologia del 93%
con la secuencia de nucleétidos del clon 65 de la figura 1 (SEC ID No. 4). Véase la figura 6. Mediante la bisqueda de
homologia, se observa que el clon 65 humano, al igual que el clon 65 de ratén, es un miembro de la familia de Rho,
Rac y CDC42. Debido a la homologia con la familia de Rho y Rac, se cree que estas proteinas estdn implicadas en la
regulacién por incremento de los genes del cdncer.

El clon de ratén se colocé en un pldsmido pRKSE, tal como se ha descrito anteriormente y se depositd con la
ATCC. Tras la transformacién en células JM 109, las células se volvieron resistentes a ampicilina. Tras la digestién
con Xbal y Notl, se proporciona un inserto de un tamafio de 777 pares de bases desde el ATG hasta el codén de parada.

Ejemplo 4
Hibridacion in situ

La hibridacién in situ es una técnica potente y versatil para la deteccioén y localizacién de secuencias de dcidos
nucleicos en preparaciones de células o tejido. Puede ser util, por ejemplo, para identificar sitios de expresion génica,
analizar la distribucién en el tejido de la transcripcidn, identificar y localizar la infeccién viral, seguir los cambios en
la sintesis de ARNm especifico y ayudar en el mapeo de los cromosomas.

La hibridacioén in situ se llevé a cabo siguiendo una version optimizada del protocolo por Lu y Gillett, Cell Vision
1: 169-176 (1994)), utilizando ribosondas marcadas con **P generadas por PCR. Brevemente, se seccionan tejidos
humanos bafiados en parafina y fijados a formalina, se desparafinaron, se desproteinaron en proteinasa K (20 g/ml)
durante 15 minutos a 37°C, y se procesaron posteriormente para una hibridacion in situ tal y como se describe por Lu
y Gillett, supra. Se gener6 una ribosonda antisentido marcada con [**-P] UTP a partir de un producto de PCR y se
hibrid6 a 55°C durante toda la noche. Los portaobjetos se sumergen en una emulsién nuclear de rastreo Kodak NTB2
y se expusieron durante 4 semanas.

Sintesis de ribosondas con 3P

Se secaron con concentradores centrifugos de tipo Speed-Vac 6,0 ul (125 mCi) de **P-UTP (Amersham BF 1002,
SA <2000 Ci/mol). A cada tubo que contenia **P-UTP secado, se afiaden los siguientes ingredientes:

2,0 ul 5x de tamp6n de transcripcion

1,0 ul de DTT (100 mM)

2,0 ul de mezcla de NTP (2,5 mM: 10 ul; cada uno de 10 mM de GTP, CTP y ATP + 10 ul de H,0)

1,0 ul de UTP (50 uM)

1,0 ul RNAsina

1,0 ul de plantilla de ADN (1 ug)

1,0 ul de H,O

1,0 ul de ARN polimerasa (para productos de PCR T3 = AS, T7 = S, normalmente)

Los tubos se incubaron a 37°C durante una hora. Se afiadieron un total de 1,0 ul de RQ1 ADNasa, seguido de
incubacién a 37°C durante 15 minutos. Se afiadieron un total de 90 ul de TE (Tris 10 mM pH 7,6/1 mM EDTA
pH 8.,0), y la mezcla se pipeted sobre papel DE81. La solucién remanente se cargd en una unidad de ultrafiltracién
MICROCON-50™, y se centrifugé utilizando el programa 10 (6 minutos). La unidad de filtracién se invirtié sobre
un segundo tubo y se centrifugé utilizando el programa 2 (3 minutos). Después del giro final de recuperacién, se
afiadieron un total de 100 ul de TE. A continuacion, se pipeted 1 ul del producto final sobre papel DES1 y se contaron
en 6 ml de BIOFLUOR II™,

La sonda se extendi6 sobre un gel de TBE/urea. Se afiadieron un total de 1-3 ul de la sonda o 5 ul de ARN MrklIl
a 3 ul de solucién tamp6n de carga. Después de calentar sobre un bloque de calor a 95°C durante 3 minutos, el gel se

colocé inmediatamente sobre hielo. Los pocillos del gel se nivelaron, se carg6 la muestra y se oper6 a 180-245 voltios
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durante 45 minutos. El gel se envolvié en un envoltorio de pldstico (marca SARAN™) y se expuso a una pelicula
XAR con una pantalla intensificadora en un congelador a -70°C desde una hora hasta toda la noche.

Hibridacion de 3-P
A. Pretratamiento de las secciones congeladas

Los portaobjetos se extrajeron del congelador, se colocaron sobre bandejas de aluminio y se descongelaron a
temperatura ambiente durante 5 minutos. Las bandejas se colocaron en una incubadora a 55°C durante cinco minutos
para reducir la condensacion. Los portaobjetos se fijaron durante 10 minutos en paraformaldehido al 4% sobre hielo
en la campana de extraccion, y se lavaron en 0,5 x SSC durante 5 minutos a temperatura ambiente (25 ml 20 x SSC +
975 ml s.c. H,O). Después de la desproteinacion en 0,5 pg/ml de proteinasa K durante 10 minutos a 37°C (12,5 ul de
10 mg/ml de reserva en 250 ml de tampén de ARNasa sin ARNasa precalentado), las secciones se lavaron en 0,5 x
SSC durante 10 minutos a temperatura ambiente. Las secciones se deshidrataron en etanol al 70%, 95%, 100% durante
2 minutos cada una.

B. Pretratamiento de las secciones baiiadas en parafina

Los portaobjetos se desparafinaron, se colocaron en s.c. H,O, y se enjuagaron dos veces en 2 x SSC a temperatura
ambiente, durante 5 minutos casa vez. Las secciones se desproteinaron en 20 pg/ml de proteinasa K (500 ul de 10
mg/ml en 250 ml de tampén de ARNasa sin ARNasa; 37°C, 15 minutos) para tejido de embrién humano, u 8 x
proteinasa K (100 ul en 250 ml de tampén de ARNasa, 37°C, 30 minutos) para tejidos en formalina. El posterior
enjuague en 0,5 x SSC y deshidratacion se llevaron a cabo tal y como se ha descrito anteriormente.

C. Prehibridacion

Los portaobjetos se dispusieron en una caja de plastico recubierta por tampén de Caja (4 x SSC, formamida al
50%). El papel de filtro se saturd. El tejido se recubrié con 50 ul de tampoén de hibridacién (3,75 g de sulfato de
dextrano + 6 ml de s.c. H,O), se centrifugd y se calent6 en el microondas durante 2 minutos con la tapa aflojada.
Después de enfriar sobre hielo, se afladieron 18,75 ml de formamida, 3,75 ml de 20 x SSC y 9 ml de s.c. H,0, y el
tejido se centrifugé bien y se incub6 a 42°C durante 1-4 horas.

D. Hibridacion

Se calentaron a 95°C durante 3 minutos 1,0 x 10° cpm de sonda y 1,0 ul de ARNt (50 mg/ml reserva) por portaobje-
to. Los portaobjetos se enfriaron sobre hielo, y se afiadieron 48 ul de tampdn de hibridacion por portaobjeto. Después
de centrifugar, se afiadieron 50 ul de una mezcla de **P a 50 ul de prehibridacion en el portaobjetos. Los portaobjetos
se incubaron durante toda la noche a 55°C.

E. Lavados

El lavado se realizé durante 2 x 10 minutos con 2 x SSC, EDTA a temperatura ambiente (400 ml de 20 x SSC +
16 ml de EDTA 0,25 M, V=4 L), seguido de un tratamiento con ARNasaA a 37°C durante 30 minutos (500 ul de 10
mg/ml en 250 ml de tampén de ARNasa = 20 ug/ml). Los portaobjetos se lavaron 2 x 10 minutos con 2 x SSC, EDTA
a temperatura ambiente. Las condiciones de lavado de astringencia fueron las siguientes: 2 horas a 55°C, 0,1 x SSC,
EDTA (20 ml 20 x SSC + 16 ml de EDTA, V;=4 L).

F. Oligonucledtidos

Se realiz6 un andlisis in situ en las secuencias de ADN descritas en la presente invencion. Los oligonucledtidos
utilizados para estos andlisis son los siguientes.

(1) Clon 65.11

pl: 5'-GGA TTC TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGC AGC GTT GAC TCA
GAA AAA CC-3’ (SEC ID No: 49)
p2: 5’-CTA TGA AAT TAA CCC TCA CTA AAG GGA GCA TAT GAA TTT
CAG CCC TAA-3' (SEC ID No: 50)
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(2) Clon 320.50

p3: 5'-GGA TTC TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGC ACG CAC ATC TGT
TTC CGT TTT-3' (SEC ID No: 51)
pd4: 5'-CTA TGA AAT TAA CCC TCA CTA AAG GGA CCA TCC CCG CTC
TCT ACC TA-3’ (SEC ID No: 52)

G. Resultados

Se realiz6 un andlisis in situ en las secuencias de ADN anteriores descritas en la presente invencién. Los resultados
de estos andlisis son los siguientes.

(1) Clon 65.11

Expresion en tejidos de raton: Este clon se expreso en ganglios espinales en desarrollo de un ratén E15.5 y en las
cuspides de las vélvulas cardiacas de un ratén adulto.

(2) Clon 320.50

Expresion en tejidos de raton: Este clon se expresé en la capa de células piramidales de hipocampo y la circunvo-
lucién dentada de un cerebro de ratén adulto. También se expresé en el pulmén, médula renal y foliculos pilosos de
un ratén E15.5.

Ejemplo 5
Utilizacion de ADN que codifica polipéptidos de clon 65 y 320 como sonda de hibridacion

El siguiente procedimiento describe el uso de una secuencia de nucledtidos que codifica un polipéptido del clon 65
6 320 como sonda de hibridacién.

El ADN que comprende la secuencia codificante del clon 65 de longitud completa humano (tal como se muestra
en las figuras SA y 5B, SEC ID No. 3), o del clon 65 de ratén (tal como se muestra en las figuras 1A y 1B, SEC ID
No. 6), o del clon 320 de longitud completa de ratén (las secuencias parciales mostradas en las figuras 2, 3 y 4; SEC
ID Nos. 7, 8 y 9, respectivamente) se utiliza como sonda para cribar los ADNs homélogos (tales como aquéllos que
codifican variantes naturales de estos polipéptidos del clon 65 y 320 particulares) en bibliotecas de ADNc de tejido
humano o bibliotecas genémicas de tejido humano.

La hibridacién y el lavado de filtros que contienen cualquier ADN de biblioteca se realizan segtn las siguientes
condiciones de elevada astringencia. La hibridacién de la sonda radiomarcada derivada de polipéptido del clon 65 o
polipéptido del clon 320 a los filtros se realiza en una solucién al 50% de formamida, 5x SSC, SDS al 0,1%, pirofosfato
de sodio al 0,1%, 50 mM de fosfato de sodio, pH 6,8, 2x de solucién de Denhardt, y sulfato de dextrano al 10% a 42°C
durante 20 horas. El lavado de los filtros se realiza en una solucién acuosa de 0,1x SSC y SDS al 0,1% a 42°C.

A continuacién, se pueden identificar los ADNs que tienen una identidad secuencial deseada con el ADN que
codifica un polipéptido de clon 65 6 320 de secuencia nativa de longitud completa utilizando las técnicas estdndar
conocidas en el sector.

Ejemplo 6
Expresion de polipéptido de clon 65 ¢ 320 en E. coli

Este ejemplo ilustra la preparacion de una forma no glicosilada de polipéptido del clon 65 6 320 mediante la
expresion recombinante en E. coli.

La secuencia de ADN que codifica el polipéptido de clon 65 6 320 se amplifica inicialmente utilizando cebadores
de PCR seleccionados. Los cebadores deberian contener sitios para las enzimas de restricciéon que se correspondan
con los sitios para enzimas de restriccion en el vector de expresion seleccionado. Se puede utilizar una variedad de
vectores de expresion. Un ejemplo de vector adecuado es el pBR322 (derivado del E. coli, véase Bolivar et. al., Gene,
2:95 (1977)) que contiene genes para la resistencia a la ampicilina y la tetraciclina. El vector se digiere con una enzima
de restriccion y se desfosforila. A continuacidn, las secuencias amplificadas por PCR se unen en el vector. El vector
preferiblemente incluird secuencias que codifican un gen resistente a un antibiético, un promotor trp, una secuencia
lider poli-His (incluyendo los primeros seis codones STII, secuencia poli-His, y sitio de division para la enteroquinasa),
la regién codificante de clon 65 o la regién codificante de clon 320, el finalizador transcripcional lambda, y un gen
argU.
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A continuacién, la mezcla de unién se utiliza para transformar una cepa seleccionada de E. coli utilizando los
procedimientos descritos en Sambrook et. al., supra. Los transformantes se identifican por su capacidad para crecer en
placas de LB y, a continuacion, se seleccionan las colonias resistentes a los antibiéticos. El ADN pldsmido se puede
aislar y confirmar mediante el andlisis de restriccion y la secuenciacién del ADN.

Los clones seleccionados se pueden desarrollar durante toda la noche en un medio de cultivo liquido tal como el
caldo LB suplementado con antibidticos. El cultivo de toda la noche se puede utilizar posteriormente para inocular un
cultivo a mayor escala. A continuacion, las células se desarrollan hasta una densidad 6ptica deseada, durante la cual el
promotor de la expresion se activa.

Después de cultivar las células durante muchas mds horas, las células se pueden recoger mediante centrifugacion.
El residuo de células obtenido mediante la centrifugacién se puede solubilizar utilizando diversos agentes conocidos
en la técnica, y el polipéptido de clon 65 6 320 se puede a continuacion purificar utilizando una columna quelante de
metal en condiciones que permiten la unién fuerte de la proteina.

Ejemplo 7
Expresion de polipéptido de clon 65 ¢ 320 en células de mamiferos

Este ejemplo ilustra la preparacion de una forma potencialmente glicosilada de polipéptido de clon 65 6 320
mediante la expresion recombinante en células de mamiferos.

El vector pRKS se puede utilizar como vector de expresion. EI ADN apropiado que codifica el polipéptido de
clon 65 6 320 esta ligado en el pRKS con enzimas de restriccion seleccionadas para permitir la insercién del ADN
para el polipéptido de clon 65 6 320 utilizando procedimientos de unién tales como los descritos en Sambrook et. al.,
supra. A los vectores resultantes se les hacer referencia convenientemente de manera general como pRKS5E.clon 65 o
pRKSE.clon320, respectivamente, en la siguiente descripcion general.

En una realizacién, las células huésped seleccionadas pueden ser células 293. Las células 293 humanas (ATCC
CCL 1573) se cultivan para unirse en placas de cultivo de tejidos en un medio tal como DMEM suplementado con
suero de ternera fetal y opcionalmente, componentes nutricionales y/o antibidticos. Se mezclan aproximadamente 10
g de ADN de pRKS5E.clon 65 o pRKS5E.clon 320 se mezcla con aproximadamente 1 ug de ADN que codifica el gen
del ARN de VA [Thimmappaya et. al., Cell, 31:543 (1982)] y se disuelve en 500 ul de 1 mM de Tris-HCI, 0,1 mM de
EDTA, 0,227 M de CaCl,. A esta mezcla se le afiade, gota a gota, 500 ul de 50 mM de HEPES (pH 7,35), 280 mM de
NaCl, 1,5 mM de NaPO,, y se deja formar un precipitado durante 10 minutos a 25°C. El precipitado se suspende y se
afiade a células 293 y se deja reposar durante aproximadamente cuatro horas a 37°C. El medio de cultivo se aspira y se
afiaden 2 ml de glicerol al 20% en solucién salina tamponada con fosfato (PBS) durante 30 segundos. A continuacién,
las células 293 se lavan con medio sin suero, se afiade medio nuevo y las células se incuban durante aproximadamente
5 dfas.

Aproximadamente 24 horas después de las transfecciones, el medio de cultivo se extrae y se reemplaza por medio
de cultivo (solo) o medio de cultivo que contiene 200 uCi/ml de **S-cisteina y 200 pCi/ml **S- metionina. Tras una
incubacién de 12 horas, se recoge el medio acondicionado, se concentra en un filtro de centrifugacién y se carga en
un gel SDS al 15%. El gel procesado puede secarse y exponerse a una pelicula durante un periodo de tiempo concreto
para revelar la presencia del polipéptido de clon 65 6 320. Los cultivos que contienen células transfectadas pueden
experimentar una incubacién adicional (en medio sin suero) y el medio se examina en bioensayos concretos.

En una técnica alternativa, se puede introducir el polipéptido de clon 65 6 320 en células 293 transitoriamente
utilizando el procedimiento del sulfato de dextrano descrito por Somparyrac et. al., Proc. Natl. Acad. Sci., 12: 1575
(1981). Las células 293 se desarrollan hasta la mdxima densidad en un frasco giratorio y se afiaden 700 ug de ADN
de pRKSE.clon65 o pRKSE.clon 320. En primer lugar, las células se concentran en el fraco giratorio mediante cen-
trifugacién y se lavan con PBS. El precipitado de ADN-dextrano es incubado en el residuo celular durante cuatro
horas. Las células se tratan con glicerol al 20% durante 90 segundos, se lavan con medio de cultivo de tejido, y se
reintroducen en el frasco giratorio que contiene el medio de cultivo de tejidos, 5 ug/ml de insulina bovina y 0,1 pug/ml
de transferrina bovina. Después de aproximadamente cuatro dias, el medio acondicionado se centrifuga y se filtra para
eliminar las células y los debris. La muestra que contiene el polipéptido de clon 65 ¢ 320 expresado se puede concen-
trar a continuacion y purificar mediante cualquier procedimiento seleccionado, tal como la didlisis y/o cromatografia
en columna.

En otra realizacién, polipéptido de clon 65 6 320 puede expresarse en células CHO. El pRKS5E.clon 65 o pRKSE.
clon 320 pueden transfectarse en células CHO utilizando reactivos conocidos, tales como CaPO, o DEAE-dextrano.
Tal y como se ha descrito anteriormente, los cultivos celulares pueden incubarse, y el medio remplazarse por medio de
cultivo (solo) o medio que contiene un radiomarcador, tal como la **S-metionina. Después de determinar la presencia
del polipéptido de clon 65 6 320, el medio de cultivo puede remplazarse por medio sin suero. Preferiblemente, los
cultivos se incuban durante aproximadamente 6 dias y, a continuacién, se recoge el medio acondicionado. A conti-
nuacién, el medio que contiene el polipéptido de clon 65 6 320 expresado puede concentrarse y purificarse mediante
cualquier procedimiento seleccionado.

31



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2316173 T3

El polipéptido de clon 65 6 320 etiquetado con epitopo puede expresarse también en células CHO huésped. El
polipéptido de clon 65 6 320 puede subclonarse fuera del vector pRKS. Suva et al., Science, 237: 8§93-896 (1987);
EP 307.247 publicada el 15-3-1989. El inserto del subclén puede experimentar PCR para fusionarse en el marco
con una etiqueta de epitopo concreta, tal como una etiqueta de poli-His en un vector de expresioén de Baculovirus. El
inserto de polipéptido de clon 65 6 320 etiquetado con poli-His puede subclonarse a continuacién en un vector dirigido
por SV40 que contiene un marcador de seleccion, tal como DHFR, para seleccionar clones estables. Finalmente, las
células CHO pueden transfectarse (tal y como se ha descrito anteriormente) con el vector dirigido por SV40. El marcaje
puede realizarse, tal y como se ha descrito anteriormente, para verificar la expresion. El medio de cultivo que contiene
el polipéptido de clon 65 ¢ 320 etiquetado con poli-His expresado puede a continuacién concentrarse y purificarse
mediante cualquier procedimiento seleccionado, tal como mediante cromatografia de afinidad de quilato con Ni**.

Ejemplo 8
Expresion de polipéptido de clon 65 6 320 en levadura
El siguiente procedimiento describe la expresién recombinante de un polipéptido de clon 65 6 320 en levadura.

En primer lugar, los vectores de expresion de levadura se construyen para la produccién o secrecion intracelular
de un polipéptido de clon 65 6 320 a partir del promotor ADH2/GAPDH. El ADN que codifica un polipéptido de clon
65 6 320 y el promotor se insertan en los sitios para enzimas de restriccion adecuados en el pldsmido seleccionado
para dirigir la expresion intracelular. Para la secrecion, el ADN que codifica un polipéptido de clon 65 6 320 puede
clonarse en el pldsmido seleccionado, junto con el ADN que codifica el promotor ADH2/GAPDH, un péptido sefial
del clon 65 6 320 nativo u otro péptido sefial de mamifero, o factor alfa de levadura o la secuencia sefial/lider secretora
de la invertasa, y secuencias enlazadoras (si se necesitan) para la expresion.

Las células de levadura, tales como la cepa AB110 de la levadura, pueden a continuacion transformarse con los
plasmidos de expresién descritos anteriormente y cultivarse en medios de fermentacién seleccionados. Los sobrena-
dantes de levadura transformados pueden analizarse mediante precipitacidon con dcido tricloroacético al 10% y una
separacion mediante SDS-PAGE, seguido de la tincién de los geles con azul de Coomassie.

El polipéptido de clon 65 6 320 recombinante puede aislarse posteriormente y purificarse mediante la extraccién
de las células de levadura del medio de fermentacién por centrifugacidén y, a continuacion, la concentracién del medio
utilizando filtros de cartucho especificos. El concentrado que contiene polipéptido del clon 65 6 320 puede purificarse
adicionalmente utilizando resinas de cromatografia en columna concretas.

Ejemplo 9
Expresion de polipéptido de clon 65 6 320 en células de insectos infectadas de Baculovirus

El siguiente procedimiento describe la expresién recombinante de un polipéptido de clon 65 6 320 en células de
insectos infectadas de Baculovirus.

La secuencia que codifica un polipéptido de clon 65 6 320 se fusiona en direccién 5’ de un epitopo etiqueta conte-
nido en un vector de expresion de baculovirus. Dichas epitopo etiquetas incluyen etiquetas de poli-His y etiquetas de
inmunoglobulina (como las regiones Fc de IgG). Pueden utilizarse una variedad de pldsmidos, incluyendo plasmidos
derivados de los plasmidos disponibles comercialmente, tales como pVL1393 (Novagen). Brevemente, la secuencia
que codifica un polipéptido de clon 65 6 320 o la parte deseada de la secuencia codificante (tal como la secuencia que
codifica la proteina madura si la proteina es extracelular) se amplifica mediante PCR con cebadores complementarios
a las regiones 5’ y 3. El cebador 5’ puede incorporar sitios para enzimas de restriccion flanqueantes (seleccionados).
El producto se digiere a continuacién con todas esas enzimas de restriccion seleccionadas y se subclona en el vector
de expresion.

El baculovirus recombinante se genera mediante la cotransfeccién del plasmido anterior y el ADN del virus
BaculoGold™ (Pharmingen) en células de Spodoptera frugiperda (“Sf9”) (ATCC CRL 1711) utilizando lipofecti-
na (disponible comercialmente de GIBCO-BRL). Después de 4-5 dias de incubacién a 28°C, los virus liberados se
recogen y se utilizan para amplificaciones adicionales. La infeccién viral y la expresion de la proteina se realizan
tal y como se describe en O’Reilley et. al., Baculovirus expresion vectors: A Laboratory Manual, Oxford: Oxford
University Press (1994).

A continuacion, el polipéptido de clon 65 6 320 etiquetado con poli-His expresado puede purificarse, por ejemplo,
mediante cromatografia de afinidad de Ni**-quelato tal y como se indica a continuacion. Los extractos se preparan a
partir de las células recombinantes Sf9 infectadas del virus tal y como se ha descrito por Rupert et. al., Nature, 362:
175-179 (1993). Brevemente, las células Sf9 se lavan, se resuspenden en el tampoén de sonicacion (25 ml de HEPES,
pH 7,9; 12,5 mM de MgCl,; 0,1 mM de EDTA,; glicerol al 10%; NP-40 al 0,1%; 0,4 M de KCl), y se sonican dos veces
durante 20 segundos en hielo. Los sonicados se depuran por centrifugacién, y el sobrenadante se diluye 50 veces en el
tampo6n de carga (50 mM de fosfato, 300 mM de NaCl, glicerol al 10%, pH 7,8) y se filtra a través de un filtro de 0,45
um. Se prepara una columna de agarosa Ni**-NTA (comercialmente disponible de Qiagen) con un volumen de lecho
de 5 ml, se lava con 25 ml de agua y se equilibra con 25 ml del tamp6n de carga. El extracto celular filtrado se carga
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en la columna a 0,5 ml por minuto. La columna se lava hasta la linea base a Ay, con el tampdn de carga, en cuyo
punto se inicia la recogida de la fraccién. A continuacion, la columna se lava con un tampén de lavado secundario (50
mM fosfato: 300 mM de NaCl, glicerol al 10%, pH 6,0), que eluye las proteinas unidas no especificamente. Después
de alcanzar la linea base a A,g, de nuevo, la columna se desarrolla con un gradiente de 0 a 500 mM de imidazol en
el tampdn de lavado secundario. Se recogen fracciones de un ml y se analizan mediante SDS-PAGE vy tincién con
plata o transferencia Western con Ni**-NTA-conjugado a fosfatasa alcalina (Qiagen). Las fracciones que contienen
polipéptido de clon 65 6 320 etiquetado con His,, eluido se agrupan y se dializan contra el tampoén de carga.

Alternativamente, la purificacién del polipéptido de clon 65 6 320 etiquetado con IgG (o con Fc) puede realizarse
usando técnicas de cromatografia conocidas, incluyendo, por ejemplo, cromatografia en columna con Proteina A o
proteina G.

Ejemplo 10
Preparacion de anticuerpos que se unen a polipéptido del clon 65 6 320
1. Anticuerpos policlonales

Se generan antisueros policlonales en conejos blancos hembra de Nueva Zelanda contra polipéptido del clon 65
murino y humano y contra polipéptido del clon 320 murino. Los antigenos utilizados son proteinas fusionadas con
histidina o con la parte Fc de IgG. Cada proteina se homogeniza con adyuvante completo de Freund para la inyeccién
primaria y con adyuvante incompleto de Freund para todas los refuerzos posteriores. Para la inmunizacién primaria y el
primer refuerzo, se inyectan 3,3 ug por kg de peso corporal directamente en los nédulos linféticos popliteales tal como
se describe en Bennett et al., J. Biol. Chem., 266: 23060-23067 (1991) y “Production of Antibodies by Inoculation
into Lymph Nodes” de Morton Sigel et al. en Methods in Enzimology, Vol. 93 (Nueva York: Academic Press, 1983).
Para los posteriores refuerzos, se inyectan 3,3 ug por kg de peso corporal en puntos subcutdneos e intramusculares.
Las inyecciones se realizan cada 3 semanas con tomas de muestras de sangre en las siguientes dos semanas.

2. Anticuerpos monoclonales

Las técnicas para producir anticuerpos monoclonales que se pueden unir especificamente a un polipéptido del clon
65 6 320 son conocidas en la técnica y estdn descritas, por ejemplo, en Goding, supra. Entre los inmunogenes que se
pueden utilizar se incluyen polipéptido del clon 65 6 320 purificado, proteinas de fusién que contienen el polipéptido
del clon 65 6 320, y células que expresan el polipéptido del clon 65 6 320 recombinante en la superficie celular. La
seleccion del inmunogén puede realizarse segin el técnico en la materia sin una gran experimentacion.

Los ratones, tal como Balb/c, se inmunizan con el inmunogen del clon 65 6 320 emulsionado en adyuvante com-
pleto de Freund y se injecta subcutdneamente o intraperitonealmente en una cantidad de 1-100 microgramos. Alterna-
tivamente, el inmunogén se emulsiona en el adyuvante MPL-TDM (Ribi Immunochemical Research, Hamilton, MT)
y se inyecta en las bases de las patas traseras del animal. A continuacion, los ratones inmunizados se refuerzan de 10 a
12 dias después con inmunogén adicional emulsionado en el adyuvante seleccionado. A continuacién, durante diversas
semanas, los ratones también se pueden reforzar con inyecciones de inmunizacion adicionales. Las muestras de suero
se pueden obtener periédicamente de los ratones mediante muestras de sangre retro-orbitales para ser analizadas en
ensayos ELISA para detectar anticuerpos para polipéptido del clon 65 6 320.

Después de detectar un titulo de anticuerpo adecuado, a los animales “positivos” para anticuerpos se les puede
inyectar una inyeccién intravenosa final de un polipéptido del clon 65 6 320. De tres a cuatro dias mds tarde, los
ratones se sacrifican y las células del bazo se recogen. A continuacidn, las células del bazo se fusionan (usando PEG al
35%) a una linea celular de mieloma murino seleccionada, tal como la P3X63AgU.1, disponible de ATCC, No. CRL
1597. Las fusiones generan células de hibridoma que se pueden colocar a continuacién en placas de cultivo de tejido
de 96 pocillos que contienen un medio HAT (hipoxantina, aminopterina y timidina) para inhibir la proliferacién de
células no fusionadas, hibridos de mieloma e hibridos de células de bazo.

Las células de hibridomas se cribardn en un ELISA por la reactividad contra un polipéptido del clon 65 6 320.
La determinacién de células de hibridomas “positivas” que secretan los anticuerpos monoclonales deseados contra un
polipéptido del clon 65 6 320 estd dentro de la técnica.

Las células de hibridomas positivas se pueden inyectar intraperitonialmente en ratones singeneicos Balb/c para
producir ascites que contiene los anticuerpos monoclonales anti-polipéptido del clon 65 6 320. Alternativamente, las
células de hibridomas pueden desarrollarse en matraces de cultivos de tejidos o en botellas en rodillo. La purificacién
de los anticuerpos monoclonales producidos en la ascites se puede realizar usando precipitacidn con sulfato de amonio,
seguido por cromatografia de exclusion en gel. Alternativamente, puede usarse la cromatografia por afinidad basada
en la unién del anticuerpo a la proteina A o la proteina G.
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Ejemplo 11
Un uso de anticuerpos que se unen a polipéptido de clon 65 ¢ 320
1. Lineas celulares

Se desarrollan las células BT474 y MDA-MB-23 establecidas de tumor mamario humano (que estdn disponibles
de ATCC) en medio esencial minimo (Gibco, Grand Island, NY) complementado con suero bovino fetal (FBS) al 10%
inactivado por calor (Hyclone, Logan, UT), piruvato sédico, L-glutamina (2 mM), aminodcidos no esenciales, y 2x de
solucién vitaminica y se mantiene a 37°C en CO, al 5%. Zhang et al., Inyas, & Metas., 11:204-215 (1991); Price et
al., Cancer Res., 50: 717-721 (1990).

2. Anticuerpos

Se recogen los anticuerpos monoclonales anti-clon 65 o anti-clon 320 que pueden prepararse tal y como se describe
anteriormente, con PBS que contiene EDTA 25 mM vy se utilizan para immunizar ratones BALB/c. Se administran a
los ratones inyecciones i.p. de 107 células en 0,5 ml de PBS en las semanas 0, 2, 5y 7. Se administran inyecciones i.p.
de un extracto de membrana de Wnt purificado con aglutinina de germen de trigo (WGA) en Sepharose en las semanas
9y 13 a los ratones con antisueros que inmunoprecipitaron Wnt-1 marcado con **P. Esto va seguido de una inyeccién
i.v. de 0,1 ml de la preparacién de Wnt-1 y se fusionan los esplenocitos linea de mieloma de ratén X63-Ag8.653. Se
criban los sobrenadantes de hibridoma para la unién de Wnt-1 mediante ELISA y radioinmunoprecipitacién. Se utiliza
MOPC-21 (IgG1) (Cappell, Durham, NC) como un control de emparejamiento de isotipo.

De manera adicional, pueden utilizarse los anticuerpos monoclonales murinos IgG, k anti-ErbB2 4D5 (ATCC CRL
10463 depositados el 24 de mayo, 1990) y 7C2, especificos para el dominio extracelular de ErbB2, con los anticuerpos
anteriores. Se producen tal y como se describe en Fendly et al, Cancer Research, 50:1550-1558 (1990) y W0O89/06692.

3. Andlisis del estado del ciclo celular y la viabilidad

Se examinan las células simultdneamente segin la viabilidad y el estado del ciclo celular mediante citometria de
flujo en un FACSTAR PLUS™ (Becton Dickinson Immunocytometry Systems USA, San Jose. CA). Se recogen las
células de tumor mamario mediante el lavado de la monocapa con PBS, la incubacién de las células en tripsina al
0,05% y EDTA 0,53 mM (Gibco), y su resuspensién en medio de cultivo. Se lavan las células dos veces con PBS que
contiene FBS al 1% y se incuba el residuo durante 30 minutos en hielo con 50 ul de 7-aminoactinomicina D (7AAD)
400 uM (Molecular Probes. Eugene. OR), un colorante vital que tifie todas las células permeables. A continuacion,
se fijan las células con 1,0 ml de paraformaldehido al 0,5% en PBS y se permeabilizan simultineamente y se tifien
durante 16 horas a 4°C con 220 ul de colorante HOECHST 33342™ 10 ug/ml (también un colorante de unién a ADN)
que contiene TWEEN 20™ al 5%.

Se recopilan los datos de 1 x 10* células y se almacenan utilizando el software de LYSYS II™ y se analizan
utilizando el software de PAINT-AGATE ™ (Becton Dickinson). Darzynkiewica et al., Cytometry, 13:795-808 (1992);
Picker et al., J. Immunol., 150:1105-1121 (1993). Se determinan la viabilidad y el porcentaje de células en cada
estadio del ciclo celular en células individuales seleccionadas utilizando tinciones 7AAD y Hoechst, respectivamente.
(Se excluyen dobletes de células mediante el andlisis de pulsos de la anchura frente 4rea de la sefial Hoechst.) Se
determinan las cantidades celulares utilizando hemocitémetros.

4. Afinidad de union a receptor putativo

Se preparan anticuerpos anti-clon 65 y anti-clon 320 radiyodados mediante el procedimiento Todogen™. Fracker
et al., Biochem. Biophys. Res. Comm., 80: 849-857 (1978). Se realizan ensayos de unién utilizando células que expre-
san receptores apropiados cultivadas en placas de cultivo tisular de 96 pocillos (Falcon, Becton Dickinson Labware.
Lincoln Park, N.J.). Se tripsinizan y se siembran las células en pocillos de placas de 96 pocillos en una densidad
de 10* células/pocillo y se dejan adherirse durante toda la noche. Se lavan las monocapas con medio de cultivo frio
complementado con azida sédica al 0,1% y, a continuacién, se incuba por triplicado con 100 ul de diluciones en serie
de anticuerpos 'I-anti-clon 65 o '®I-anti-clon 320 en medio de cultivo frio que contiene azida sddica al 0,1% durante
4 horas en hielo. Se estima la unién no especifica mediante la preincubacién de cada muestra con un exceso molar
de 100 veces de anticuerpos no radioactivos en un volumen total de 100 ul. Se elimina la radioactividad no unida
mediante dos lavados con medio frio que contiene azida sédica al 0,1%. Se detecta la radioactividad asociada a las
células en un contador gamma tras la solubilizacién de las células con 150 ul de NaOH 0,1 M/pocillo. Se determinan
las constantes de unién (K,) del polipéptido del clon 65 y el polipéptido del clon 320 y las afinidades de unién del
anticuerpo anti-clon 65 y anti-clon 320 mediante andlisis Scatchard.

Se espera que los anticuerpos contra los polipéptidos del clon 65 y el clon 320 afectardn el crecimiento de estas
células.
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Depdsito de material

Los siguientes materiales se han depositado con la American Type Culture Collection, 10801 University Blvd.,
Manassas, VA 20110-2209, USA (ATCC):

Material ATCC Dep. Fecha del depdsito
No.
PRKSE.h.WIG-3.65.4A 209536 10 de diciembre de 1997
PRKSE.m.WIG-3.65.11.3 209535 10 de diciembre de 1997
pRKSE.h.WIG-4.320.9 209534 10 de diciembre de 1997

Estos depositos se realizaron segun lo estipulado en el Tratado de Budapest sobre el Reconocimiento Internacional
del Depésito de Microorganismos a los fines del Procedimiento en Materia de Patentes y el Reglamento bajo el mismo
(Tratado de Budapest). Esto asegura el mantenimiento de un cultivo viable del depdsito durante 30 afios a partir de la
fecha del depdsito. Los depdsitos estaran disponibles mediante la ATCC segun los términos del Tratado de Budapest,
y estdn sujetos a un acuerdo entre Genentech, Inc. y ATCC, que asegura la disponibilidad permanente y sin restriccién
de la progenie de los cultivos de los depésitos al uso publico tras la concesién de la respectiva patente estadounidense
o tras ponerse abierta a la inspeccidn publica de cualquier solicitud de patente estadounidense o extranjera, la que sea
primera, y asegura la disponibilidad de la progenie para alguien determinado por la U.S. Commissioner of Patents and
Trademarks para tener el derecho a la misma de acuerdo con 35 USC § 122 y las normas de la Commissioner segtin
las mismas (incluyendo 37 CFER § 1.14 con referencia concreta a 886 OG 638).

El cesionario de la presente solicitud ha acordado que si un cultivo de los materiales en el depdsito muriera o
se perdiera o se destruyera cuando se cultiva en las condiciones adecuadas, los materiales serdn inmediatamente
reemplazados en una notificacién por otros iguales. La disponibilidad del material depositado no se interpreta como
una licencia para realizar la invencién contraviniendo los derechos concedidos bajo la autoridad de cualquier gobierno
de acuerdo con sus leyes de patente.

El documento escrito anterior se considera que es suficiente para permitir a un experto en la materia realizar la
invencién. La presente invencién no se limita en su alcance por la construccidon depositada, ya que la realizacién
depositada pretende ser una ilustracién individual de ciertos aspectos de la presente invencion y otras construcciones
que son funcionalmente equivalentes estdn dentro del alcance de la presente invencién. Los depésitos de los materiales
de la presente invencion no constituyen una admisién de que la descripcion escrita contenida en la presente invencién
sea inadecuada para permitir la practica de cualquier aspecto de la invencién, incluyendo el modo éptimo de la misma,
ni se interpreta como limitante del alcance de las reivindicaciones a las ilustraciones especificas que representa.

Referencias citadas en la descripcion
Esta lista de referencias citadas por el solicitante estd prevista inicamente para ayudar al lector y no forma parte

del documento de patente europea. Aunque se ha puesto el miximo cuidado en su realizacién, no se pueden excluir
errores u omisiones y la OEP declina cualquier responsabilidad en este respecto.

Documentos de patente citados en la descripcion

e CA 41086 [0001] e WO 9517416 A [0004]
e US 4675187 A [0052] e WO 9222653 A [0053]
o US 4683195 A [0055] e US 5364934 A [0060]
e WO 8705330 A [0068] o US 4640835 A [0070]
e US 4496689 A [0070] e US 4301144 A [0070]
e US 4670417 A [0070] e US 4791192 A [0070]
e US 4179337 A [0070] e WO 8905859 A [0082]
e US 4399216 A [0082] e DD 266710 [0083]
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o US 4946783 A [0083]
o US 4943529 A [0084]
e EP 183070 A [0084]

e EP 394538 A [0084]

e US 5010182 A [0087]
e WO 9013646 A [0087]
e EP 73657 A [0093]

e EP 117060 A [0097]

o US 4736866 A [0112]
e WO 9738086 A [0112]

e US 3720760 A, Bennich [0118]

¢ EP 616812 A [0126]

e US 4816567 A [0143] [0143] [0147]

e WO 9308829 A [0150]

e US 4676980 A [0152] [0152]

e WO 92200373 A [0152]
e EP 03089 A [0152]

o US 4275149 A [0155] [0157]

o US 4318980 A [0157]
e EP 307247 A [0229]
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o EP 139383 A [0084]

o EP 402226 A [0084]

o EP 244234 A [0084]

e WO 9100357 A [0084]
e EP 362179 A [0087]

o EP 36776 A [0091]

o GB 2211504 A [0094]

o EP 117058 A [0097]

o US 4870009 A [0112]

e US 3773919 A [0131]

e WO 9100360 A [0152]

e US 5183884 A [0154]
o US 4737456 A [0155]
¢ US 4376110 A [0162]
e WO 8906692 A [0247]

Documentos que no son patentes citados en la descripcion

e HOLLAND et al. Dev. Suppl., 1994, 125-133 [0003]

e MCMAHON. Trends Genet., 1992, vol. 8, 236-242 [0003]

¢ NUSSE; VARMUS. Cell, 1992, vol. 69, 1073-1087 [0003]

e GAVIN et al. Genes Dev., 1990, vol. 4, 2319-2332 [0003]

e LEE et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1995, vol. 92, 2268-2272 [0003]

o CHRISTIANSEN et al. Mech. Dev., 1995, vol. 51, 341-350 [0003]

e VANT VEER et al. Mol. Cell. Biol., 1984, vol. 4, 2532-2534 [0003]

e NUSSE; VARMUS. Cell, 1982, vol. 31, 99-109 [0004]

e PAPKOFF; SCHRYVER. Mol. Cell. Biol., 1990, vol. 10, 2723-2730 [0005]

e BRADLEY; BROWN. EMBO J., 1990, vol. 9, 1569-1575 [0005]

o RIJSEWIK et al. Cell, 1987, vol. 50, 649-657 [0006]

e LAWERENCE. Dev. Biol., 1977, vol. 56, 227-240 [0006]
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¢ BAKER. Dev. Biol., 1988, vol. 125, 96-108 [0006]

o KLINGENSMITH; NUSSE. Dev. Biol., 1994, vol. 166, 396-414 [0006]
¢ HERMAN; HORVITZ. Development, 1994, vol. 120, 1035-1047 [0006]
e MCMAHON; BRADLEY. Cell, 1990, vol. 62, 1073-1085 [0006]

e THOMAS; CAPPECHI. Nature, 1990, vol. 346, 847-850 [0006]

e STARK et al. Nature, 1994, vol. 372, 679-683 [0006]

o TAKADA et al. Genes Dev., 1994, vol. 8, 174-189 [0006]

e PARR; MCMAHON. Nature, 1995, vol. 374, 350-353 [0006]

e BRADBURY et al. Dev. Biol., 1995, vol. 170, 553-563 [0006]

e ZHENG et al. Oncogene, 1996, vol. 12, 555-562 [0006]

e DZIERZAK; MEDVINSKY. Trends Genet., 1995, vol. 11, 359-366 [0007]
® ZON et al. Collogque, INSERM. 1995, vol. 235, 17-22 [0007]

o the Joint International. Workshop on Foetal and Neonatal Hematopoiesis and Mechanism of Bone Marrow Fai-

lure, 03 April 1995 [0007]

o KANATSU; NISHIKAWA. Development, 1996, vol. 122, 823-830 [0007]
e CHRISTIANSEN et al. Mech. Devel., 1995, vol. 51, 341-350 [0007]

o CADIGAN; NUSSE. Genes & Dev., 1997, vol. 11, 3286-3305 [0009]

e DIDSBURY et al. J. Biol. Chem., 1989, vol. 264, 16378-16382 [0010]

e MOLL et al. Oncogene, 1991, vol. 6, 863-866 [0010]

o SHIRSAT et al. Oncogene, 1990, vol. 5, 769-772 [0010]

e HAATAJA et al. J. Biol. Chem., 1997, vol. 272, 20384-20388 [0010]

e CROPP et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1990, vol. 87, 7737-7741 [0010]
e CORNELIS et al. Oncogene, 1993, vol. 8, 781-785 [0010]

¢ SAMBROOK et al. Molecular Cloning: A Laboratory Manual. Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989

[0037]

e VOLCKAERT et al. Gene, 1981, vol. 15, 215-223 [0046]
® ROBERTS et al. Proc, Natl. Acad. Sci. USA, 1985, vol. 82, 119-123 [0046]

o Cell cycle regulation, oncogenes, and antineoplastic drugs. MURAKAMI e al. The Molecular Basis of Cancer.

WB Saunders, 1995, 13 [0053]

e MULLIS et al. Cold Spring Harbor Symp. Quant. Biol., 1987, vol. 51, 263 [0055]
e PCR Technology. Stockton Press, 1989 [0055]

 ADAMS et al. Nature, 1995, 377-174 [0057]

e CARTER et al. Nucl. Acids Res., 1986, vol. 13, 4331 [0061]

e ZOLLER et al. Nucl. Acids Res., 1987, vol. 10, 6497 [0061]

e WELLS et al. Gene, 1985, vol. 34, 315 [0061]
e WELLS et al. Philos. Trans. R. Soc. London SerA, 1986, vol. 317, 415 [0061]
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e T.E. CREIGHTON. Proteins: Structure and Molecular Properties. W.H. Freeman & Co, 1983 [0062]
e CHOTHIA. J. Mol. Biol., 1976, vol. 150, 1 [0062]

o APLIN; WRISTON. CRC Crit, Rev. Biochem., 1981, 259-306 [0068]

e HAKIMUDDIN et al. Arch. Biochem. Biophys., 1987, vol. 259, 52 [0069]

e EDGE et al. Anal. Biochem., 1981, vol. 118, 131 [0069]

e THOTAKURA et al. Meth. Enzymol., 1987, vol. 138, 350 [0069]

o FIELD et al. Mol. Cell. Biol., 1988, vol. 8,2159-2165 [0072]

e EVAN. Molecular and Cellular Biology, 1985, vol. 5, 3610-3616 [0072]

¢ PABORSKY et al. Protein Engineering, 1990, vol. 3 (6), 547-553 [0072]

e HOPP et al. Biotechnology, 1988, vol. 6, 1204-1210 [0072]

® MARTIN et al. Science, 1992, vol. 255, 192-194 [0072]

o SKINNER et al. J Biol. Chem., 1991, vol. 266, 15163-15166 [0072]

e LUTZ-FREYERMUTH et al. Proc. Natl. Acad, Sci. USA, 1990, vol. 87, 6393-6397 [0072]
o STEWART et al. Solid-Phase Peptide Synthesis. W.H. Freeman Co, 1969 [0074]

e MERRIFIELD. J. Am. Chem. Soc., 1963, vol. 85, 2149-2154 [0074]

o DIATCHENKO et al. Proc. Natl. Acad. Sci USA, 1996, vol. 93, 6025-6030 [0076]

¢ DIEFFENBACH et al. PCR Primer: A Laboratory Manual. Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1995 [0077]
e Mammalian Cell Biotechnology: a Practical Approach. IRL Press, 1991 [0081]

o SHAW et al. Gene, 1983, vol. 23, 315 [0082]

e GRAHAM; VAN DER EB. Virology, 1978, vol. 52, 456-457 [0082]

e VAN SOLINGEN et al. J. Bact., 1977, vol. 130, 946 [0082]

e HSTAO et al. Proc. Natl. Acad. Sci. (USA), 1979, vol. 76, 3829 [0082]

e KEOWN et al. Methods in Enzymology, 1990, vol. 185, 527-537 [0082]

e MANSOUR et al. Nature, 1988, vol. 336, 348-352 [0082]

e BEACH; NURSE. Nature, 1981, vol. 290, 140 [0084]

e FLEER et al. Bio/Technology, 1991, vol. 9, 968-975 [0084]

¢ LOUVENCOURT et al. J. Bacteriol., 1983, 737 [0084]

e VAN DEN BERG et al. BiolTechnology, 1990, vol. 8, 135 [0084]

o SREEKRISHNA et al. J. Basic Microbiol., 1988, vol. 28, 265-278 [0084]

e CASE et al. Roc. Natl. Acad. Sci. USA, 1979, vol. 76, 5259-5263 [0084]

e BALLANCE et al. Biochem. Biophys. Res. Commun., 1983, vol. 112, 284-289 [0084]
e TILBURN et al. Gene, 1983, vol. 26, 205-221 [0084]

e YELTON et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1984, vol. 81, 1470-1474 [0084]

e A. NIGER KELLY; HYNES. EMBO J., 1985, vol. 4, 475-479 [0084]
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e C. ANTHONY. The Biochemistry of Methylotrophs, 1982, 269 [0084]

e GRAHAM et al. J. Gen Virol., 1977, vol. 36, 59 [0085]

e URLAUB; CHASIN. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1980, vol. 77, 4216 [0085]

e MATHER. Biol. Reprod., 1980, vol. 23, 243-251 [0085]

e URLAUB et al. Proc, Natl. Acad. Sci. USA, 1980, vol. 77, 4216 [0090]

o STINCHCOMB et al. Nature, 1979, vol. 282, 39 [0090]

e KINGSMAN. Gene, 1979, vol. 7, 141 [0090]

e TSCHEMPER et al. Gene, 1980, vol. 10, 157 [0090]

e JONES. Genetics, 1977, vol. 85, 12 [0090]

e CHANG et al. Nature, 1978, vol. 275, 615 [0091]

e GOEDDEL et al. Nature, 1979, vol. 281, 544 [0091]

e GOEDDEL. Nucleic Acids Res., 1980, vol. 8, 4057 [0091]

¢ DEBOER ¢t al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1983, vol. 80, 21-25 [0091]

e HITZEMAN et al. J. Biol. Chem., 1980, vol. 255, 2073 [0092]

e HESS et al. J. Adv. Enzyme Reg., 1968, vol. 7, 149 [0092]

e HOLLAND. Biochemistry, 1978, vol. 17, 4900 [0092]

e GETHING et al. Nature, 1981, vol. 293, 620-625 [0097]
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e DEUTSCHER. Methods in Enzymology, 1990, 182 [0101]

e SCOPES. Protein Purification: Principles and Practice. Springer-Verlag, 1982 [0101]
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o LI et al. Cell, 1992, vol. 69, 915 [0113]

e BRADLEY. Teratocarcinomas and Embryonic Stem Cells: A Practical Approach. IRL, 1987, 113-152 [0113]
o WIDE. Radioimmune Assay Method. 1970, 199-206 [0116]
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REIVINDICACIONES
1. Acido nucleico aislado que comprende ADN que tiene:

1) por lo menos 800 nucledtidos y por lo menos un 70% de identidad en la secuencia con la secuencia de dcidos
nucleicos 229-1002 de 1a SEC ID No. 1;

ii) por lo menos 700 nucle6tidos y por lo menos un 95% de identidad en la secuencia determinada sobre la longitud
completa de las secuencias que se comparan con la secuencia de dcidos nucleicos 229-1002 de la SEC ID No. 1;

iii) por lo menos 800 nucledtidos y por lo menos un 70% de identidad en la secuencia con la secuencia de 4cidos
nucleicos 1-783 de a SEC ID No. 4; o

iv) por lo menos 800 nucledtidos y por lo menos un 70% de identidad en la secuencia con el ADNc del polipéptido
del clon 65 humano en el Depésito ATCC No. 209536;

en el que la expresion de dicho dcido nucleico es inducible por Wnt-1.

2. Acido nucleico segiin la reivindicacién 1 parte (i), que comprende ADN que codifica un polipéptido del clon
65 humano que tiene los residuos de aminodcidos 1 a 258 de la SEC ID No. 3.

3. Acido nucleico segiin la reivindicacién 1 parte (iii), que comprende ADN que tiene por lo menos un 85% de
identidad en la secuencia con (a) la secuencia de acidos nucleicos 1-783 de la SEC ID No. 4.

4. Acido nucleico segiin la reivindicacién 1 parte (iii), que comprende ADN que codifica un polipéptido del clon
65 de ratén que tiene los residuos de aminodacidos 1 a 261 de la SEC ID No. 6.

5. Acido nucleico segiin la reivindicacién 1 parte (i), que se hibrida bajo condiciones astringentes con el comple-
mento de dcidos nucleicos 229-1002 de la SEC ID No. 1.

6. Acido nucleico aislado que comprende ADN que es el complemento de la secuencia de ADN segtin cualquiera
de las reivindicaciones 1-5.

7. Vector que comprende el 4cido nucleico segiin cualquiera de las reivindicaciones anteriores.

8. Célula huésped cultivada que comprende el vector segtin la reivindicacion 7.

9. Proceso para producir un polipéptido del clon 65 que comprende cultivar la célula huésped segtn la reivindica-
cion 8, bajo condiciones adecuadas para la expresion del polipéptido del clon 65 y recuperar el polipéptido del clon
65 del cultivo celular.

10. Polipéptido del clon 65 aislado codificado por el dcido nucleico segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5.

11. Polipéptido segtn la reivindicacién 10 que es un polipéptido del clon 65 humano o del clon 65 de ratén.

12. Molécula quimérica que comprende un polipéptido del clon 65 segtin la reivindicacién 10 o la reivindicacién
11, fusionado a una secuencia de aminodcidos heterdloga.

13. Molécula quimérica segin la reivindicacién 12, en la que dicha secuencia de aminoécidos heteréloga es una
secuencia de etiqueta epitopo o una regién Fc de una inmunoglobulina.

14. Anticuerpo que se une especificamente a un polipéptido del clon 65 segtn la reivindicacién 10 u 11.
15. Anticuerpo segun la reivindicacion 14, en el que dicho anticuerpo es un anticuerpo monoclonal.
16. Composicién que comprende el polipéptido segun la reivindicacion 10 u 11 y un portador para el mismo.

17. Composicién que comprende un antagonista para el polipéptido segun la reivindicacién 10 u 11 y un portador
para el mismo, en la que dicho antagonista es un anticuerpo que se une especificamente a un polipéptido del clon 65.

18. Método de identificacién de un compuesto que se une a un polipéptido segtin la reivindicacién 10 u 11, com-
prendiendo el método el contacto del polipéptido con un compuesto de prueba y la determinacién del grado de unién.

4



ES 2316173 T3

VILLYVYLOO9D
LYYLIYODDD

SLYYOILIDD
OVLLOOYODD

OOLNLLLOOD
OOYLVYYIOOD

0 1 0 s
OLVYOOLDODVY
IVLOOYIDOL

¥ 3 A
YOALLOYIL
LOOVVYVYIOLOY

as o
LOJOVILOLO
VOO2LOWIVD

A A S g
J0YI0DLOVY
ODLOJOVYILY,

A d ¥
o) fo) 2l R iah)
OLOLO09909

S & A
JLODLILLOD
O¥IOVYOYYIO

4 ¥ 9 H
DJ302200909
0209990090

VOOLALYOVD
LIOJOYOVILOLD

OOVOVOVYOOY
IDLOLOLODL

o v
VOVDILOVODD
LALOYOLDD9

a S H
OLOLOYILOD
OV¥OVYILIOVOD

3 33 v
LIILIDDDIDD
VYOOVODID00

I 9 A 1
ifejele ) folel ()
YODOOLOOLD

2 17T 1
Rl fo) D) ]
JOLOLOOLOD

O a A
JOYLIOLYOWO
OOLVOVLOLD

9 A Y 9
JJOVOO00000
DOLOD2900D

O 5 d
000039090
00000003009

ALOVVYOOLL
OVOLLLODVY

YOLLYYODDD
LIYYILIOODD

T 3 O
JYODOVOIVY
OLIOOOLODLL

0 1 »
JOOVLYOOVD
YIOLYLODLD

2 1T A ¥
YOVOILLODD
LOLOOYVYODD

I 1 d
OVLOVIO00D
JLYILVYIODDD

d I a
YVOVIOLOLO
LLOLYOYOWD

S A A Y
¥OVYOOVYIDDD
LO19919009

a 9 a
RAMSE RN ) foe)
O¥O2990.L99

3 ¥ do
LILODOIOVD
YOVYOI2D21D

QOVOVILLYY
OOLOLOYYLL

VOVVOVYOODL
LOLLILOOOY

X % ¥
LYOLLOJLOD
YILOVYOOVOD

¥ A 1 ¥
OYVYIVYLOOO
OLLOLLYOOO

¥ 3 3
JO02LOLLOY
DO0OVOVYIL

v X 4
PBRRAAAR L]
J0OYYVYIO209D

L N &L X
LOLLOOLOLY
VYOWYYDOOVYOVL

S 4 N
JDYOVVOLLO
DOLILLOYYD

T A D
¥OOVOOIVOL
LIDLODDLOVY

d d A d
O00OLYI39D
RNe) Afa el

Vi "Old

SVOVYVYYVYY
OLOLLLLLLL

OOILODDDD
JOYYYOIDO09

M M S N
YOOVVYOVILL
LOOLLILOYY

¥ a 3
OD00DLOOVYY
J00OYOIIAL

d A d
RN feleiala e A
J09L00005Y

J H ¥ ¥
YOLOVODLIO
LOYOLOOVOD

2 1 d
OJVOVYIO00D
JOLILIO2009

a 3 v
LOOYYOOI0D
¥O2IL.L0J3990

A A O W
LOVIDD0909
¥O19299090

d ¥ V¥
J990900900
9009009090

VIOLVVYOLLL
LYOVILOYYY

LOVLODOLYLO
YOLVDOVLYD

s 1 4
ODVYIOVYOOLIO
JILOLIOVOD

A 3 X
YOOLOILOY
LOOVOVYVYOL

¥ 3 A O
LOLOLLLOOY
YOVOVVYVOOL

I 3 d
YY.LILOLOOY
LILVOYOVOOL

4 T A
JLOVYOJLLOL
OVYOHLIOOVYOV

L 4 I &
LYODOVIOLY
YLIJDLYOVL

9 3 ¥
LIOJJ1L09209
YOOOV¥DOI9D

d 4 3
O000D3LIDO
JJDJOVOID

OVVILLLLLYY
OLLVYVYVV.LL

VYOVOOILIOL
LOLODOVYOOY

¥ A M
JDOVYIOOLIYL
OOOLOOYYLY

T N % 0
OOLILLLILO
JOVVVYYYOVO

i 4a 1
ALLOLOOYOL
OVYYOVYOOLOV

A M
YOOIV ILLIOL
LO9DLOVYOVY

a 4 3 a
JYYVYILOYLD
OLLIOYOLYD

I 1 d
JLI0919999
OVOII¥IIDD

9 O ¥
D092009090
D929990009

J ¥4 v d
¥9099953900
LIDJDJ9000

YYVYYOOLVL
LLLILOOVLY

JOVLYYYOVO
OOLVLLLILY

a d &L ¥
D00DDOLIIL
DDIIDOOVYOHY

L 1 ¥
¥OLOVYYODOL
LOYOLLOOOVY

a 1 1
LOLYLOVOOY
YOYLYOLOOL

i 9 A N
J9O200Y¥I0LL
90000100V

0 9 v
JLOLIILOIY
OYIYOOVIOL

A 9 N
LY¥OO0OLLYO
¥ILIDOOVYILO

¥4 O ¥ 9
Relenlslea) el
J0959992190

T ¥ 4
J¥DID32900
9100090030

LLLODVLVLO
YYVYOOLYLIVYO

JLOLLODOVYOD
OVYOVYVIILOD

S ¥ S
OOLLLLYOVD
OOYVYV.LOLO

s O 3
O¥OIVYILOOY
JLODLOVYOIL,

A A a
JLILIVOILD
OYYVYOLOOYD

0 4 s
JLODYYOOYL
OYIOLLIOLY

L a o
OLOLOVIOVYOVY
O¥OVOLOLOL

L & A S
LOOLOLYOOL
YOOV¥OYLOOY

9 § A
Benh o) fo) folo]
OODIJLOLOD

4 9 0
299001LLODL
DIDIOVVYIOY

YVLOLOVODD
LLVYOVOLIODD

LLYYVYOVYIIL
VVYLLLOLOOY

X X 4
LIIOGILOOIL
YYOYVYVYIOOOV

I X S A
LOLYOOYOVD
YOVLIOLIOLO

i ¥ 1
ALIJOLOYOD
OYODDYILID

L 4 §
219999310V
I¥3D200VYOL

7T 0 1 ¥H
DOLOOYOLIOL
JO¥IILOYOY

A AT
Rl jol) o) L)
JLOOLODLOD

9 4 O
D299DD2290
9923059909

0 4 ¥V HW
9509959920VL
D9222099.LY

106

108

134

T0L

102

109

891

10S

SET

100

101

10€

89

102
5S¢

107

T

T

43



ES 2316173 T3

LLOLLYOOVD
YYOVVYLODLD

LOLOVYYVOVD
YOVILILILD

JO¥ILOOLOS
DOLOYIOYID

IVLLLLYLOVY
OLYVYYLYOL

JV¥OOIVILOdL
DLIOOLYIDY

LOLOLOLYOY
YOVOVOVLIOL

YOO0OYOOVL
LODD0LOOLY

YOOLYYOVDD
LIOOYILOLOD

YILVOOVYLIVL
LYLOOLLYLY

LOOLLOLIALL
YOOVVYOVYVY

JYYYYIO009
OLLILO9DJ3

YIOVOOYOVY
LYDLOJLOLL

OLODIOOYVYY
IVIODDLILL

JLLOJOIOVD
SYVYIODVYILO

OILYVYOOIOOLL
IVELLOOOOYY

JOLOVYVNYVYY
OOYOLLLLLL

LOO9OYO000
¥J223.LI22D

ODIVODIVLL
J09LOJALYY

¥IO¥OD00YD
LYDLOODOLD

AOLOLIOLODL
ODYOVYOVYOOV

YYILOOLOVO
JLOVYIOIVOLO

YVVV.LOOLYY
LLLLYOOVLL

OOLODILOOL
ole) ol o) 4

OALODOYLLD
QOVODOLYYD

VYOVOOLLOOL
LILIOVYOOV

YOVYOOOILOL
LOLOJIOVIVY

O0OV¥O¥LYOOL
JOLOLYLOOY

YLOLYLYYYL
LYOVLYLLLY

LOD9DOLO9D
A\ felolion) tolo]

LLODLOOVOL
¥YOOVYIILOV

OVOYILLVYY
OLOLOVYIALL

ALOYIOVLOV
OVOLODIVYOL

OLOVILLYYY
OVYOLYVYYLLL

OVOWYLILOV
ILILYOYIL

OLODILLOYY
JYOOVVVOLL

VLLOLOOILL
LYVOVOOVVY

gl "9old

ki) ) SOk
YOO09LOLID

ALOYOVYOIVO
OVOLOLLOLD

SLI0OJIVVYD
o) 1221 A AAe)

LVYVYOYLOOLY
YILOLYOOYL

YOOOLOOLIL
LOJOYIOVOV

LYYOOVVYYVY
YIALOLAIAIALL

DALIDOYOYD
JOYODOLOLO

OLODJLIJDL
J¥ODOHYOOOY

YYYYOVYVYYD
LLLLOILILO

YYYOLOWLYO
LLLOYOLYLO

LIOOLOVLYY
VYOOOVOLVLL

YOVOLOOILO
LOLOVYIOOVD

IVVYVYLOVLO
OLILLYILYD

YYOOOLLOOY
JALODOYVOOL

OLOLOLOLOL
o) o) o) (o) fo) 4

YYOOVIILOD
LLOSLODYOD

OVVOYVYYYLO
OLLOLLLLYD

YVYVYYOIOLVY
LLLLOODYLL

OLYYVYOYOVY
OVILLOLIOLL

¥OOLOYOOIL,
LOOVYOLOOOY

OLOJLOLYOY
OVYOOVOVLOL

DOOVLOVOOL
OODLVYIO0DV¥

LOOLOYILIOL
YOOVOLOYOY

YOVYIOVOOVOV
LILOLOOLOL

L L LI L L LJLL.l.

LLLJILLLYYY

YYVVYVYYVYY

LY LOVILOV
OVYLYOLYVYOL

OVYOIJLIOYIO
JLODOVILOD

JOLYOLOVYL
OOVILOVOLLY

LOLOLLOYYY
VOVOVVYOLIL

LOVYIOYYYOO
YOLOOLLLOD

OLOOOYLVYOD
OVODOLYLID

LOOLOOLLLL
YOOYOOWVVY

LOYIVLOLOD
YOLOLVYIYIO

JOYYOO¥VYOLO
DLLOOILLOYD

JOYOOLLLOD
OOLOOVYVYOO

OVIIOYVYOIIL
OLOOLLODOY

YOLLOYLOOL
LOVVOLYOOY

YWYVVYYVLLL

ALOLILOOIL
OVOYOYIOWVY

LLYVVOYYOV
YYLLIOILOL

OOVODILOVY
JJ.LOOIYIOLL

OYVYLOLOVY
JLLLYOVYOLL

YOOOVOLOLO
LODOLOYOVYD

IVLOYVYOLYL
OLVOLLOVLY

YYOVOOVOOY
LLOLIDLIOL

¥OOO¥OIYIL
L1OO9LIOLOY

OYOLOILIOD
OLOVYIOVYVYDOD

LYVYOOYOVVYD
YLLIOOLOLLD

DOLOOVYOVYID
JOYJOLOLOO

OYIOYO02090
ALOLOODDOD

LYOOVVOVYY
YLOOLLILLL

JOLYLOOOOL
DOYLYIIOOV

YOLOODOYOWY
LIOVIOOLOIL

ODOYILOD9D
JODLOYOD00

OYYOVYOOYYD
ILLILIJILLO

LOLOLOLOLD
\-(0) fo) - fo) (o) 0

O900LILOYY
JDODOVOVDILL

JOYIOYOVLODD
OLOLOLYOOD

JO0OLLALYD
DOOOWVOV.LD

OYVYOYILYLO
OLLOLOVYLYD

DJJJLLODLD
ODODYVYIOVO

LOJJILOJVYO
¥OO0OYOOLO

LILLOVYOVOD
YYVOLLOLOD

YVYLLLYOYO
LLLYVYLOLO

IALLOOVYVILY
OYVOILLLYL

YOVYLOVYIOIOLO
LOLVYILOOYD

LLOYYYOLYL
YWOLLLOVLY

OLOLODLODOO
OV¥DYIDIVOOD

LOLOLOLOLO
¥OVYOVYOYIOVYD

RRAR eel) ¢ 4
JO¥II999LL

JLODYOVYYOD
OYOOLOLLID

OVODOVYLIOLO
JLJJ9LYOYD

JOVOLYODIL
O9LOVLOOOV

OLLLOYOYLO
JYVYYOLOLYO

LOVOIDILOV
YOLJOOOVOL

JILLLOYLY
OOVVVYVYOLYL

YOVLVYVYIL
LOLVLLILYVY

JALYOYVYODD
ODVYLOLLOOD

J¥DOOVYOVYD
DLOODLIOLLD

OLLOVYLOOOY
OVYOLYDDOL

ILOVYIVYILLO
OYILOLOYYO

LOLOLOLOLD
YOVIYOVIOYD

JALOJLLOOYY
YVYOOVYOOLL

J¥YOLIILOOVY
OLOVOOYIOL

JYIIVLLLLO
OLODLYVYYVYD

OLODOVYLOLL
OVYIDDLYOVY

LLLODDOLLY
YYVYOOOOVVYL

OLVYOO20L.LY
OYLODDOVVYL

LOOWVLYLYVY
VYOOLLV.LYIAL

1022

1012

T00C

1067

1081

T0LT

1091

10ST

1001

10¢€T

10T

T0TY

T00T

44



ES 2316173 T3

LOODVYLOLLY
¥YOOOLYOVWVYYL

OVLLOLIOLOL
ILVYVOVYOVYOVY

LLLOOLLLYY
YYYOOVVYYILL

VYILYDOLOV
LLYYLIOVYOL

LLLLYYOOVYD
YYYYLLODLO

OLVOVYVYLVYLO
OY.LIOLLYIVYD

YOYIVYLILO
LOLYILLYOVYD

¥OLIOLLIALL
LOYIOWVYYY

OYVYO9ILYID
JLLOOOVLOD

OYDOLOD02L
Ao pob13) §

YYOLIILIIO
LLIVOOVYODD

o jorfe e lole) fo) §
OOYOOOOLOL

OVYYLYOOVVYD
ALLYLIOLLY
ALILLLLLOY
OVOVYVYYVYVYOL

Adddaddiddd
LLIALIALL LLL

YOOVYIVYILD
LOOLOLLOYD

LOVYVIILYD
Y¥OLILLYOVLO

LIYOVLLYVY
YVYLOLYV.LLL

YILLLYYOYYD
LYVYLLOLLD

LLOYYOVLOL
YYOLLOLYOVY

YYIOO20VLOoY
LIJOOOLYOL

LYLLLLYVYVYY
VIVVYVVYILLL

LOOOVYYYOOY
YIOILLLOJL

YVOVVYOYOOV
LLOLLDLODL

VOVILILIOVY
JOLOVOVOLL

VYODVYVOVLVYL
LODLLOLVYLY

YVYOLOLOLLD
LLOYOVYOYVYD

VVYOOLOLLY
LLLODYOYYL

YYVLOVOVOV
LLLYDLOLOL

LYOOLIILLYL
YILOOVYYVVYYY

LYVYOYOYOVD
YLLOLOLOLD

LILOOLLOOY
YYYOOV¥VYIODL

YLOOVYLYIYD
LYIOLYLOLD

OV LLOJLLYY
OLYVOVYVYYLL

OLOYYOOVYY
IYILLODIALL

VYOVYOVHOOL
LLILOLOIOY

YOVYLLYVOL
LOLLYYILOVY

Y.IVOOVOVVO
LYLODOLOLLD

LILOLOLLYLL
YYOVYOWYLYY

JOVYLYLIVOY
[pIAAA AR AN

VOYOVOVVYVL
LOLOLOLLLY

LLYVYOOLYD
YYILLIDVLD

YOVOYOVYOVD
LOLOLOLOLD

Y LLOYILOLY
LYVOLVYYOVL

YOVLLLLLLL
LOLVYYVYYYY

YOLVYOOLVYLD
LOYLOOVLYD

JVOVYOVYDONO
OLOLOLIJLD

DOYOVYVIOLOD
J01311DYID

Ve "Old

JOOVLOOVYLY
ODOLYIOLYL

VOVYLLIOVYO
LOLLYYOOLO

LOVYVIOYOVLY
YOLLOLOLYL

VOLYYOVLLIL
LOYILOLYYY

VLOLYOVLLY
LYOVIOLYYL

OYLLOLLYYY
QLYVYOVYILL

¥ONOVOYYOL
LOLILILLOY

DOLOVOO00V
JOYILODIDL

LIOVVYIOLLO
YOLLLOOYYD

LYLOLOOLOY
¥IYOVYIOVYIL

OOLODLOYLD
DOVOOVOLYO

DOVLODDIVD
DHOLYDIIIOLD

YIODIYYYVYO
LYIOOLLLLD

DLILOLLIOY
YVYVOYVYOODL

YOLODDDOLYY
LOVYIOODOVLL

LLYILLLYLY
YYLYVYVYYLIVYL

YYVOLYOYOY
LLLIOYIOLIL

OLIIVOLILO
OYODLOVYOVD

LOVLOOLLLL
¥YOLYIOVYVYY

YVYLOVVLVYLL
LLY¥OLLYLVYY

LYVOVOLYLD
YLLOLOVYLIVYD

DOLOBLILLOD
JOVIOVYVYIO

ALOOOLLOLO
OYOOIYYOYD

OVYOOVOVYVY
JLLOOIILLY

YYLOLOVYOOY
LILYOYILIOL

YLYIVLYLYO
IYLOLVYLYLO

O0LOLILIOIL
JOVOVYOYOYY

LIJLYLIANALD
YYOVIVOVVYO

JLYVYYDIIIV
O¥LLLIODDOL

DLIVLYYYON
OVOLYLLLOL

LOLVOVYLVY
¥OYLOLLYIL

OLLOOOIVYY.L
o) 4 foJorel oA A §

¥D0I0LIOVWY
LOO9OVOILL

LLOOOOYYOL
YYODOD.LLOY

OOV¥DDILILO
JOLIOOYOWD

DOJLYIIALLD
OODVYLOVYVYD

YLOOLOLOYD
LYOOVYOVILD

YOOLOLNLLO
LOOYOVLYVYD

OLODDLLOVY
J¥DIOYYOLL

JVYILLOOOVYL
OLOVYYIODLY

LYODOOVLVL
YILIOIODILY LY

LOWYLOYOLY
YOLLYOLOVL

YYVOOVVVYY
LLLOOLLLIL

YYOLLYVYOVO
LLOYYLLOLO

YYOYYIOVYONO
LLOLLOLOLO

OVYOYLOJOOLD
RARAA Bow) O

OWVOLIOVOD
JLLIVODLID

LYYOOVVYOV.L
YLLODLLOLY

OYOILLLYYD
OLOOYVYVLLD

YOOLLLIIOW
LIOYVYVOODL

JLVVVVYLYLL
OVLLLLYLYY

YYOIDILILOY
LLIOOWVYOL

YOVVVYVYLVY.LO
LOLLLLYLYD

YYYYIVYYYY
LLLLOLLLLL

OLOYIOVLLLL
JOYIILOLYVYY

JOVOYOOYIL
99191210V

JVOV.LOLOYD
SLOLYOVYOLD

JLOLOVYOVYOY
OYIVOLIOLOL

DJLOOOVYOVY
JOYIOOILOLL

VYOVJILOYOOD
IOLVYDLODD

QOVLILODLL
OOLVYOYOOVY

YOVOLLLOOO
LOLOVYYYIDO

LOLOLVOVLD
¥OVYOVLOLYD

YLOLLOLOLO
LYDOYVYOVYOYD

LOYVYOOVLOD
Y¥IOLLOOLYIO

YTV OY
SLLLLLLLOL

YWYVYOLVVVYLL
JALLOYLLLIVYY

OVOOLOVYIOV
DLIOJYILODL

LLLLOVYYOY
YYYYILLLOL

OOVYIYOLIDD
J01910v99D

YII¥OVOLDD
LOOLOLOVID

OYOO0OLO0D
JLOHOOOVYDIO

1011

1001

106

108

10L

109

108

15034

T0¢

102

101

1

45



ES 2316173 T3

JJLLOYVYYY
OVVVVOLLLL

OLLYOYYODV
OVVYLOLLODL

ILYOLOYLOY
OYLOYOLYOL

OVOYOVLODD
JALOLOLYIDO

OOVOOYIYVY
QJLOOLIOLLL

OOILOYLLOY
JDVYOLVYOL

YYYOWYLYOL
LLLOLLYIOV

JLOLYLIVY.LOL
OVYOVYLIVLYOVY

OVYLVLOLLY
OLLYLVYOVYL

JYOVLLILOD
OLOLVYVYOVIO

LODJOVYLYYVOD
YOOOLVILLD

YOVIOOVLOO
LOLVYOOLYDD

OYVIVVYVLYL
OLLYLILILYLY

VOILLOOOVL
LOOYVYOODILVY

YOLLYVLVLY
LOVVILLVLIYL

YYOLOOILVL
ILOVYIOOVILY

DYVVIVOOVO
JLLLOLOOLO

LOLLIILOLY
YOVYVYOOVOVL

DOALOVVILVIY
JOVOLLVYLYL

LDOOLOLVYIOLO
VYOOVOVLIOVYO

OVYVOOILYLO
SILIOOVVYLYD

LOLYOYLILD
YOVLOLVYYD

¥ILOOOYIYO
LOVYOOILOLD

YOVOVLOOYL
LOLOLVOOLY

LLLLVYVYOLY
YVYVYLLLOVL

JDI200DLILD
DOODIOVOVD

OJLILLOLOD
JOVOVYOYOO

LODOYYYYLO
YIOOLLLLYD

LOOYVYOVVOY
¥IOOLLOLLOL

JLODOYYOOL
OYOOILLOIY

JVYILOVYOV
OLIOYILLOL

LYOLOLOLOL
YLOYIVYOVOV

IVLYVVYOOWY
OLYLLLOOLL

OVDYVYVYOONOD
OLOLLILOOLD

YOVOVIOLID
LIALILYOYOD

VIOVOVOVOV
LYOLOLOLOL

LOJLLLYOVD
VIOYYYIOLO

LVYOIOLVLYILL
YLOOVIVLIVVY

YOVYOOLIOLO
LOLIIVYOYD

JD020099990
DD9DD30020

LYOOILLODD
A\ AR} 4 ol ia]

ALLOYVYLIOJL
OYVILLYOOV

YYVVYOOOVVY
LLLLOIOLLL

DIOLDLOLOL
ol Jo) fo) fu) Jo) 4
OVOOD0DYDO
JLI32022LJD

OVOODOLLOL
ALIIOOVVYOY

ol jo) 4 D) folele]
OLOLLIOLOOO

LOLYOVLOOY
YOVIOLYOOL

8c 9Id

LYYOVYOLOOVY
VLLOLOVOOL

LOYOYOLVYVYY
YOLOLOVIIL

LOVLIDLOOL
YOLYOOYOOY

OVOOOD000V
ol e e 7o Julo e Jo )

JLYOYDI020
OVYILIOLO9D9D

JLIJOVOOYLD
OVOOLOILYD

JVYOYLOLDID
OLILYOVIDD

OLOLOLOLOL
o) /o) jo) o) Jo) 4

DOOVYOOIVOD
JJILOIDLID

Y1LVYLLOOY
LYYILLYYOOL

ALOLLOYOLO
OVOYVYOLOYD

LOLOLVILVYLY
VYOVOVIVLVYL

OLOYLLLYOVY
JVYIOLYVVYLIIOL

OYOOLILLOD
ALIOYOYYIO

ALLODODDIL
OYVYIDID000V

JVOLOLOOOD
RARe) jol Jolle )

YIVOLOVOOVY
LOLOVYOLOOL

OOVYVYODOOWNY
OOLIIOJLLL

LODIVOVYOOD
¥OOVYLOLOOD

OLOLOLOLOL
ol fo) fo) fo) Jo) 4

OVYYYOYYYY
ILILLOLLLL

ONLOVOVIVD
OLVYOLOLOLO

Y¥YYIOOVNLY
LLLOOJLLYL

YOOLOVYYYO
LOOVYILLLLY

OJLLOJDLID
JOYVYOOOVYDD

YODDODIILL
LJ00000VWVY

VLOLOYVOODL
JYOYILLIOOVY

YOOOVOLOOL
LOJ9LOYIOY

LLLLOOYLOL
YYYYOOLVYOV

YOYLOJLOVD
LIOLYOOVOLD

YOVVYOLLOLL
LOLLOVYOVY

OLOLOLOLYY
JOYOVOYOVLL

VYDOOOVYVOOV
LOJOOLLLOOY

OOYLLIOLLLY
DO1LYVYOVVYYL

OVOVDOLODY
JLOLDOOYIOOL

JLODLOILOD
OYOHYOOVOD

YLODDLOLOL
R o) ) o) 4

OVLODOLOVL
OLYIIIYILY

LIOVILOOOL
VOOLYVYOOOVY

ID1DJLODOV
DOVOOVIOIL

O9LLILODLL
JIVVOYIOVY

YLLODLVYIID
LYYOOVLODD

LOVYLLLOOD
YOLLYVYYDDO

LYV1OOVLILD
YILYOOLYYD

JOVYOVLYVYLO
ODLILVLLYD

OLLIOJLOLLD
JVYDOYIVVYO

YLIVOLLYLYD
LYLOYYLYLD

OLOYOVYOODL
JOVYILILIIOVY

OOVLLOVYOY
JOLVYVYOLLOL

IVIOLLVVLY
OLYOYVYILYL

LOVVIVOOOL
VIOLLYLODOVY

¥HLODOV¥ODD
LOVYIIOLIODO

elel folseletf
JODLODOOOY

JOVOLYLY.LD
O2LOVYLIVLIYD

IYOVYYVYOOL
OLOLLLLOOY

LLOOIALLOOL
YYIOYYVYOOV

LYLOVOLOLY
YIVOLOVYOVYL

LILOOYOVID
YOVIOLILOD

LODIYYOIYI
¥OO0LLO0LD

OVYOOOLLILL
JLIOOVYYVYY

LOLVOOVOVY
YOVLOOLOLL

JLYOOLOVLY
YYLOOVOLVL

LOOVYOVVYYVYY
YOOLOLLLLL

DIVYVYOODLOY
OOLLLIDVOL

OLVLVIYVVL
o) AR AR RARA

LLLLVYODYVYL
WYY LOOLLY

YL1LLILVVYYOVY
LYVYVYLLLOL

LLIVYVYYODLlLL
YVYLLLOOYYY

JVOLIOD1L90D
OLIVYOOVYOZO

JOLLOJLLLOL
OYYIDVYVYYOY

VYYYVIVOVY
LLILLY.LOLL

OYLLOYLOLD
JLVVYOLYOVO

T0€2

102¢

101¢

100¢C

1067

1081

10LT

1091

1051

1001

T0¢€1

1ozt

46



ES 2316173 T3

¢ OId

LI LLGLLLLLLL LLAMMILLOY
YV YVYYYYVYVVYY YVYHRMYYVYOL T08T

JYYVYLOVIL LIVVLYOVVY YOLVOVVOVL YIOVVOVVVY VLVWYIVVLO LLLVIOLOOL LLOIVODIOVY OOVWYVWIOLY LVVVOVLLOD LOLYYWVLOL
VLLLIYOLYY YVILVLIOLLL LOVIOLLOLY LVYOLLOLLLL LVLLLVILIVO YYVIYOVOOV YVOWLIOOVSL JOLLLIYOVL YILIJOIVVYDD VOVLLLLVOV 1002

YYSLOLOLID OLLIOLILOYY WVOWOLOLLO WVVYIILLOLYD WLLOOJLOYI VIOVVOOLLL YYLLVOYLOL DHILLOVIOVY OLLIDLLYYD VVOOOVLLLO
LLIVOVOVOD OVVOVVVILL LLOLOVOVYD LIODOVVYOYLD LVVIDOVOLO IVOLLOOWVY LIVYIDLYOY JOVVYOLVOLL OVYOOVVLLD LLIJIDLYVVYD 109¢

JQOLYVYOVLIWY ¥YVYOYOODLID YVWIOVLOVOD LOLVVOLOLY VVOVLLVYLID JVIOLLVYOV ODOYVYLIOVY YVOYLIIOLL LIVLVVOLLL LVOLLOLLYD
OOVLLOLYIL LIOLOOIVDD LIVOLYDLID YOVLIOVOYL LLOLYYLLYD OLYOVYLLIOL JOOLLLYYDL LLOLVDDOVY WVLIWLLOVVYY VIDVVOVVYLD T10S5T

OLOLOLVVVL OLLLOLOOOY ILLVYYVYVYY YYLOVIOLLO VYOOLLOVOV WOVLIOOOVLD LLOLLLYOVD JLIJYIIVYD YOUDOOVVOV DLVOVYVYLO
OVOVOVLLLY OYVYOVIODL WWVILLLLLL LLYOLYOVYD LIDOVVOIOL LOIVIODIVD VWOVYYIOLD OYOOIOOLLD IJLDIOILIOL SYIOILLLYD 1ove

47



ES 2316173 T3

CCCACGCGTCCGCATATGTCTCCTTTGTGAGGATCARCAGCTCGCTGGCAGTGGCGGCTT
ACGAGGATGGGATCCTTAACATTTGGGACCTGAGAACCGGAAGGTTCCCTATCTTTCGTT
TTGAGCATGACGCAAGAATACAAGCCCTTGCGCTGAGCCAAGAAAAGCCCATTGTTGCCA
CGGCTTCTGCTTTTGACGTTGTGATGTTGTACCCCAACGAGGAGGGGCATTGGCATGTGG
CCTCGGAGTTTGAAGTTCAGAAGCTGGTTGACTACCTTGAAATAGTTCCGAATACTGGGA
GGTACCCTGTGGCAATAGCCACAGCCGGGGATCTGGTGTACCTGCTGAAGGCCGACGALT
CAGCCAGAACCCTTCATTATGTCAATGGCCAGCCTGCCACATGTCTGGATGTCTCAGCCA
GCCAGGTTGCCTTTGGAGTGAAGAGTCTAGGATGGGTGTATGAAGGAAACAAGATCCTGG
TGTACAGCCTGGAAGCAGAGCGCTGCCTCTCGAAGCTGGGCAATGCACTTGGAGACTTTA
CCTGTGTCARCATCCGGGATAGCCCTCCCAACCTCATGGTCAGCGGCAACATGGACAGGA
GAGTGAGGATTCATGACCTCCGCAGCGATAAGATCGCCCTGTCGCTGTCTGCCCATCAGT
TGGGGGTGTCCGCAATTCCAAATGGATAACTGGAAAGGTTGTCAGTGGAGGCCAGGAGGG

GTGGTGT
FIG._3
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5'-CCCACGCGTCCGCGCGGTGGGCARGACCAGCCTGGTGGTCAGCTACACCACTAACG
GCTACCCCACCGAGTACATCCCTACGGCCTTCGACAACTTCTCGGC
CGTGGTGTCTGTAGATGGGCGGCCTGTGAGACTCCAGCTCTGTGACACTGCAGGACAGG
ATGAGTTTGACAAGCTGAGGCCCCTCTGCTACACCAACACAGACATCTTCCTGCTGTGCTTCA
GCGTGGTGAGCCCCACATCCTTCCAGAACGTGGGCGAGAAGTGGGTTCCAGAGATTCGAC
GTCACTGCCCARAGGCCCCCATCATCCTGGTCGGGACACAGTCGGACCTCAGGGAGGACGTCA
AAGTGCTCATAGAACTGGCTTCTGCAGGGCATCTGTGTCCTGCTGTTAMAAGCAGGAGGAG
GTGCTTGTCTGGGAGCTTTAAGTGTGCTGGGCTCATATCGTCCCGTTTGCAAGGAATTG
GGCCACCTTGAGAGGCCATAGTTGATGGCTATGGGACACACACACACTTTTTCCTTAAGTCC
ACCAAAATGCCTGCCTGTACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACT
GGCTGGTTTGCTGATGGAACCCTTAGACCACCCTCCCACCCCCACCCCTCCCCAAGCATGGE
TGCAAGTGTCAGGGCACCACACCTTCCTCTTCTTGACATTTCTTTGAACAGACATCATTT
TGTAGGATCTTAATTTATACATTTTTTTCAGGTCATAAAATGTGGGATGAACATACT
TTGAACCCCAGTGCCTTCAGGGTCCATTGACTAGGGAGGCACTGTCTTAGGGGACAGGTAT
GTGCAAGGCCTTACCCACCAGTGGCTTCTCGCTGCAGGTCATGTTTGTGGCACTTGTTCTT
TAAGGTGAGGGTCTTATGACCGACTGTTCTGAGACAGCCCTGTGTCAGGCAAGCTCTTT
CACAGGGTTGTAGGTATTTCCAAGACGCCATAGGAACCAGACAGTGAATCATAGCTATCAGT
TTGCTGTGGGCAAGGAACCTCTTTTTGGCCACCTGGTAACAAAATTTTATGTCT
GTAAATTTTTTCTTGCTATTTAAAARAARARAATCAATCTTACGTTTTTCTGTAGGAAA
ARAAAAAACAAGTAAAAGAACAGGCCATATTTCAGGTCAAAGGCTTCTTCCTGCTG
GTAAATGGGACTGAAGACTTTCTTACATCATTATTAAAAGGCTAATTGCTGAACCA
CTAGAGTATATGAACTGTTTGTGAATGATATTAGCCATAGTCTCCTGAGGTGTTT
CCTTGTGGCCTGAGTGGTAACATTGTTTTGCTTATGGAGATGCTGTAACTGACCTAGTGACTCAGC
TTATCCTATTGTGCATGGCTGTCTGGAAAGCCAGCGTACAAGTGGGGCTTTGCCTGCCCTGTGTA
CAGAGGGTGGGTGGGARAGAGTGAATTATTTAATTTTAAATGTTATAATAAAGCCAATGTAGTTGA
GACCAAGGAAATGAGCATTGAGAACACAAACTTGAAGTCTGGTGCCAGGGTTGTTGGACCTC
ACACCCTGTCTCTGAGCCACCCGGAAGTGACATARAGGACGCTGTGTGATCAAGT
TCTGGACACTTTTCTGGGATGCGTACCACTGGACTATTTATGTCACAARTCTAGTGGGTT
GACGCTGCCCTGCAAGTTTTCAATGTCCCTGCATCCTATGAAGTCATAATGTCTGAC
TGTACTGGAGGTTTTCCTGCATTTTTTACTTTTCGAARAATAGAGGTTTGGGCTGAGAAT
TCTAAACGCATGTGCCTGGGTGGGACGTCAAGTCAGGGTTCTCATCARAGCTGAGAA
GTGGCTGGAATGTTCAGCTTGGTGTCTGGGGAGGATCCTGTGAGCTATGTAGA
GAGGTGGCTCTTCAGCCTGACTCAGTGTGGGCTGAACGAAGTACCTGCAGAACACACGGT
AGCAGGCTCCAAAATCGTCACCTCAAGCATGCGTGCAAGCAAACTTCCGAGRAACTCC
GTTTTCTGCTCGGCAGACGTGTGAGCAGCTACCCAGAAGTCTCAAGCCAAAAGGGGAGCCTCG
CTCGCTGGCTCCTCTGCAGGTGCCTTATCGACCTGTGCTCTTCTCTTTTCCCGTGTCARA
GATGTTGGACAGGATCTTGTACTTGAAACATACTACAAATGAGTTACTATGAAATAAATTC
TGACCTGTGGACCGAAAAAAAAAAAAAARAA

FiG._10
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51 -CCCACGCGTCCGCACGTGACCAGTTATATTGCTATGAAAATGGTGGAGATGCCTCGTA
GAAGGCGAGTGCTGGGTGCACATGTGACATTTTCTTCAGGGAGCGACTCATGGTGAGACCA
GAGAGGGCTCTTAGCTTGCAGGACTGGCTTCTGCAGGGCATCTGTGTCCTGCTGTTAAAAG
CAGGAGGAGGTGCTTGTCTGGGAGCTTTAAGTGTGCTGGGCTCATATCGTCCCGTTTGCA

AGGAATTGGGCCACCTTGAGAGGCCATAGTTGATGGCTATGGGACACACACACACTTTTT

CCTTAAGTCCACCAAAATGCCTGCCTGTACACACACACACACACACACACACACACACAC

ACACACACACTGGCTGGTTTGCTGATGGAACCCTTAGACCACCCTCCCACCCCCACCCCT
CCCCAAGCATGGCTGCAAGTGTCAGGGCACCACACCTTCCTCTTCTTGACATTTCTTTGA

ACAGACATCATTTTGTAGGATCTTAATTTATACATTTTTTTCAGGTCATAAAATGTGGGA

TGAACATACTTTGAACCCCAGTGCCTTCAGGGTCCATTGACTAGGGAGGCACTGTCTTAG

GGGACAGGTATGTGCAAGGCCTTACCCACCAGTGGCTTCTCGCTGCAGGTCATGTTTGTG

GCACTTGTTCTTTAAGGTGAGGGTCTTATGACCGACTGTTCTGAGACAGCCCTGTGTCAG

GCAAGCTCTTTCACAGGGTTGTAGGTATTTCCAAGACGCCATAGGAACCAGACAGTGAAT

CATAGCTATCAGTTTGCTGTGGGCAAGGAACCTCTTTTTGGCCACCTGGTAACAAAATTT

TATGTCTGTAAATTTTTTCTTGCTATTTAARAAAAARAAAAATCAATCTTACGTTTTTCTGT

AGGAARAAAAAAAACAAGTAAAAGAACAGGCCATATTTCAGGTCAAAGGCTTCTTCCTGC

TGGTAAATGGGACTGAAGACTTTCTTACATCATTATTAAAAGGCTAATTGCTGAACCACT

AGAGTATATGAACTGTTTGTGAATGATATTAGCCATAGTCTCCTGAGGTGTTTCCTTGTG

GCCTGAGTGGTAACATTGTTTTGCTTATGGAGATGCTGTAACTGACCTAGTGACTCAGCT

TATCCTATTGTGCATGGCTGTCTGGAAAGCCAGCGTACAAGTGGGGCTTTGCCTGCCCTG

TGTACAGAGGGTGGGTGGGAAAGAGTGAATTATTTAATTTTARATGTTATAARTAAAGCCA

ATGTAGTTGAGACCAAGGAAATGAGCATTGAGAACACAAACTTGAAGTCTGGTGCCAGGG

TTGTTGGACCTCACACCCTGTCTCTGAGCCACCCGGAAGTGACATAAAGGACGCTGTGTG

ATCAAGTTCTGGACACTTTTCTGGGATGCGTACCACTGGACTATTTATGTCACAAATCTA

GTGGGTTGACGCTGCCCTGCAAGTTTTCAATGTCCCTGCATCCTATGAAGTCATAATGTC

TGACTGTACTGGAGGTTTTCCTGCATTTTTTACTTTTCGAAAATAGAGGTTTGGGCTGAG

AATTCTRAAACGCATGTGCCTGGGTGGGACGTCAAGTCAGGGTTCTCATCARAGCTGAGAA

GTGGCTGGAATGTTCAGCTTGGTGTCTGGGGAGGATCCTGTGAGCTATGTAGAGAGGTGG

CTCTTCAGCCTGACTCAGTGTGGGCTGAACGAAGTACCTGCAGAACACACGGTAGCAGGC

TCCAAAATCGTCACCTCAAGCATGCGTGCAAGCAAACTTCCGAGAACTCCGTTTTCTGCT

CGGCAGACGTGTGAGCAGCTACCCAGAAGTCTCAAGCCAARAGGGGAGCCTCGCTCGCTG

GCTCCTCTGCAGGTGCCTTATCGACCTGTGCTCTTCTCTTTTCCCGTGTCAAAGATGTTG

GACAGGATCTTGTACTTGAAACATACTACARATGAGTTACTATGAAATARATTCTGACCT

GTGGACCGAAAAAAAAAAAAAAAA
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5'-CCCACGCGTCCGCGCCGAGGGACGCGGCGTCAAGTGCGTGCTGGT CGGCGACGGCGCGGT
GGGCAAGACCAGCCTGGTGGTCAGCTACACCACTAACGGCTACCCCACCGAGTACATCCC
TACGGCCTTCGACAACTTCTCGGCCGTGGTGTCTGTAGATGGGCGGCCTGTGAGACTCCA
GCTCTGTGACACTGCAGGACAGGATGAGTTTGACAAGCTGAGGCCCCTCTGCTACACCAA
CACAGACATCTTCCTGCTGTGCTTCAGCGTGGTGAGCCCCACATCCTTCCAGAACGTGGG
CGAGAAGTGGGTTCCAGAGATTCGACGTCACTGCCCAAAGGCCCCCATCATCCTGGTCGG.
GACACAGTCGGACCTCAGGGAGGACGTCAAAGTGCTCATAGAACTGGACARGTGCAAAGA
GAAGCCGGTGCCTGARGAGGCGGCGAAGCTGTGCGCGGAGGAAGTCARAGCTGTCTCCTA
CATCGAGTGCTCAGCGTTGACTCAGAAARACCTCAAAGAGGTTTTCGACGCCGCCATTGT
TGCTGGTATCCAGCACTCAGACTCCCAGCTACAGCCAAAGAAGTCTAAAAGCAGGACCCC
GGATAAGGTGCGGGACCTGTCCAAGTCTTGGTGGAGGAAGTATTGCTGCCTGGCCTGACT
CTCGCAAATAGCAGGTGTTTAAGCTGCAACAGCTCTTTATGGACGAGGCTGTCATAGGAT
GAGCCCCARAGCACCCTCTTCTGCCCTTAACTTCCTGTGTGCGGGAGCTTAGGGCTGAGA
TTCATATGCAAAATACGTTTTTTTAAAAATTGAAAGTTACATTTTTTTTCTGTTAAGTCT
GGAAGCTTTGAGCTGTTAGACCTCCGGATTAATTTATATTCCATATGAAAAGGGCTCTTC
AAAAGCGGGGGTGTCAGCATGAAGTTCTGCTGGTGTTTGTACAGGACAAAGGAGAATGAA
TGGGGAACCTTCCTCCTGAATTAAGGGGCTAACTGAAGGGCTCAATTGCAAGGGCA

FIG._12

5'-CGCGGTGGGCAAGACCAGCCTGGTGGTCAGCTACACCACTARCGGCTACCCCACCGAGTA
CATCCCTACGGCCTTCGACAACTTCTCGGCCGTGGTGTCTGTAGATGGGCGGCCTGTGAG
ACTCCAGCTCTGTGACACTGCAGGACAGGATGAGTTTGACAAGCTGAGGCCCCTCTGCTA
CACCAACACAGACATCTTCCTGCTGTGCTTCAGCGTGGTGAGCCCCACATCCTTCCAGAA
CGTGGGCGAGARAGTGGGTTCCAGAGATTCGACGTCACTGCCCARAGGCCCCCATCATCCT
GGTCGGGACACAGTCGGACCTCAGGGAGGACGTCAARAGTGCTCATAGAACTGGCTTCTGC
AGGGCATCTGTGTCCTGCTGTTAAAAGCAGGAGGAGGTGCTTGTCTGGGAGCTTTAAGTG
TGCTGGGCTCATATCGTCCCGTTTGCAAGGAATTGGGCCACCTTGAGAGGCCATAGTTGA
TGGCTATGGGACACACACACACTTTTTCCTTAAGTCCACCAAAATGCCTGCCTGTACACA
CACACACACACACACACACACACACACACACACACACTGGCTGGTTTGCTGATGGAACCC
TTAGACCACCCTCCCACCCCCACCCCTCCCCARGCATGGCTGCAAGTGTCAGGGCACCAC
ACCTTCCTCTTCTTGACATTTCTTTGAACAGACATCATTTTGTAGGATCTTAATTTATAC
ATTTTTTTCAGGTCATAAAATGTGGGATGAACATACTTTGAACCCCAGTGCCTTCAGGGT
CCATTGACTAGGGAGGCACTGTCTTAGGGGACAGGTATGTGCAAGGCCTTACCCACCAGT

FIG._14
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5' -CCCACGCGTCCGGCGCGAGCTTAGCAGATCTCCACTTACCGAACATCTAGAGAGTCGCG
CGCGCGCCGACGGAGCGGACATGGGCAGAGCGATGGTGGCCAGGCTAGGGCTGGGGTTGC
TGCTTCTGGCACTGCTCCTACCCACGCAGATTTACTGCAACCAAACATCTGTTGCACCGT
TTCCCGGTAACCAGAATATTTCTGCTTCCCCARATCCAAGTAACGCTACCACCAGAGGGG
GTGGCAGCTCCCTGCAGTCCACAGCTGGTCTCCTGGGCTCTCTCTCTCTCTCTTCCACAT
CTCTACTGTTAGAGACTCAGGCCAGGAAACGTCTCTACTTCCCCATCCTCTAGACCTACE
CCAAATGGCAACCACAAGTCCAATGTGATCAGGAAGAAACAGGTCCACCTCGAATTGGCT
GTTACCATATCTCAACAGAAAACACGGAGAATTCGAAATTCGACGGGATTAAAGGACGCG
TGAAAGGTTTGAGAGAAGAGAGATGCCGCTATTGAATCTGCTGGAGT TTTACATCCCAAG
ATGAAGACAGCATTCAGAATTGATGTGATTTCCTTGAATGTGGCTTAGGAAAAGTGGACA
CTTAAAACTCTCACTTGAAATTGGGCACAGGTTTGATGTAGAGATAAGGACGGGGTGCGG
AATGGAGACCCATTTTGTCATTGATTCATCTGACCGATAAGGCCATAGTGCAGTTAGGTG
ATATTCGAAAGCTTCTTTGATGCTCTTTATGTATATGTTGGAAGGAACTACCAGGCGTTG
CTTTAAATTCCCAATGTGTTGTTTCGTTACTACTAATTTAATACCGTAAGCTCTAGGTAA
AGTTCCATGTTGTTGAACTCTGACTGTTCTCTTTGGAATTGAACGTTTTGCATCCTCCTC
CTGTGGCTTTAGGTCTGACATTGTATTTGACCTTTACTAGTAATTAACATGTGCCAGGCA
ATGGTGGATTGGAACCCATCCCCAAGTCCAGCCACCACTGAATARATCTGATTTCAAAAG
TCAAACAGTAGACATTTCCCATTGTCGTTTCTCACTCACCACAAGCACCARATTCACTAG
AGTACACTGGTTCCAGAGAGCAGAATCATGTTGGCCTTGGCTAATTTCARAATGCTGTCT
TTTACTTTGGTATATGTTGAGGGCTTTTTCATAATTTAAAGTGTGTTCTGTTAGCAAGGC
AAAAATTATGAGTCTTAATTCTACAGGCAAATATGCAAAGGAGCCAAAACTGTAAACCCA
GCATTTGGGATGTGAAGACTGGAAGCTAACTCTCATTGAATTCACAAAGTCTTTTATACA
ATTTCTGTACATACTTTTTTTTTTTTTAAGAGAARARACAAACGGTGGATCAGAATAGCCA
CGTTTGGAATACTTTGGTTATCCATTCATATTTTTAGATAGTTATTGGTCCTGTGCCTGA
AAGGGGGCTTGGTTCTACCGTAAGTTTTTCCAATTTCCTTGATATACACATACCTTCTAA
AACCTAGACATTTCCTGAAAAAAATCTTTTGTTCGCATGGTCACACACTGATGCTTACCC
GTACAGTAGTCTTGATAACCAGAGTCATTTTCTCCATCTTTAGAAACCTTCCTGGGAAGA
AGGAGAGCTCACAGACCCGAAGCTACTGTGTGTGTGAATGAACACTCCCCTTGCCTCACA
CCTGAATGCTGTACATCTATTTGATTGTAAATTGTGTTTGTGTATTTATGCTTTGATTCA
TAGTAACTTCTCATGTTATGGAATTGATTTGCATTGAACACAAACTGTAAAAAAAAAAAA
AAAAAGGGCGGCCGCCGCCCCGLG
ATGGCCCCGCAGCAAGGCCGGCCGGCGCTGCCCGCCCGCTGCGAGCCGCCGGCGGCGCCG
CCGGTACCGCCTCGCCGAGAGCGCGGGEGGCGCGEGECECGCGGGCCCGGGGTCTCCGGE
GGTCGGGGGCGCGCGGGCGGCGCCGAGGGACGCGGCGTCAAGTGCGTGCTGGTCGGCGAC
GGCGCGGTGGGCAAGACCAGCCTGGTGGTCAGCTACACCACTAACGGCTACCCCACCGAG
TACATCCCTACGGCCTTCGACAACTTCTCGGCCGTGGTGTCTGTAGATGGGCGGCCTGTG
AGACTCCAGCTCTGTGACACTGCAGGACAGGATGAGTTTGACAAGCTGAGGCCCCTCTGE
TACACCAACACAGACATCTTCCTGCTGTGCTTCAGCGTGGTGAGCCCCACATCCTTCCAG
AACGTGGGCGAGAAGTGGGTTCCAGAGATTCGACGTCACTGCCCAAAGGCCCCCATCATC
CTGGTCGGGACACAGTCGGACCTCAGGGAGGACGTCAAARGT GCTCATAGAACTGGACAAG
TGCAAAGAGAAGCCGGTGCCTGAAGAGGCGGCGARGCTGTGCGCGGAGGAAGTCARAGCT
GTCTCCTACATCGAGTGCTCAGCGTTGACTCAGAAAAACCTCAAAGAGGTTTTCGACGCC
GCCATTGTTGCTGGTATCCAGCACTCAGACTCCCAGCTACAGCCAAAGAAGTCTAARAGC
AGGACCCCGGATAAGGTGCGGGACCTGTCCAAGTCTTGGTGGAGGAAGTATTGCTGCCTG
GCCTGACTCTCGCAAATAGCAGGTGTTTAAGCTGCAACAGCTCTTTATGGACGAGGCTGT
CATAGGATGAGCCCCAAAGCACCCTCTTCTGCCCTTAACTTCCTGTGTGCGGGAGCTTAG
GGCTGAGATTCATATGCAAAATACGTTTTTTTAAAAATTGAAAGTTACATTTTTTTTCTG

FIG._13A
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TTAAGTCTGGAAGCTTTGAGCTGTAGACCTCCGGATTAAT T TATATTCCATATGAAAAGG
GCTCTTCAAAGCGGGGTGTCAGCATGAAGTTCTGCTGTGT TGTACAGGACAAAGGAGAAT
GAATGGGACCTTCTCCTGATTAAGGGCTACTGAGGGCTCAGTGCAGGGCACGTGTGCACT
AGGCTTGGTGAGAGTGAGCAAGCGTGAGCTTTGAAACCACACGAGCCACCCCCGGTTTTG
TAAGGGCAAAGATCTGAAACCAGCAAGGGCCTTCTGCTTACGAAACCTCGAGCCCATCCC
TTCTGTTTACTCAGATTCTCTTAGGAT TTTAAAACAACCAARCATCCCACAGCCTACTGG
CATAGTGTTGGCGAACAGTGCACTTGCTTGTTACGGTTTTGTTTTGTTTTTTTARATCAC
GTGACCAGTTATATTGCTATGAAAATGGTGGAGATGCCTCGTAGAAGGCGAGTGCTGGGT
GCACATGTGACATTTTCTTCAGGGAGCGACTCATGGTGAGACCAGAGAGGGCTCTTAGCT
TGCAGGACTGGCTTCTGCAGGGCATCTGTGTCCTGCTGTTAAAAGCAGGAGGAGGTGCTT
GTCTGGGAGCTTTAAGTGTGCTGGGCT CATATCGTCCCGT T TGCAAGGAATTGGGCCACT
TTGAGAGGCCATAGTTGATGGCTATGGGACACACACACACTTTTTCCTTAAGTCCACCAA
AATGCCTGCCTGTACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACTGGCT
GGTTTGCTGATGGAACCCTTAGACCACCCTCCCACCCCCACCCCTCCCCARGCATGGCTG
CAAGTGTCAGGGCACCACACCTTCCTCTTCTTGACATTTCTTTGAACAGACATCATTTTG
TAGGATCTTAATTTATACATTTTTTTCAGGTCATAAAATGTGGGATGAACATACTTTGAA
CCCCAGTGCCTTCAGGGTCCATTGACTAGGGAGGCACTGTCTTAGGGGACAGGTATGTGE
AAGGCCTTACCCACCAGTGGCTTCTCGCTGCAGGTCATGT TTGTGGCACTTGTTCTTTAA
GGTGAGGGTCTTATGACCGACTGTTCTGAGACAGCCCTGTGTCAGGCAAGCTCTTTCACA
GGGTTGTAGGTATTTCCAAGACGCCATAGGAACCAGACAGTGAATCATAGCTATCAGTTT
GCTGTGGGCAAGGAACCTCTTTTTGGCCACCTGGTAACAAAATTTTATGTCTGTAAATTT
TTTCTTGCTATTT AA

FIG._13B

5'-CCCACGCGTCCGCGGACGCGTGGTTCAGGGTCCATTGACTAGGGAGGCACTGTCTTAGGG
GACAGGTATGTGCAAGGCCTTACCCACCAGTGGCTTCTCGCTGCAGGTCATGTTTGTGGC
ACTTGTTCTTTAAGGTGAGGGTCTTATGACCGACTGTTCTGAGACAGCCCTGTGTCAGGC
AAGCTCTTTCACAGGGTTGTAGGTATTTCCAAGACGCCATAGGAACCAGACAGTGAATCA
TAGCTATCAGTTTGCTGTGGGCAAGGAACCTCTTTTTGGCCACCTGGTAACAAAATTTTA
TGTCTGTAAATTTTTTCTTGCTATTTAARAAAAAAAAAATCAATCTTACGTTTTTCTGTAGG
AARAARARAAARCAAGTAARAGAACAGGCCATATTTCAGGTCAAAGGCTTCTTCCTGCTGG
TAARATGGGACTGAAGACTTTCTTACATCATTATTAAARAGGCTAATTGCTGAACCACTAGA
GTATATGAACTGTTTGTGAATGATATTAGCCATAGTCTCCTGAGGTGTTTCCTTGTGGCC
TGAGTGGTAACATTGTTTTGCTTATGGAGATGCTGTAACTGACCTAGTGACTCAGCTTAT
CCTATTGTGCATGGCTGTCTGGARAGCCAGCGTACAAGTGGGGCTTTGCCTGCCCTGTGT
ACAGAGGGTGGGTGGGAAAGAGTGAATTATTTAATTTTAAATGTTATAATAARAGCCAATG
TAGTTGAGACCAAGGAAATGAGCATTGAGAACACARACTTGAAGTCTGGTGCCAGGGTTG
TTGGACCTCACACCCTGTCTCTGAGCCACCCGGAAGTGACATAAAGGACGCTGTGTGATC

FIG..17
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5'-CCCACGCGTCCGTATGAAAATGGTGGAGATGCCTCGTAGAAGGCGAGTGCTGGGTGCACATG
TGACATTTTCTTCAGGGAGCGACTCATGGTGAGACCAGAGAGGGCTCTTAGCTTGCAGGAC
TGGCTTCTGCAGGGCATCTGTGTCCTGCTGTTAAAAGCAGGAGGAGGTGCTTGTCTGGGAGCTTTAR
GTGTGCTGGGCTCATATCGTCCCGTTTGCAAGGAATTGGGCCACCTTGAGAGGCCA
TAGTTGATGGCTATGGGACACACACACACTTTTTCCTTAAGTCCACCARAATGCCTGCCTGTA
CACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACTGGCTGGTTTGCTGATGGAA
CCCTTAGACCACCCTCCCACCCCCACCCCTCCCCAAGCATGGCTGCAAGTGTCAGGGCACCACAC
CTTCCTCTTCTTGACATTTCTTTGAACAGACATCATTTTGTAGGATCTTAATTTATAC
ATTTTTTTCANGTCATAAAATGTGGGATGAACATACTTTGAACCCCAGTGCCTTCAGGGTC
CATTGACTAGGGAGGCACTGTCTTAGGGGACAGGTATGTGCAAGGCCTTACCCACCAGT
GGCTTCTCGCTGCAGGTCATGTTTGTGGCACTTGTTCTTTAAGGTGAGGGTCTTATGACCG
ACTGTTCTGAGACAGCCCTGTGTCAGGCAAGCTCTTTCACAGGGTTGTAGGTATTTC
CAAGACGCCATAGGAACCAGACAGTGAATCATAGCTATCAGTTTGCTGTGGGCAAGGAACC
TCTTTTTGGCCACCTGGTAACAAAATTTTATGTCTGTAAATTTTTTCTTGCTATTTAAAA
AAAAAAATCAATCTTACGTTTTTCTGTAGGAARAAARAAAAACAAGTAAAAGAACAGGCCAT
ATTTCAGGTCAAAGGCTTCTTCCTTCTGGTAAATGGGACTGAAGACTTTCTTACATCA
TTATTAAAAGGCTAATTGCTGAACCACTAGAGTATATGAACTGTTTGTGAATGATATTAGC
CATAGTCTCCTGAGGTGTTTCCTTGTGGCCTGAGTGGTAACATTGTTTTGCTTATGGAGA
TGCTGTAACTGACCTAGTGACTCAGCTTATCCTATTGTGCATGGCTGTCTGGAAAGCCAG
CGTACAAGTGGGGCTTTGCCTGCCCTGTGTACAGAGGGTGGGTGGGAAAGAGTGAATT
ATTTAATTTTAARATGTTATAATAAAGCCAATGTAGTTGAGACCAAGGAAATGAGCATTGAGA
ACACAAACTTGAAGTCTGGTGCCAGGGTTGTTGGACCTCACACCCTGTCTCTGAGCCACC
CGGAAGTGACATAAAGGACGCTGTGTGATCA

FIG._15
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5'-CCCACGCGTCCGGTGACCAGTTATATTGCTATGAAAATGGTGGAGATGCCTCGTAGAAGS
CGAGTGCTGGGTGCACATGTGACATTTTCTTCAGGGAGCGACTCATGGTGAGACCAGAGA
GGGCTCTTAGCTTGCAGGACTGGCTTCTGCAGGGCATCTGTGTCCTGCTGTTAAAAGCAG
GAGGAGGTGCTTGTCTGGGAGCTTTAAGTGTGCTGGGCTCATATCGTCCCGTTTGCAAGG
AATTGGGCCACCTTGAGAGGCCATAGTTGATGGCTATGGGACACACACACACTTTTTCCT
TAAGTCCACCAAAATGCCTGCCTGTACACACACACACACACACACACACACACACACACA
CACACACTGGCTGGTTTGCTGATGGAACCCTTAGACCACCCTCCCACCCCCACCCCTCCC
CAAGCATGGCTGCAAGTGTCAGGGCACCACACCTTCCTCTTCTTGACATTTCTTTGAACA
GACATCATTTTGTAGGATCTAATTTATACATTTTTTTCAGGTCATAAAATGTGGGATGAA
CATACTTTGAACCCCAGTGCCTTCAGGGTCCATTGACTAGGGAGGCACTGTCTTAGGGGA
CAGGTATGTGCAAGGCCTTACCCACCAGTGGCTTCTCGCTGCAGGTCATGTTTGTGGCAC
TTGTTCTTTAAGGTGAGGGTCTTATGACCGACTGTTCTGAGACAGCCCTGTGTCAGGCAA
GCTCTTTCACAGGGTTGTAGGTATTTCCAARGACGCCATAGGAACCAGACAGTGAATCATA
GCTATCAGTTTGCTGTGGGCAAGGAACCTCTTTTTGGCCACCTGGTAACAARATTTTATG
TCTGTAARATTTTTTCTTGCTATTTAAAAAAARAAATCAATCTTACGTTTTTCTGTAGGAA
AARAAAAAACAAGTAAAAGAACAGGCCATATTTCAGGTCAAAGGCTTCTTCCTGCTGGTA
AATGGGACTGAAGACTTTCTTACATCATTATTAAAAGGCTAATTGCTGAACCACTAGAGT
ATATGAACTGTTTGTGAATGATATTAGCCATAGTCTCCTGAGGTGTTTCCTTGTGGCCTG
AGTGGTAACATTGTTTTGCTTATGGAGATGCTGTAACTGACCTAGTGACTCAGCTTATCC
TATTGTGCATGGCTGTCTGGAAAGCCAGCGTACAAGTGGGGCTTTGCCTGCCCTGTGTAC
AGAGGGTGGGTGGGAAAGAGTGAATTATTTAATTTTAAATGTTATAATAAAGCCAATGTA
GTTGAGACCAAGGAAATGAGCATTGAGAACACAAACTTGAAGTCTGGTGCCAGGGTTGTT
GGACCTCACACCCTGTCTCTGAGCCACCCGGAAGTGACATAAAGGACGCTGTGTGATCAA
GTTCTGGACACTTTTCTGGGATGCGTACCACTGGACTATTTATGTCACAAATCTAGTGGG
TTGACGCTGCCCTGCAAGTTTTCAATGTCCCTGCATCCTATGAAGTCATAATGTCTGACT
GTACTGGAGGTTTTCCTGCATTTTTTACTTTTCGAARATAGAGGTTTGGGCTGAGAATTC
TAAACGCATGTGCCTGGGTGGGACGTCAAGTCAGGGTTCTCATCARAGCTGAGAAGTGGC
TGGAATGTTCAGCTTGGTGTCTGGGGCAGGCTCCAAAATCGTCACCTCAAGCATGCGTGC
AAGCAAACTTCCGAGAACTCCGTTTTCTGCTCGGCAGACGTGTGAGCAGCTACCCAGAAG
TCTCAAGCCAAAAGGGGAGCCTCGCTCGCTGGCTCCTCTGCAGGTGCCTTATCGACCTGT
GCTCTTCTCTTTTCCCGTGTCAAAGATGTTGGACAGGATCTTGTACTTGAAACATACTAC
AAATGAGTTACTATGARATAARATTCTGACCTGTGGACCGAARAAAAAAAAAAARAARANA
AAAAAAAAAAAAAAAARAAAAAARAAAAAAARARA
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