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DESCRIPCION

Proteinas CRSP (proteinas segregadas ricas en cisteina), moléculas de dcido nucleico que codifican para las mismas
y usos de las mismas.

Antecedentes de la invencion

Las proteinas segregadas desempefian un papel integro en la formacién, diferenciacién y mantenimiento de célu-
las en organismos multicelulares. Por ejemplo, en la técnica se sabe que las proteinas secretoras estdn implicadas en
la sefializacion entre células que estan calientes en contacto directo. Tales moléculas de sefializacion segregadas son
particularmente importantes en el desarrollo de tejido de vertebrados durante la embriogénesis asi como en el mante-
nimiento del estado diferenciado de tejidos adultos. Por ejemplo, las interacciones inductivas que se producen entre
capas celulares vecinas y los tejidos en el embrién en desarrollo son sumamente dependientes de la existencia y regu-
lacién de moléculas de sefializacion segregadas. En interacciones inductivas, las sefiales bioquimicas segregadas por
una poblacién celular influyen en el destino del desarrollo de una segunda poblacién celular, normalmente alterando
el destino de la segunda poblacidn celular. Por ejemplo, las proteinas Wnt se reconocen en la actualidad como una de
las principales familias de moléculas de sefializacién importantes para el desarrollo en organismos que varian desde
Drosophila hasta ratones. Para una revisién véase Cadigan, K. M. y R. Nusse (1997) Genes & Development, 11:3286-
3305.

También se reconoce bien actualmente que las principales familias de moléculas de sefializacién tienen un papel
doble que desempeiiar tanto en el desarrollo de un organismo asi como en la estimulacién o mantenimiento del estado
diferenciado de tejidos en el animal adulto. Ademas, las principales familias de moléculas de sefializaciéon se han
implicado en el control de la proliferacién de células en tejidos adultos maduros, por ejemplo, durante la renovacién
celular normal en el organismo adulto asi como en la regeneracidn tisular activada como resultado del dafio al tejido
adulto.

Sumario de la invencion

La presente invencidn se basa, al menos en parte, en el descubrimiento de moléculas de dcido nucleico que codifi-
can para una familia novedosa de proteinas segregadas, denominadas en el presente documento proteinas segregadas
ricas en cistefna (“CRSP” o “proteinas CRSP”). Las moléculas CRSP de la presente invencion son utiles como agen-
tes moduladores para regular una variedad de procesos celulares. Consecuentemente, en un aspecto, esta invencién
proporciona moléculas de dcido nucleico aisladas que codifican para proteinas CRSP o partes bioldgicamente activas
de las mismas, asi como fragmentos de dcido nucleico adecuados como cebadores o sondas de hibridacién para la
deteccién de 4cidos nucleicos que codifican para CRSP.

En una realizacion, la invencién proporciona una molécula de dcido nucleico de CRSP tal como se define en las
reivindicaciones adjuntas.

Otro aspecto de la invencion proporciona un vector que comprende una molécula de dcido nucleico de CRSP. En
ciertas realizaciones, el vector es un vector de expresion recombinante. En otra realizacion, la invencién proporciona
una célula huésped que contiene un vector de la invencién. La invencién también proporciona un método para producir
una proteina CRSP cultivando en un medio adecuado una célula huésped de la invencién que contiene un vector de
expresién recombinante de manera que se produce una proteina CRSP.

Otro aspecto de esta invencién muestra proteinas CRSP aisladas o recombinantes y polipéptidos. En una realiza-
cion, una proteina CRSP aislada tiene una secuencia sefial y al menos un dominio rico en cisteina, preferiblemente una
region rica en cistefna, y se segrega. En otra realizacion, una proteina CRSP aislada tiene una secuencia de aminodcidos
tal como se define en las reivindicaciones adjuntas.

Las proteinas CRSP de la presente invencidn, o partes bioldgicamente activas de las mismas, pueden estar opera-
tivamente unidas a un polipéptido distinto de CRSP para formar proteinas de fusién de CRSP. La invencién muestra
adicionalmente anticuerpos que se unen especificamente a proteinas CRSP, tales como anticuerpos monoclonales o
policlonales. Ademas, las proteinas CRSP o partes biolégicamente activas de las mismas pueden incorporarse a com-
posiciones farmacéuticas, que opcionalmente incluyen vehiculos farmacéuticamente aceptables.

En otro aspecto, la presente invencidn proporciona un método para detectar la expresion de CRSP en una muestra
bioldgica poniendo en contacto la muestra bioldgica con un agente que puede detectar un polipéptido, una proteina o
una molécula de 4cido nucleico de CRSP, de manera que se detecta la presencia de un polipéptido, una proteina o una
molécula de 4cido nucleico de CRSP en la muestra bioldgica.

En otro aspecto, la presente invencién proporciona un método para detectar la presencia de actividad de CRSP en
una muestra biolégica poniendo en contacto la muestra bioldgica con un agente que puede detectar un indicador de
actividad de CRSP de manera que se detecta la presencia de actividad de CRSP en la muestra bioldgica.

En otro aspecto, la invencién proporciona un método para modular la actividad de CRSP que comprende poner
en contacto la célula con un agente que modula la actividad de CRSP de tal manera que se modula la actividad de
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CRSP en la célula. En una realizacion, el agente inhibe la actividad de CRSP. En otra realizacidn, el agente estimula
la actividad de CRSP. En una realizacion, el agente es un anticuerpo que se une especificamente a una proteina CRSP.
En otra realizacién, el agente modula la expresion de CRSP modulando la transcripcién de un gen de CRSP o la
traduccién de un ARNm de CRSP. Todavia en otra realizacion, el agente es una molécula de 4cido nucleico que tiene
una secuencia de nucledtidos que es antisentido con respecto a la cadena codificante de un ARNm de CRSP o un gen
de CRSP.

Los métodos basados en la presente invencidon pueden usarse para tratar a un sujeto que tiene un trastorno carac-
terizado por actividad o expresion de dcido nucleico o proteina CRSP aberrante administrando un agente que es un
modulador de CRSP al sujeto. En una realizacién, el modulador de CRSP es una proteina CRSP. En otra realizacién
el modulador de CRSP es una molécula de acido nucleico de CRSP. Todavia en otra realizacion, el modulador de
CRSP es un péptido, molécula peptidomimética u otra molécula pequefia. En una realizacién preferida el trastorno se
caracteriza por expresion de dcido nucleico o proteina CRSP aberrante es un trastorno del desarrollo, de diferenciacién
o proliferativo.

La presente invencion también proporciona un ensayo diagndstico para identificar la presencia o ausencia de una
alteracion genética caracterizada por al menos una de (i) mutacién o modificacién aberrante de un gen que codifica
para una proteina CRSP; (ii) regulacion errénea de dicho gen; y (iii) modificacion posterior a la traduccién aberrante
de una proteina CRSP, en la que una forma de tipo natural de dicho gen codifica para una proteina con una actividad
de CRSP.

En otro aspecto, la invencion proporciona un método para identificar un compuesto que se une a, o modula la
actividad de, una proteina CRSP, proporcionando una composicién indicadora que comprende una proteina CRSP que
tiene actividad de CRSP, poniendo en contacto la composicién indicadora con un compuesto de prueba, y determi-
nando el efecto del compuesto de prueba sobre la actividad de CRSP en la composicion indicadora para identificar un
compuesto que modula la actividad de una proteina CRSP.

Otras caracteristicas y ventajas de la invencidn serdn evidentes a partir de la siguiente descripcion detallada y
reivindicaciones.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 representa la secuencia de ADNc y la secuencia de aminodcidos prevista de CRSP-1 humana. La
secuencia de nucledtidos corresponde a los 4cidos nucleicos 1 a 2479 de SEQ ID NO: 1. La secuencia de aminodcidos
corresponde a los aminodcidos 1 a 350 de SEQ ID NO: 2.

La figura 2 representa la secuencia de ADNc y secuencia de aminodcidos prevista de CRSP-2 humana. La secuencia
de nucleétidos corresponde a los dcidos nucleicos 1 a 848 de SEQ ID NO: 4. La secuencia de aminoacidos corresponde
a los aminodcidos 1 a 224 de SEQ ID NO: 5.

La figura 3 representa la secuencia de ADNc y la secuencia de aminodcidos prevista de CRSP-3 humana. La
secuencia de nucledtidos corresponde a los dcidos nucleicos 1 a 1529 de SEQ ID NO: 7. La secuencia de aminodcidos
corresponde a los aminodcidos 1 a 266 de SEQ ID NO: 8.

La figura 4 representa la secuencia de ADNc y la secuencia de aminodcidos prevista de CRSP-4 humana. La
secuencia de nucledtidos corresponde a los dcidos nucleicos 1 a 702 de SEQ ID NO: 10. La secuencia de aminodcidos
corresponde a los aminodcidos 1 a 179 de SEQ ID NO: 11.

La figura 5 representa la secuencia de ADNc y la secuencia de aminoécidos prevista de N terminal de tipo CRSP
humana. La secuencia de nucleétidos corresponde a los 4cido nucleicos 1 a 928 de SEQ ID NO: 13. La secuencia de
aminodcidos corresponde a los aminodcidos 1 a 242 de SEQ ID NO: 14.

La figura 6 representa las secuencias de aminoacidos de CRSP-1 humana, CRSP-2 humana, CRSP-3 humana, y
CRSP-4 humana, asi como la secuencia consenso generada a partir de la alineacidon de estas secuencias. La figura
detalla la relacién entre las proteinas CRSP de la presente invencion.

La figura 7 es un diagrama esquematico que representa la relacién entre las proteinas CRSP de la presente ins-
tantdnea. La figura representa los dominios biolégicos y funcionales de CRSP humana. Los péptidos sefial se indican
mediante cajas rellenas. Los dominios ricos en cisteina de una region rica en cisteina de CRSP se representan como
CRD-1 y CRD-2.

La figura 8 representa la secuencia de ADNc y la secuencia de aminodcidos prevista de CRSP-1 murina. La
secuencia de nucledtidos corresponde a los dcidos nucleicos 1 a 928 de SEQ ID NO: 16. La secuencia de aminoécidos
corresponde a los aminodcidos 1 a 349 de SEQ ID NO: 17.

La figura 9 es un diagrama esquemadtico que representa la relacion entre la secuencia de nucledtidos de CRSP-1 y
las de RIG y 7-1 de tipo RIG (nimeros de registro U32331 y AF034208, respectivamente).
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Descripcion detallada de la invencion

La presente invencion se basa en el descubrimiento de moléculas novedosas, denominadas en el presente docu-
mento como moléculas de dcido nucleico y proteinas CRSP, que comprenden una familia de moléculas que tienen
ciertas caracteristicas estructurales y funcionales conservadas. Se pretende que el término “familia” cuando se refie-
re a la proteina y moléculas de 4cido nucleico de la invencidn signifique dos o mas proteinas o moléculas de 4cido
nucleico que tienen un dominio estructural comun y que tienen suficiente homologia de secuencia de aminodcidos o
nucledtidos tal como se define en el presente documento. Tales miembros de familia pueden producirse de manera
natural y pueden ser o bien de la misma especie o bien de diferentes especies. Por ejemplo, una familia puede conte-
ner una primera proteina de origen humano, asi como otras proteinas distintas de origen humano, o alternativamente
pueden contener homdélogos de origen no humano. Los miembros de una familia también pueden tener caracteristicas
funcionales comunes.

En una realizacidn, se identifica un miembro de la familia de CRSP basandose en la presencia de al menos un “do-
mino rico en cisteina” en la proteina o molécula de 4cido nucleico correspondiente. Tal como se define en el presente
documento, un “dominio rico en cisteina” se refiere a una parte de una proteina CRSP (por ejemplo, CRSP-1) que es
rica en residuos de cisteina, es decir, al menos aproximadamente 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 6 20
aminodcidos son residuos de cisteina. Preferiblemente, un “dominio rico en cisteina” es un dominio proteico que tiene
una secuencia de aminodcidos de aproximadamente 30-100 aminodcidos, de manera preferible de aproximadamente
35-95 aminodcidos, de manera mas preferible de aproximadamente 40-90 aminodcidos, de manera mds preferible de
aproximadamente 45-85 aminodcidos, de manera incluso mds preferible de aproximadamente 50-80 aminodcidos, y
de manera incluso méas preferible de aproximadamente 55-75, 60-70, 6 65 aminodcidos, de los que al menos aproxi-
madamente 3-20, de manera preferible aproximadamente 5-15, o de manera mas preferible aproximadamente 6, 7, 8,
9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 6 20 aminoacidos son residuos de cisteina.

Un dominio rico en cisteina preferido tiene al menos aproximadamente 10, al menos aproximadamente 15, 16, 17,
18, 19, o preferiblemente 20 residuos de cisteina ubicados en la misma posicién de aminoécido relativa que los residuos
de cisteina en CRSP-1 humana que tiene SEQ ID NO: 2. Por ejemplo, tal como se muestra en la figura 6, CRSP-2
tiene al menos aproximadamente 10 residuos de cisteina ubicados en la misma posicién de aminodcido relativa que
los residuos de cistefna en CRSP-1 humana que tiene SEQ ID NO: 2 (por ejemplo, cys151 en CRSP-2, SEQ ID NO:
5, estd ubicada en la misma posicién de aminodcido relativa que cys214 en CRSP-1, SEQ ID NO: 2; cys156 en CRSP-
2, SEQ ID NO: 5, estd ubicada en la misma posicién de aminodcido relativa que cys219 en CRSP-1, SEQ ID NO: 2; y
cys157 en CRSP-2, SEQ ID NO: 5, estd ubicada en la misma posicién de aminodcido que cys220 en CRSP-1, SEQ ID
NO: 2). De manera similar, tal como se muestra en la figura 6, CRSP-3 tiene al menos aproximadamente 10 residuos
de cisteina ubicados en la misma posicién de aminodacido relativa que los residuos de cisteina en CRSP-1 humana
que tiene SEQ ID NO: 2. Tal como también se muestra en la figura 6, CRSP-4 tiene al menos aproximadamente 10
residuos de cisteina ubicadas en la misma posicion de aminodcido relativa que los residuos de cisteina en CRSP-1
humana que tiene SEQ ID NO: 2.

Una proteina CRSP preferida de la presente invencién es una proteina humana (por ejemplo, codificada por una
secuencia de nucledtidos que corresponde a un gen humano que se produce de manera natural). Por ejemplo, en una
realizacién, una proteina CRSP-1 (CRSP-1 humana) contiene un primer dominio rico en cisteina que contiene apro-
ximadamente los aminoécidos 147-195 de SEQ ID NO: 2, que tiene 10 residuos de cisteina, y un segundo dominio
rico en cisteina que contiene aproximadamente los aminodcidos 201-284 de SEQ ID NO: 2, que tiene 10 residuos
de cisteina (las posiciones de los residuos de cisteina se representan en la figura 6). En otra realizacién, una proteina
CRSP-2 (CRSP-2 humana) contiene un primer dominio rico en cisteina que contiene aproximadamente los aminod-
cidos 41-90 de SEQ ID NO: 5, que tiene 10 residuos de cisteina, y un segundo dominio rico en cisteina que contiene
aproximadamente los aminodcidos 41-218 de SEQ ID NO: 5, que tiene 10 residuos de cisteina (las posiciones de
los residuos de cisteina se representan en la figura 6). En otra realizacién, una proteina CRSP-3 proteina (CRSP-3
humana) contiene un primer dominio rico en cisteina que contiene aproximadamente los aminodcidos 85-138 de SEQ
ID NO: 8, que tiene 10 residuos de cisteina, y un segundo dominio rico en cisteina que contiene aproximadamente los
aminodcidos 182-263 de SEQ ID NO: 8§, que tiene 10 residuos de cisteina (las posiciones de los residuos de cisteina se
representan en la figura 6). En otra realizacién, una proteina CRSP-4 (CRSP-4 humana) contiene un primer dominio
rico en cisteina que contiene aproximadamente los aminodcidos 1-47 de SEQ ID NO: 11, que tiene 8§ residuos de
cisteina, y un segundo dominio rico en cisteina que contiene aproximadamente los aminodcidos 96-176 de SEQ ID
NO: 11, que tiene 10 residuos de cisteina (las posiciones de los residuos de cisteina se representan en la figura 6).

Proteinas CRSP preferidas tienen mds de un dominio rico en cisteina, mds preferiblemente tienen al menos dos
dominios ricos en cisteina y, por tanto, tienen una region rica en cisteina. Tal como se usa en el presente documento, el
término “regidn rica en cisteina” se refiere a un dominio proteico que incluye al menos dos dominios ricos en cisteina
y tiene una secuencia de aminodcidos de aproximadamente 120-200, de manera preferible de aproximadamente 130-
190, de manera mds preferible de aproximadamente 140-180 residuos de aminodcidos, y de manera incluso mas pre-
ferible de al menos aproximadamente 135-175 aminodcidos de los que al menos aproximadamente 10-30, de manera
preferible aproximadamente 15-20, y de manera mds preferible aproximadamente 16, 17, 18, 6 19 de los aminoacidos
son residuos de cisteina. En una realizacién preferida, una regién rica en cisteina estd ubicada en la regién C-terminal
de una proteina CRSP. Por ejemplo, en una realizacién, una proteina CRSP-1 contiene una regién rica en cisteina
que contiene aproximadamente los aminodcidos 147-284 de SEQ ID NO: 2, que tiene 20 residuos de cisteina en las
posiciones indicadas en la figura 6. En otra realizacién, una proteina CRSP-2 contiene una regién rica en cisteina
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que contiene aproximadamente los aminodcidos 41-218 de SEQ ID NO: 5, que tiene 20 residuos de cisteina en las
posiciones indicadas en la figura 6. En otra realizacién, una proteina CRSP-3 contiene una regién rica en cisteina
que contiene aproximadamente los aminodcidos 85-263 de SEQ ID NO: 8, que tiene 20 residuos de cisteina en las
posiciones indicadas en la figura 6. En otra realizacién, una proteina CRSP-4 contiene una regién rica en cisteina
que contiene aproximadamente los aminodcidos 1-176 de SEQ ID NO: 2, que tiene 18 residuos de cisteina en las
posiciones indicadas en la figura 6.

En otra realizacién, ademas de los dominios ricos en cisteina, la region rica en cisteina contiene una region es-
paciadora que separa el primer y segundo dominio rico en cisteina. Tal como se usa en el presente documento, la
“regién espaciadora” se refiere a residuos de aminoacidos que estin ubicados entre los dominios ricos en cisteina pri-
mero y segundo de una regidn rica en cisteina e incluye residuos de aminodcidos ubicados en C-terminal con respecto
al primer dominio rico en cisteina y en N-terminal con respecto al segundo dominio rico en cisteina. Tal como se
define en el presente documento, una “regién espaciadora” se refiere a un dominio proteico de aproximadamente 5-
70, de manera preferible de aproximadamente 10-65 aminoacidos, de manera mds preferible de aproximadamente 15-
60 aminodcidos, de manera incluso mds preferible de aproximadamente 20-55, y de manera incluso més preferible
de aproximadamente 25-50, 30-45 6 35-40 aminodcidos. Por ejemplo, la proteina CRSP-1 contiene una regién espa-
ciadora de aproximadamente los aminodcidos 196-200 de SEQ ID NO: 2; la proteina CRSP-2 contiene una regién
espaciadora de aproximadamente los aminodcidos 91-137 de SEQ ID NO: 5; la proteina CRSP-3 contiene una regién
espaciadora de aproximadamente los aminodcidos 139-181 de SEQ ID NO: 8; y la proteina CRSP-4 contiene una
region espaciadora de aproximadamente los aminodcidos 48-95 de SEQ ID NO: 11.

En otra realizacion de la invencidn, la proteina CRSP tiene al menos un dominio rico en cisteina, preferiblemente
una region rica en cisteina, y una secuencia sefial. Tal como se usa en el presente documento, una “secuencia se-
fial” se refiere a un péptido que contiene aproximadamente 20 aminodcidos que se produce en el extremo N-terminal
de proteinas de membrana secretoras e integrales y que contiene un gran nimero de residuos de aminoacidos hi-
dréfobos. Por ejemplo, una secuencia sefial contiene al menos aproximadamente 14-28 residuos de aminodcidos, de
manera preferible aproximadamente 16-26 residuos de aminoécidos, de manera mas preferible aproximadamente 18-
24 residuos de aminodcidos, y de manera mds preferible aproximadamente 20-22 residuos de aminodcidos, y tiene al
menos aproximadamente el 40-70%, de manera preferible aproximadamente el 50-65%, y de manera mas preferible
aproximadamente el 55-60% de residuos de aminodcidos hidréfobos (por ejemplo, alanina, valina, leucina, isoleuci-
na, fenilalanina, tirosina, triptéfano, o prolina). Tal “secuencia sefial”’, también se denomina en la técnica como un
“péptido sefial”, sirve para dirigir una proteina que contiene una secuencia de este tipo hacia una bicapa lipidica. Por
ejemplo, en una realizacion, una proteina CRSP-1 contiene una secuencia sefial de aproximadamente los aminodcidos
1-23 de SEQ ID NO: 2. En otra realizacion, una proteina CRSP-2 contiene una secuencia sefial de aproximadamente
los aminoécidos 1-19 de SEQ ID NO: 5. En otra realizacién, una proteina CRSP-3 contiene una secuencia sefial de
aproximadamente los aminodcidos 1-20 de SEQ ID NO: 8.

Las proteinas CRSP de la presente invencién pueden usarse para identificar miembros adicionales de la familia de
CRSP. Por ejemplo, se identificé una proteina que tiene homologia con CRSP-1 usando la secuencia que codifica para
la regidén tnica N-terminal de CRSP-1 para buscar una base de datos de secuencias de proteinas. Una proteina de este
tipo, denominada en el presente documento como “N terminal de tipo CRSP” se representa en la figura 5. La secuencia
de nucleétidos de N terminal de tipo CRSP (SEQ ID NO: 13) codifica para una proteina que tiene 242 aminodcidos
(SEQ ID NO: 14). La secuencia de nucledtidos de N terminal de tipo CRSP incluye una regién no traducida en 5’ que
contiene los nucledtidos 1-74 de SEQ ID NO: 13, una regién codificante que contiene los nucleétidos 75-800 de SEQ
ID NO: 13 (que corresponde a los nucleétidos 1-726 de SEQ ID NO: 15), y una regién no traducida en 3’ que contiene
los nucledtidos 801-928 de SEQ ID NO: 13.

Consecuentemente, una realizacién de la invencién muestra una proteina CRSP que tiene al menos un dominio
rico en cisteina, preferiblemente al menos una regién rica en cisteina. Otra realizaciéon muestra una proteina CRSP
que tiene al menos una region rica en cisteina, en la que la region rica en cisteina incluye al menos un dominio rico
en cisteina. Otra realizacién muestra una proteina CRSP que tiene al menos una region rica en cisteina, en la que la
region rica en cisteina incluye al menos dos dominios ricos en cisteina. Otra realizacién muestra una proteina que tiene
homologia del 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 95, 6 99% con respecto a un dominio rico en cisteina de una proteina
CRSP de la invencion (por ejemplo, CRSP-1, CRSP-2, CRSP-3, o CRSP-4).

Todavia otra realizacién de la invencién muestra una proteina CRSP que tiene al menos un dominio rico en cisteina,
preferiblemente al menos una region rica en cisteina y un péptido sefial. Otra realizacién muestra una proteina CRSP
que tiene al menos un dominio rico en cisteina, preferiblemente al menos una regién rica en cisteina y un péptido
sefial, en la que la regién rica en cisteina incluye al menos dos dominios ricos en cisteina. Otra realizacién muestra una
proteina CRSP que tiene al menos un dominio rico en cisteina, preferiblemente al menos una regién rica en cisteina y
un péptido sefial, en la que la regidn rica en cisteina incluye al menos dos dominios ricos en cisteina y un espaciador.

Moléculas CRSP preferidas de la presente invencién se definen en las reivindicaciones adjuntas. Tal como se usa
en el presente documento, el término “suficientemente homéloga” se refiere a una primera secuencia de aminoacidos
o de nucledtidos que contiene un nimero suficiente 0 minimo de residuos de aminoacidos o de nucleétidos idénticos
o equivalentes (por ejemplo, un residuo de aminodcidos que tiene una cadena lateral similar) con respecto a una
segunda secuencia de aminodcidos o nucle6tidos de manera que las secuencias de aminodcidos o nucleétidos primera
y segunda compartan dominios estructurales comunes y/o una actividad funcional comiin. Por ejemplo, las secuencias
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de aminodcidos o nucleétidos que comparten dominios estructurales comunes tienen al menos aproximadamente un
40% de homologia, preferiblemente un 50% de homologia, m4s preferiblemente un 60%-70% de homologia a lo largo
de la secuencia de aminoécidos de los dominios y contienen al menos un, preferiblemente dos, mas preferiblemente
tres, e incluso mds preferiblemente cuatro, cinco o seis dominios estructurales, se definen en el presente documento
como suficientemente homdlogas. Ademds, las secuencias de aminodcidos o nucledtidos que comparten al menos
un 40%, preferiblemente un 50%, mas preferiblemente un 60, 70, u 80% de homologia y comparten una actividad
funcional se definen en el presente documento como suficientemente homologas.

Tal como se usa indistintamente en el presente documento, una “actividad de CRSP”, “actividad bioldgica de
CRSP” o “actividad funcional de CRSP”, se refiere a una actividad ejercida por una molécula de 4acido nucleico,
polipéptido o proteina CRSP sobre una célula sensible a CRSP tal como se determina in vivo, o in vivo, segin las
técnicas habituales. En una realizacion, una actividad de CRSP es una actividad directa, tal como una asociacion con
una molécula diana de CRSP. Tal como se usa en el presente documento, una “molécula diana” es una molécula con la
que se une o interactia una proteina CRSP en la naturaleza, de manera que se logra funcién mediada por CRSP. Una
molécula diana de CRSP puede ser una molécula distinta de CRSP o un polipéptido o proteina CRSP de la presente
invencién. En una realizacién a modo de ejemplo, una molécula diana de CRSP es una proteina unida a membrana
(por ejemplo, un receptor de superficie celular o “receptor de CRSP”) o una forma modificada de una proteina de
este tipo que se ha alterado de manera que la proteina es soluble (por ejemplo, producida recombinantemente de
manera que la protefna no exprese un dominio de unién a membrana). En otra realizacién, una diana de CRSP es una
segunda molécula de proteina soluble (por ejemplo, una “pareja de unién a CRSP” o “sustrato de CRSP”). En una
realizacion de este tipo a modo de ejemplo, una pareja de unién a CRSP puede ser una segunda proteina distinta de
CRSP soluble o una segunda molécula de proteina CRSP de la presente invencion. Alternativamente, una actividad de
CRSP es una actividad indirecta, tal como una actividad de sefializacion celular mediada por interaccién de la proteina
CRSP con una segunda proteina (por ejemplo, un receptor de CRSP). Tal como se usa en el presente documento,
el término “receptor de CRSP” se refiere a una proteina o complejo de proteina, al que puede unirse una proteina
CRSP, por ejemplo, CRSP humana. Un receptor puede ser un receptor de superficie celular, por ejemplo, un receptor
de hormona nuclear. Los receptores de CRSP pueden aislarse mediante métodos conocidos en la técnica y descritos
adicionalmente en el presente documento. La interaccién de una proteina CRSP con un receptor de CRSP puede
resultar en la transduccién de una sefial de la superficie celular con respecto al niicleo. La sefial transducida puede ser,
un aumento del calcio intracelular, un aumento de fosfatidilinositol u otra molécula, y puede dar como resultado, por
ejemplo, la fosforilacion de proteinas especificas, una modulacién de transcripcién génica y cualquiera de las otras
actividades bioldgicas expuestas en el presente documento.

En una realizacion preferida, una actividad de CRSP es al menos una o mds de las siguientes actividades: (i)
interaccion de una proteina CRSP con, y/o unién a, una segunda molécula, (por ejemplo, una proteina, tal como un
receptor de CRSP, una forma soluble de un receptor de CRSP, un receptor para un miembro de la familia de wnt
de las proteinas de sefalizacién, o una molécula de sefializacion distinta de CRSP); (ii) interaccién de una proteina
CRSP con una proteina intracelular a través de un receptor de CRSP unido a membrana; (iii) formacién de complejo
entre una proteina CRSP soluble y una segunda pareja de unién a CRSP soluble (por ejemplo, una molécula de
proteina distinta CRSP o una segunda molécula de proteina CRSP); (iv) interaccién con otras proteinas extracelulares
(por ejemplo, regulacion de adhesion celular dependiente de wnt a componentes de matriz extracelular); (v) unién
a y eliminacién de una molécula no deseable (por ejemplo, una actividad desintoxicante o funcién de defensa); y/o
(vi) una actividad enzimadtica. Todavia en otra realizacién preferida, una actividad de CRSP es al menos una o méis
de las siguientes actividades: (1) modulacién de transduccidn de sefiales celulares, o bien in vitro o bien in vivo
(por ejemplo, antagonismo de la actividad de miembros de la familia de wnt de proteinas segregadas o supresion de
transduccién de sefiales dependiente de wnr); (2) regulacién de comunicacién entre células (por ejemplo, regulacién de
interacciones célula-célula dependientes de wnt); (3) regulacion de expresion de genes cuya expresion estd modulada
por la unién de CRSP (por ejemplo, CRSP-1) a un receptor; (4) regulacién de transcripcion génica en una célula
implicada en el desarrollo o diferenciacion, o bien in vitro o bien in vivo (por ejemplo, induccién de diferenciacién
celular); (5) regulacién de transcripcidn génica en una célula implicada en el desarrollo o diferenciacién, en la que
al menos un gen codifica para proteina especifica de diferenciacion; (6) regulacion de transcripcién génica en una
célula implicada en el desarrollo o diferenciacién, en la que al menos un gen codifica para una segunda proteina
segregada; (7) regulacién de transcripcidon génica en una célula implicada en el desarrollo o diferenciacién, en la
que al menos un gen codifica para una molécula de transduccidn de sefiales; (8) regulacién de proliferacion celular,
o bien in vitro o bien in vivo (por ejemplo, induccién de proliferacién celular o inhibicién de proliferacién como
en el caso de supresion de tumorigénesis (por ejemplo, supresion de formacion de glioblastoma)); (9) formacién y
mantenimiento de disposiciones espaciales ordenadas de tejidos diferenciados en vertebrados, tanto adultos como
embrionarios (por ejemplo, induccién de formacién de cabeza durante el desarrollo del vertebrado o mantenimiento
de células progenitoras hematopoyéticas); (10) modulacién de muerte celular, tal como estimulacién de supervivencia
celular; (11) regulacién de migracién celular; y/o (12) modulacién inmunitaria.

Tal como se denomina en el presente documento, “proteinas especificas de diferenciacién” incluyen proteinas
implicadas en la transicién de una célula desde el fenotipo no diferenciado hasta el diferenciado. Por ejemplo, tales
proteinas pueden ser proteinas estructurales especificas de diferenciacién o factores de transcripcién especificos de
diferenciacion. Tales proteinas especificas de diferenciacion se expresan generalmente a niveles superiores en células
que estan haciendo la transicién desde el fenotipo no diferenciado al fenotipo diferenciado (por ejemplo, durante
el desarrollo embrionario o durante la regeneracién de tejido maduro en el animal adulto), o se expresan a niveles
superiores en células totalmente diferenciadas o diferenciadas de manera terminal comparadas con sus contrapartes
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no diferenciadas. También, tal como se denomina en el presente documento, “genes especificos de diferenciacién”
incluyen moléculas de dcido nucleico que codifican para proteinas especificas de diferenciacion.

Por consiguiente, otra realizacién de la invencién muestra proteinas CRSP aisladas y polipéptidos que tienen una
actividad de CRSP. Proteinas CRSP preferidas tienen al menos una region rica en cisteina y una actividad de CRSP.
En otra realizacion preferida, la proteina CRSP tiene al menos una region rica en cisteina, en la que la regién rica
en cisteina comprende al menos un dominio rico en cisteina, y una actividad de CRSP. En otra realizacion preferi-
da, la proteina CRSP tiene al menos una region rica en cisteina, en la que la regién rica en cisteina comprende al
menos dos dominios ricos en cisteina, y una actividad de CRSP. Todavia en otra realizacién preferida, una proteina
CRSP comprende ademds una secuencia sefial. Aln en otra realizacion preferida, una proteina CRSP tiene una regioén
rica en cisteina, una actividad de CRSP, y una secuencia de aminodcidos tal como se define en las reivindicaciones
adjuntas.

El ADNc de CRSP-1 humana, que tiene aproximadamente 2479 nucledtidos de longitud, codifica para una proteina
que tiene aproximadamente 350 residuos de aminodcidos de longitud. La proteina CRSP humana contiene una secuen-
cia sefial N-terminal y una region rica en cisteina que comprende dos dominios ricos en cisteina. Puede encontrarse
una region rica en cistefna de CRSP al menos, por ejemplo, desde aproximadamente los aminodcidos 147-284 de SEQ
ID NO: 2. La regidn rica en cisteina de CRSP-1 comprende un primer dominio rico en cisteina desde aproximada-
mente los aminodcidos 147-195 de SEQ ID NO: 2 y un segundo dominio rico en cisteina desde aproximadamente
los aminodcidos 201-284 de SEQ ID NO: 2. La proteina CRSP-1 humana es una proteina segregada que contiene
adicionalmente una secuencia sefial en aproximadamente los aminodcidos 1-23 de SEQ ID NO: 2. La prediccion de
un péptido sefial de este tipo puede hacerse, por ejemplo, utilizando el algoritmo informatico SIGNALP (Henrik, et
al. (1997) Protein Engineering 10:1-6).

El ADNc de CRSP-2 humana, que tiene aproximadamente 848 nucleétidos de longitud, codifica para una proteina
que tiene aproximadamente 224 residuos de aminodcidos de longitud. La proteina CRSP humana contiene una secuen-
cia sefial N-terminal y una regidn rica en cisteina que comprende dos dominios ricos en cisteina. Puede encontrarse una
region rica en cisteina de CRSP al menos, por ejemplo, desde aproximadamente los aminodcidos 41-218 de SEQ ID
NO: 5. La region rica en cisteina de CRSP-2 comprende un primer dominio rico en cisteina desde aproximadamente
los aminodcidos 41-90 de SEQ ID NO: 5 y un segundo dominio rico en cisteina desde aproximadamente los aminoé-
cidos 138-218 de SEQ ID NO: 5. La proteina CRSP-2 humana es una proteina segregada que contiene adicionalmente
una secuencia sefial en aproximadamente los aminodcidos 1-19 de SEQ ID NO: 5.

El ADNc de CRSP-3, que tiene aproximadamente 1529 nucleétidos de longitud, codifica para una proteina que
tiene aproximadamente 266 residuos de aminodcidos de longitud. La proteina CRSP humana contiene una secuencia
sefial N-terminal y una regién rica en cisteina que comprende dos dominios ricos en cisteina. Puede encontrarse una
region rica en cisteina de CRSP al menos, por ejemplo, desde aproximadamente los aminodcidos 85-263 de SEQ ID
NO: 8. La region rica en cisteina de CRSP-3 comprende un primer dominio rico en cisteina desde aproximadamente
los aminodcidos 85-138 de SEQ ID NO: 8 y un segundo dominio rico en cisteina desde aproximadamente los amino
dcidos 182-263 de SEQ ID NO: 2. La proteina CRSP-3 humana es una proteina segregada que contiene adicionalmente
una secuencia sefial en aproximadamente los aminodcidos 1-20 de SEQ ID NO: 8.

El ADNc de CRSP-4 humana, que tiene aproximadamente 702 nucleétidos de longitud, codifica para una proteina
que tiene aproximadamente 179 residuos de aminoécidos de longitud. La proteina CRSP humana contiene una regién
rica en cisteina que comprende dos dominios ricos en cisteina. Puede encontrarse una region rica en cisteina de CRSP
al menos, por ejemplo, desde aproximadamente los aminodcidos 1-176 de SEQ ID NO: 11. La regién rica en cisteina
de CRSP-4 comprende un primer dominio rico en cisteina desde aproximadamente los aminoécidos 1-47 de SEQ ID
NO: 11 y un segundo dominio rico en cisteina desde aproximadamente los aminodcidos 96-176 de SEQ ID NO: 11.

Se describen diversos aspectos de la invencién con mas detalle en las siguientes subsecciones:
1. Moléculas de dcido nucleico aisladas

Un aspecto de la invencién se refiere a moléculas de dcido nucleico aisladas que codifican para proteinas CRSP
o partes biol6gicamente activas de las mismas, asi como fragmentos de dcido nucleico suficientes para usarse como
sondas de hibridacién para identificar dcidos nucleicos que codifican para CRSP (por ejemplo, ARNm de CRSP) y
fragmentos para usarse como cebadores de PCR para la amplificacién o mutacién de moléculas de 4cido nucleico de
CRSP. Se pretende que el término “molécula de dcido nucleico”, tal como se usa en el presente documento, incluya
moléculas de ADN (por ejemplo, ADNc o ADN genémico) y moléculas de ARN (por ejemplo, ARNm) y andlogos del
ADN o ARN generado usando andlogos de nucleétidos. La molécula de 4cido nucleico puede ser de cadena sencilla o
de cadena doble, pero preferiblemente es ADN de cadena doble.

Una molécula de dcido nucleico “aislada” es una que estd separada de otras moléculas de acido nucleico que estan
presentes en la fuente natural del 4cido nucleico. Preferiblemente, un 4cido nucleico “aislado” esté libre de secuencias
que flanquean de manera natural el dcido nucleico (es decir, secuencias ubicadas en los extremos 5’ y 3’ del acido
nucleico) en el ADN genémico del organismo a partir del que se deriva el acido nucleico. Por ejemplo, en diversas
realizaciones, la molécula de 4cido nucleico de CRSP aislada puede contener menos de aproximadamente 5 kb, 4
kb, 3 kb, 2 kb, 1 kb, 0,5 kb 0 0,1 kb de secuencias de nucleétidos que flanquean de manera natural la molécula de
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dcido nucleico en el ADN gendmico de la célula de la que se deriva el dcido nucleico. Ademds, una molécula de
dcido nucleico “aislada”, tal como una molécula de ADNc, puede estar sustancialmente libre de otro material celular,
o medio de cultivo cuando se produce por técnicas recombinantes, o sustancialmente libre de precursores quimicos u
otros productos quimicos cuando se sintetiza quimicamente.

Una molécula de dcido nucleico de la presente invencidn, por ejemplo, una molécula de dcido nucleico que tiene
la secuencia de nucledtidos tal como se define en las reivindicaciones adjuntas, puede aislarse usando técnicas de
biologia molecular habituales y la informacién de secuencia proporcionada en el presente documento. Usando todo o
una parte de la secuencia de 4cido nucleico de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 7, 0 SEQ ID NO: 10,0 1a
secuencia de nucleétidos del inserto de ADN del plasmido depositado en la ATCC con el nimero de registro 98634, la
secuencia de nucledtidos del inserto de ADN del plasmido depositado en la ATCC con el nimero de registro 98633, o
la secuencia de nucledtidos del inserto de ADN del plasmido depositado en la ATCC con el nimero de registro 98452
como una sonda de hibridacion, pueden aislarse moléculas de dcido nucleico de CRSP usando técnicas de hibridacién
y clonacién habituales (por ejemplo, tales como se describen en Sambrook, J., Fritsh, E. F., y Maniatis, T. Molecular
Cloning: A Laboratory Manual. 2* Ed., Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold
Spring Harbor, NY, 1989).

Ademads, una molécula de dcido nucleico que abarca toda o parte de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO:
7, 0 SEQ ID NO: 10, o la secuencia de nucledtidos del inserto de ADN del pldsmido depositado en la ATCC con el
numero de registro 98634, la secuencia de nucleétidos del inserto de ADN del plasmido depositado en la ATCC con el
nimero de registro 98633, o la secuencia de nucleétidos del inserto de ADN del plasmido depositado en la ATCC con
el nimero de registro 98452 puede aislarse mediante la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) usando cebadores
de oligonucleétidos disefiados basdndose en la secuencia de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 7, o SEQ
ID NO: 10, o la secuencia de nucledtidos del inserto de ADN del pldsmido depositado en la ATCC con el nimero de
registro 98634, la secuencia de nucleétidos del inserto de ADN del plasmido depositado en la ATCC con el ntimero de
registro 98633, o la secuencia de nucleétidos del inserto de ADN del plasmido depositado en la ATCC con el nimero
de registro 98452.

Un 4cido nucleico de la invencién puede amplificarse usando ADNc, ARNm o alternativamente, ADN gendmico,
como un molde y cebadores de oligonucleétidos apropiados segtin técnicas de amplificacién por PCR habituales.
El 4cido nucleico asi amplificado puede clonarse en un vector apropiado y caracterizarse por andlisis de secuencia
de ADN. Ademais, los oligonucledtidos correspondientes a la secuencia de nucledtidos de CRSP pueden prepararse
mediante técnicas sintéticas habituales, por ejemplo, usando un sintetizador de ADN automatizado.

En una realizacién preferida, una molécula de dcido nucleico aislada de la invencién comprende una secuencia de
nucledtidos tal como se define en las reivindicaciones.

La secuencia de SEQ ID NO: 1 corresponde al ADNc de CRSP-1 humana. Este ADNc comprende secuencias
que codifican para la proteina CRSP-1 humana (es decir, “la regién codificante”, desde los nucleétidos 38-1087), asi
como secuencias no traducidas en 5° (nucleétidos 1 a 37) y secuencias no traducidas en 3’ (nucleétidos 1088 a 2479).
Alternativamente, la molécula de dcido nucleido puede comprender sélo la region codificante de SEQ ID NO: 1, (por
ejemplo, nucleétidos 38 a 1087, correspondientes a SEQ ID NO: 3). Se deposit6 un plasmido que contiene la secuencia
de nucleétidos de longitud completa que codifica para CRSP-1 en la coleccién americana de cultivos tipo (ATCC),
Manassas, Virginia, EE.UU. 20110-2209 el 11 de Junio de 1997 y se asigné el nimero de registro 98452. Se depositd
un plasmido que contiene la secuencia de nucledtidos de longitud completa que codifica para CRSP-1 en la coleccién
americana de cultivos tipo (ATCC), Manassas, Virginia, EE.UU. 20110-2209 el 16 de enero de 1998 y se asign6 el
nimero de registro 98634.

La secuencia de SEQ ID NO: 4 corresponde al ADNc de CRSP-2 humana. Este ADNc comprende secuencias
que codifican para la proteina CRSP-2 humana (es decir, “la regién codificante”, desde los nucledtidos 126-796), asi
como secuencias no traducidas en 5’ (nucleétidos 1 a 125) y secuencias no traducidas en 3° (nucledtidos 797 a 848).
Alternativamente, la molécula de acido nucleico puede comprender sélo la region codificante de SEQ ID NO: 4 (por
ejemplo, nucledtidos 126 a 796, correspondientes a SEQ ID NO: 6).

La SEQ ID NO: 7 corresponde al ADNc de CRSP-3 humana. Este ADNc comprende secuencias que codifican para
la proteina CRSP-3 humana (es decir, “la regién codificante”, desde los nucleétidos 93-890), asi como las secuencias
no traducidas en 5’ (nucleétidos 1 a 92) y secuencias no traducidas en 3’ (nucledtidos 891 a 1529). Alternativamente,
la molécula de 4cido nucleico puede comprender sdlo la region codificante de SEQ ID NO: 7 (por ejemplo, nucleétidos
93 a 890 correspondientes a SEQ ID NO: 9). Se deposité un pldsmido que contiene la secuencia de nucledtidos de
longitud completa que codifica para CRSP-3 en la coleccién americana de cultivos tipo (ATCC), Manassas, Virginia,
EE.UU. 20110-2209 el 16 de enero de 1998 y se asigné el niimero de registro 98633.

La secuencia de SEQ ID NO: 10 corresponde al ADNc de CRSP-4 humana. Este ADNc comprende secuencias
que codifican para la proteina CRSP-4 humana (es decir, “la region codificante”, desde nucleétidos 1-537), asi como
las secuencias no traducidas en 3’ (nucleétidos 538 a 702). Alternativamente, la molécula de dcido nucleico puede
comprender sélo la regién codificante de SEQ ID NO: 10 (por ejemplo, nucledtidos 1 a 537, correspondientes a SEQ
ID NO: 12).



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 285768 T3

En otra realizacién preferida, una molécula de dcido nucleico aislada de la invencién comprende una molécula de
dcido nucleico que es un complemento de la secuencia de nucleétidos reivindicada. Una molécula de dcido nucleico
que es complementaria a la secuencia nucleica reivindicada es una que es suficientemente complementaria a la se-
cuencia de nucledtidos reivindicada de tal manera que puede hibridarse con la secuencia de nucleétidos reivindicada
formando asi un diplex estable.

Moléculas de dcido nucleico asiladas ttiles comprenden una secuencia de nucleétidos que es homdloga en al
menos aproximadamente un 30-35%, de manera preferible aproximadamente un 40-45%; de manera mas preferible
aproximadamente un 50-55%, de manera preferible incluso mds aproximadamente un 60-65%, y de manera preferible
incluso mas al menos aproximadamente un 70-75%, un 80-85%, un 90-95% o mas con la secuencia de nucleétidos
reivindicada o una parte de cualquiera de estas secuencias de nucledtidos.

Ademds, una molécula de dcido nucleico ttil puede comprender s6lo una parte de la secuencia de dcido nucleico
de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 10, la secuencia de nucleétidos del inserto de ADN del
plasmido depositado en la ATCC con el nimero de registro 98634, la secuencia de nucledtidos del inserto de ADN del
plasmido depositado en la ATCC con el nimero de registro 98633, o la secuencia de nucleétidos del inserto de ADN
del plasmido depositado en la ATCC con el nimero de registro 98452, por ejemplo un fragmento que puede usarse
como una sonda o cebador o un fragmento que codifica para una parte biolégicamente activa de una proteina CRSP.
La secuencia de nucleétidos determinada a partir de la clonacién de genes de CRSP humana permite la generacion
de sondas y cebadores disefiados para usarse en la identificacién y/o clonacién de homdlogos de CRSP en otros tipos
de células, por ejemplo a partir de otros tejidos, asi como homélogos de CRSP de otros mamiferos. La sonda/cebador
comprende normalmente un oligonucleétido sustancialmente purificado. El oligonucleétido comprende normalmente
una regién de secuencia de nucleétidos que hibrida en condiciones rigurosas con al menos aproximadamente 12,
de manera preferible de aproximadamente 25, de manera mas preferible de aproximadamente 40, 50 6 75 nucleétidos
consecutivos de una secuencia sentido de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 10, 1a secuencia
de nucleétidos del inserto de ADN del plasmido depositado en la ATCC con el nimero de registro 98634, la secuencia
de nucleétidos del inserto de ADN del plasmido depositado en la ATCC con el nimero de registro 98633, o la secuencia
de nucledtidos del inserto de ADN del plasmido depositado en la ATCC con el nimero de registro 98452, de una
secuencia antisentido de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 10, 1a secuencia de nucleétidos
del inserto de ADN del pldsmido depositado en la ATCC con el nimero de registro 98634, la secuencia de nucleétidos
del inserto de ADN del plasmido depositado en la ATCC con el niimero de registro 98633, o la secuencia de nucle6tidos
del inserto de ADN del pldsmido depositado en la ATCC con el nimero de registro 98452, o de un mutante que se
produce de manera natural de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 10, la secuencia de
nucledétidos del inserto de ADN del plasmido depositado en la ATCC con el niimero de registro 98634, la secuencia de
nucledtidos del inserto de ADN del plasmido depositado en la ATCC con el ntimero de registro 98633, o la secuencia
de nucledtidos del inserto de ADN del plasmido depositado en la ATCC con el nimero de registro 98452. En una
realizacién a modo de ejemplo, una molécula de 4cido nucleico util comprende una secuencia de nucleétidos que
hibrida en condiciones de hibridacién rigurosas con una molécula de acido nucleico que comprende los nucleétidos
470-2479 de SEQ ID NO: 1 o a una molécula de dcido nucleico que comprende los nucleétidos 1-475 de SEQ ID NO:
4.

Sondas basadas en la secuencia de nucleétidos de CRSP humana pueden usarse para detectar transcritos o se-
cuencias gendmicas que codifican para proteinas idénticas u homologas. Por ejemplo, cebadores basados en el dcido
nucleico representado en SEQ ID NO: 1 6 3 pueden usarse en reacciones de PCR para clonar homdlogos de CRSP
(por ejemplo, homdlogos de CRSP-1). En una realizacién preferida de la invencion, se clonan homélogos de CRSP
mediante amplificacién por PCR (por ejemplo, RT-PCR) usando cebadores que hibridan con una parte de la secuencia
de nucleétidos que codifica para el dominio rico en cisteina de CRSP. De igual manera, pueden usarse sondas basa-
das en las secuencias de CRSP objeto para detectar transcritos o secuencias genémicas que codifican para proteinas
idénticas u homoélogas. En realizaciones preferidas, la sonda comprende ademds un grupo marcador unido a la misma,
por ejemplo, el grupo marcador puede ser un radioisétopo, un compuesto fluorescente, una enzima, o un cofactor en-
zimatico. Tales sondas pueden usarse como parte de un kit de prueba diagndstica para identificar células o tejido que
expresan erréneamente una proteina CRSP, tal como midiendo un nivel de un 4cido nucleico que codifica para CRSP
en una muestra de células de un sujeto por ejemplo, detectando niveles de ARNm de CRSP o determinando si un gen
de CRSP gendmico ha mutado o se ha delecionado.

Un fragmento de 4cido nucleico que codifica para una “parte biolégicamente activa de una proteina CRSP” puede
prepararse aislando una parte de una secuencia definida en las reivindicaciones adjuntas, que codifica para un poli-
péptido que tiene una actividad bioldgica de CRSP (las actividades biolégicas de las proteinas CRSP se han descrito
previamente), expresando la parte codificada de la proteina CRSP (por ejemplo, mediante expresioén recombinante in
vitro) y evaluando la actividad de la parte codificada de la proteina CRSP.

La invencién engloba ademds moléculas de dcido nucleico que difieren de la secuencia de nucledtidos mostrada
en SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 10, la secuencia de nucleétidos del inserto de ADN
del pldsmido depositada en la ATCC con el niimero de registro 98634, la secuencia de nucleétidos del inserto de ADN
del pldsmido depositada en la ATCC con el nimero de registro 98633, o la secuencia de nucleétidos del inserto de
ADN del plasmido depositada en la ATCC con el nimero de registro 98452, debido a la degeneracién del cédigo
genético y por tanto codifica para las mismas proteinas CRSP que las codificadas por la secuencia de nucleétidos
definida en las reivindicaciones adjuntas. En otra realizacién, una molécula de dcido nucleico aislada de la invencién
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tiene una secuencia de nucledtidos que codifica para una proteina que tiene una secuencia de aminodcidos definida en
las reivindicaciones adjuntas.

Ademds de la secuencia de nucleétidos de CRSP humana mostradas en las reivindicaciones, los expertos en la
técnica apreciardn que los polimorfismos de la secuencia de ADN que dan lugar a cambios en la secuencia de ami-
nodcidos de las proteinas CRSP pueden existir dentro de una poblacién (por ejemplo, la poblacién humana). Pueden
existir tales polimorfismos genéticos en los genes de CRSP entre individuos dentro de una poblacién debido a varia-
cion alélica natural. Tal como se usa en el presente documento, los términos “gen” y “gen recombinante” se refieren
a moléculas de dcido nucleico que comprenden un marco de lectura abierto que codifica para una proteina CRSP,
preferiblemente una proteina CRSP de mamifero. Tales variaciones alélicas naturales pueden dar normalmente como
resultado una varianza del 1-5% en la secuencia de nucleétidos de un gen de CRSP. Se pretende que todas y cada
una de tales variaciones nucleotidicas y polimorfismos de aminodcidos resultantes en los genes de CRSP que son el
resultado de variacion alélica natural y que no alteran la actividad funcional de una proteina CRSP estén dentro del
alcance de la invencion.

Ademads, se pretende que moléculas de dcido nucleico que codifican para proteinas CRSP de otras especies, y
que por tanto tienen una secuencia de nucledtidos que difiere de la secuencia de dcido nucleico humana, estén dentro
del alcance de la invencién. Por ejemplo, se ha identificado un ADNc de CRSP-1 murina basdndose en la secuencia
de nucleétidos de CRSP-1 humana. La secuencia de nucleétidos de CRSP-1 murina (SEQ ID NO: 16) codifica para
una proteina CRSP-1 que tiene 349 aminodcidos. Las secuencias de aminodcidos y nucleétidos de CRSP-1 murina se
muestran en la figura 8. La region codificante de CRSP-1 murina esta representada por SEQ ID NO: 18.

Moléculas de acido nucleico correspondientes a variantes alélicas naturales y homologas de los ADNc de CRSP
de la invencién pueden aislarse basdndose en su homologia con los 4cidos nucleicos de CRSP humana descritos
en el presente documento usando el ADNc humano, o una parte del mismo, como una sonda de hibridacién segtin
las técnicas de hibridacion habituales bajo condiciones de hibridacion rigurosas. Ejemplos de tejidos y/o bibliotecas
adecuados para el aislamiento de dcidos nucleicos objeto incluyen timo, ganglios linfaticos y tejido inflamatorio.
ADNCc que codifica para una proteina CRSP (por ejemplo, una proteina CRSP-1) puede obtenerse aislando ARNm total
de una célula, por ejemplo, una célula de vertebrado, una célula de mamifero, o una célula humana, incluyendo células
embrionarias. Después pueden prepararse ADNc de cadena doble a partir de ARNm total y posteriormente insertarse
en un vector bacteriéfago o plasmido adecuado usando una cualquiera de una variedad de técnicas conocidas. El gen
que codifica para una proteina CRSP-1 también puede clonarse usando técnicas de reaccién en cadena de polimerasa
establecidas segun la informacion de la secuencia de nucledtidos proporcionada por la invencién. El 4dcido nucleico de
la invencién puede ser ADN o ARN o andlogos de los mismos.

Por consiguiente, una molécula de dcido nucleico aislada 1til tiene al menos 15 nucledtidos de longitud y hibrida
en condiciones rigurosas con la molécula de 4cido nucleico que comprende la secuencia de nucleétidos de SEQ ID
NO: 1, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 10, la secuencia de nucleétidos del inserto de ADN del plasmido
depositada en la ATCC con el nimero de registro 98634, la secuencia de nucledtidos del inserto de ADN del plasmido
depositada en la ATCC con el nimero de registro 98633, o la secuencia de nucledtidos del inserto de ADN del plasmido
depositada en la ATCC con el niimero de registro 98452. En otra realizacion, el 4cido nucleico tiene al menos 30, 50,
100, 250 6 500 nucleétidos de longitud. Tal como se usa en el presente documento, se pretende que el término “hibrida
en condiciones rigurosas” describa las condiciones de hibridacién y lavado en las cuales la secuencia de nucleétidos
homélogas en al menos un 60% entre si permanecen normalmente hibridadas entre si. Preferiblemente, las condiciones
son tales que secuencias homdlogas en al menos aproximadamente un 70%, de manera mds preferible en al menos
aproximadamente un 80%, de manera incluso mds preferible en al menos aproximadamente un 85% 6 90% entre si
permanecen hibridadas entre si. Los expertos en la técnica conocen tales condiciones rigurosas y pueden encontrarse
en Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, N.Y. (1989), 6.3.1-6.3.6. Un ejemplo no limitante
preferido de condiciones de hibridacion rigurosas es hibridacién en 6X cloruro de sodio/citrato de sodio (SSC) a
aproximadamente 45°C, seguido por uno o mas lavados en 0,2 X SSC, SDS al 0,1% a 50-65°C. Preferiblemente, una
molécula de dcido nucleico aislada de la invencion que hibrida en condiciones rigurosas con la secuencia de SEQ ID
NO: 1 corresponde a una molécula de 4cido nucleico que se produce de manera natural. Tal como se usa en el presente
documento, una molécula de 4cido nucleico “que se produce de manera natural” se refiere a una molécula de ARN o
ADN que tiene una secuencia de nucleétidos que se produce en la naturaleza (por ejemplo, codifica para una proteina
natural).

Ademads de variantes alélicas que se producen de manera natural de las secuencias de CRSP que pueden existir en
la poblacion, el experto en la técnica apreciard adicionalmente que pueden introducirse cambios mediante mutacién
en las secuencias de nucleétidos de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 10, la secuencia de
nucledtidos del inserto de ADN del plasmido depositada en la ATCC con el niimero de registro 98634, la secuencia de
nucledtidos del inserto de ADN del plasmido depositada en la ATCC con el nimero de registro 98633, o la secuencia
de nucleétidos del inserto de ADN del plasmido depositada en la ATCC con el nimero de registro 98452, conduciendo
asi a cambios en la secuencia de aminoacidos de las proteinas CRSP codificadas, sin alterar la capacidad funcional
de las proteinas CRSP. Por ejemplo, pueden hacerse sustituciones de nucleétidos que conducen a sustituciones de
aminodcidos (particularmente sustituciones de aminodcidos conservativas) en residuos de aminodcidos “no esenciales”
en la secuencia de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 10, 1a secuencia de nucleétidos del
inserto de ADN del plasmido depositada en la ATCC con el nimero de registro 98634, la secuencia de nucledtidos del
inserto de ADN del pldsmido depositada en la ATCC con el nimero de registro 98633, o la secuencia de nucleétidos
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del inserto de ADN del plasmido depositada en la ATCC con el nimero de registro 98452. Un residuo de aminoécido
“no esencial” es un residuo que puede alterarse de la secuencia de tipo natural de CRSP (por ejemplo, la secuencia
de SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 8, o SEQ ID NO: 11) sin alterar la actividad biolégica, mientras que
un residuo de aminodcido “esencial” se requiere para la actividad bioldgica. Por ejemplo, residuos de aminodcidos
que se conservan entre las proteinas CRSP de la presente invencion (por ejemplo, residuos de cisteina dentro de
dominios ricos en cisteina), se espera que sean particularmente poco susceptibles de alteracion. Ademds, los residuos
de aminodcidos que se conservan entre proteina CRSP y otras proteinas que tienen dominio rico en cisteina es poco
probable que sean susceptibles de alteracion.

Por consiguiente, la invencién se refiere a moléculas de 4cido nucleico que codifican para proteinas CRSP que
contienen cambios en residuos de aminoacidos que no son esenciales para la actividad. Tales proteinas CRSP difie-
ren en la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 8, o SEQ ID NO: 11 aunque
mantienen la actividad bioldgica. Una molécula de 4cido nucleico aislada util comprende una secuencia de nucled-
tidos que codifica para una proteina, en la que la proteina comprende una secuencia de aminodcidos homdloga en
al menos aproximadamente un 60% con la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 5, SEQ ID
NO: 8, 0 SEQ ID NO: 11. Una proteina util codificada por la molécula de acido nucleico es homdloga en al menos
aproximadamente un 65-70% con la SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 8, o SEQ ID NO: 11, de ma-
nera mds preferible homoéloga en al menos aproximadamente un 75-80% con SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 5, SEQ
ID NO: 8, o SEQ ID NO: 11, de manera incluso mas preferible homdloga en al menos aproximadamente un 85-
90% con SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 8, o SEQ ID NO: 11, y de la manera mds preferible homo-
loga en al menos aproximadamente un 95% con SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 8, o SEQ ID NO:
11.

Una molécula de dcido nucleico aislada que codifica para un proteina CRSP homoéloga a la proteina de SEQ ID
NO: 2, SEQ ID NO : 5, SEQ ID NO: 8, o SEQ ID NO: 11 puede prepararse introduciendo una o mds sustituciones,
adiciones o deleciones de nucledtidos en la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 4, SEQ ID
NO: 7, SEQ ID NO: 10, la secuencia de nucleétidos del inserto de ADN del plasmido depositada en la ATCC con el
nimero de registro 98634, la secuencia de nucleétidos del inserto de ADN del pldsmido depositada en la ATCC con
el ndmero de registro 98633, o la secuencia de nucledtidos del inserto de ADN del pldsmido depositada en la ATCC
con el nimero de registro 98452, de manera que se introducen una o mds sustituciones, adiciones o deleciones de
aminodcidos en la proteina codificada. Pueden introducirse mutaciones en SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 4, SEQ ID
NO: 7, SEQ ID NO: 10, la secuencia de nucleétidos del inserto de ADN del plasmido depositada en la ATCC con el
nimero de registro 98634, la secuencia de nucledtidos del inserto de ADN del pldsmido depositada en la ATCC con
el nimero de registro 98633, o la secuencia de nucleétidos del inserto de ADN del pldsmido depositada en la ATCC
con el nimero de registro 98452, mediante técnicas habituales, tales como mutagénesis dirigida al sitio y mutagénesis
mediada por PCR. Preferiblemente, las sustituciones de aminoacidos conservativas se hacen en uno o mads residuos
de aminodcidos no esenciales previstos. Una “sustitucién de aminodcidos conservativa” es una en la que el residuo
de aminodcido se sustituye por un residuo de aminoédcido que tiene una cadena lateral similar. En la técnica se han
definido familias de residuos de aminodcidos que tienen cadenas laterales similares. Estas familias incluyen aminod-
cidos con cadenas laterales basicas (por ejemplo, lisina, arginina, histidina), cadenas laterales 4cidas (por ejemplo,
acido aspdrtico, dcido glutdmico), cadenas laterales no cargadas (por ejemplo, glicina, asparagina, glutamina, serina,
treonina, tirosina, cisteina), cadenas laterales no polares (por ejemplo, alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina,
fenilalanina, metionina, triptéfano), cadenas laterales ramificadas en beta (por ejemplo, treonina, valina, isoleucina) y
cadenas laterales aromadticas (por ejemplo, tirosina, fenilalanina, tript6fano, histidina). Por tanto, un residuo de ami-
nodcido no esencial previsto en una proteina CRSP (por ejemplo, uno no ubicado en un dominio rico en cisteina) se
sustituye preferiblemente por otro residuo de aminoédcido de la misma familia de cadena lateral. Alternativamente,
en otra realizacion, pueden introducirse mutaciones aleatoriamente a lo largo de todo o parte de una secuencia que
codifica para de CRSP, tal como mediante mutagénesis por saturacion, y los mutantes resultantes pueden examinarse
para seleccionar actividad bioldgica de CRSP para identificar mutantes que conservan actividad. Tras la mutagénesis
de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 10, la secuencia de nucleétidos del inserto de ADN
del plasmido depositad en la ATCC con el nimero de registro 98634, la secuencia de nucleétidos del inserto de ADN
del pldsmido depositada en la ATCC con el nimero de registro 98633, o la secuencia de nucleétidos del inserto de
ADN del plasmido depositada en la ATCC con el nimero de registro 98452, puede expresarse recombinantemente la
proteina codificada y puede determinarse la actividad de la proteina.

Una proteina CRSP mutante puede someterse a ensayo para determinar calcio intracelular, un aumento de fosfa-
tidilinositol u otra molécula, y puede dar como resultado, por ejemplo, la fosforilacién de proteinas especificas, una
modulacién de transcripcion génica y cualquiera de las otras actividades bioldgicas expuestas en el presente documen-
to.

Una proteina CRSP mutante también puede someterse a ensayo para determinar la capacidad de (1) modular
la transduccién de sefal celular, o bien in vitro o in vivo; (2) regular la comunicacién entre células; (3) regular la
expresion de genes cuya expresion estd modulada por la unién de CRSP (por ejemplo, CRSP-1) a un receptor; (4)
regular la transcripcion génica en una célula implicada en el desarrollo o diferenciacion, o bien in vitro o bien in vivo;
(5) regular la proliferacion celular, o bien in vitro o bien in vivo; (6) formar y/o mantener disposiciones espaciales
ordenadas de tejidos diferenciados en vertebrados; (7) modular la muerte celular (por ejemplo supervivencia celular);
(8) regular la migracion celular; y/o (9) modular la funcién del sistema inmunitario.
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Ademads de las moléculas de acido nucleico que codifican para las proteinas CRSP descritas anteriormente, la in-
vencion se refiere a moléculas de 4cido nucleico aisladas que son antisentido con respecto a las mismas. Un 4cido
nucleico “antisentido” comprende una secuencia de nucleétidos que es complementaria a un acido nucleico “sentido”
que codifica para una proteina, por ejemplo, complementario a la cadena codificante de una molécula de ADNc de ca-
dena doble o complementario a una secuencia de ARNm. Por consiguiente, un acido nucleico antisentido puede unirse
mediante enlace de hidrégeno a un 4cido nucleico sentido. El dcido nucleico antisentido puede ser complementario a
una cadena que codifica para CRSP entera, o s6lo a una parte de la misma. En una realizacién, una molécula de dcido
nucleico antisentido es antisentido con respecto a una “regién codificante” de la cadena codificante de una secuencia
de nucleétidos que codifica para CRSP. El término “region codificante” se refiere a la region de la secuencia de nu-
cleétidos que comprende codones que se traducen en residuos de aminoacidos (por ejemplo, la regién codificante de
CRSP-1 humana corresponde a SEQ ID NO: 3, la regién codificante de CRSP-2 humana corresponde a SEQ ID NO:
6, la region codificante de CRSP-3 humana corresponde a SEQ ID NO: 9, la regién codificante de CRSP-4 humana
corresponde a SEQ ID NO: 12, y la regién codificante de N terminal de tipo CRSP humana corresponde a SEQ ID
NO: 15). En otra realizacién, la molécula de acido nucleico antisentido es antisentido con respecto a una “regién no
codificante” de la cadena codificante de una secuencia de nucleétidos que codifica para CRSP. El término “regién no
codificante” se refiere a secuencias en 5’ y 3’ que flanquean la regién codificante que no se traducen en aminodcidos
(es decir, también denominadas regiones no traducidas en 5’ y 3°).

Dadas las secuencias de cadena codificante codifican para CRSP descritas en el presente documento (por ejemplo,
SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 9, o SEQ ID NO: 12), pueden disefarse dcidos nucleicos antisentido
seglin las reglas de apareamiento de bases de Watson y Crick. La molécula de 4cido nucleico antisentido puede ser
complementaria a la region codificante entera d¢ ARNm de CRSP, pero mds preferiblemente es un oligonucle6tido
que es antisentido a sélo una parte de la regién codificante o no codificante de ARNm de CRSP. Por ejemplo, el oli-
gonucledtido antisentido puede ser complementario a la regién que rodea el sitio de inicio de traduccién de ARNm
de CRSP. Un oligonucleétido antisentido puede tener, por ejemplo, aproximadamente 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45
6 50 nucledtidos de longitud. Un 4cido nucleico antisentido puede construirse usando sintesis quimica y reacciones
de ligamiento enzimatico usando procedimientos conocidos en la técnica. Por ejemplo, un 4cido nucleico antisentido
(por ejemplo, un oligonucleétido antisentido) puede sintetizarse quimicamente usando nucleétidos que se producen
de manera natural o nucleétidos diversamente modificados disefiados para aumentar la estabilidad biolégica de las
moléculas o para aumentar la estabilidad fisica del diiplex formado entre los dcidos nucleico antisentido y sentido,
por ejemplo, pueden usarse derivados de fosforotioato y nucledtidos sustituidos con acridina. Ejemplos de nucle6tidos
modificados que pueden usarse para generar el dcido nucleico antisentido incluyen 5-fluorouracilo, 5-bromouracilo,
5-clorouracilo, 5-yodouracilo, hipoxantina, xantina, 4-acetilcitosina, 5-(carboxihidroxilmetil)uracilo, 5-carboximeti-
laminometil-2-tiouridina, 5-carboximetilaminometiluracilo, dihidrouracilo, beta-D-galactosilqueosina, inosina, N6-
isopenteniladenina, 1-metilguanina, 1-metilinosina, 2,2-dimetilguanina, 2-metiladenina, 2-metilguanina, 3-metilcito-
sina, 5-metilcitosina, N6-adenina, 7-metilguanina, 5-metilaminometiluracilo, 5-metoxiaminometil-2-tiouracilo, beta-
D-manosilqueosina, 5’-metoxicarboximetiluracilo, 5-metoxiuracilo, 2-metiltio-N6-isopenteniladenina, dcido uracil-
5-oxiacético (v), wybutoxosina, pseudouracilo, queosina, 2-tiocitosina, 5-metil-2-tiouracilo, 2-tiouracilo, 4-tiouracilo,
5-metiluracilo, éster metilico del acido uracil-5- oxiacético, dcido uracil-5-oxiacético (v), S-metil-2-tiouracilo, 3-(3-
amino-3-N-2-carboxipropil)uracilo, (acp3)w, y 2,6-diaminopurina. Alternativamente, puede producirse biolégicamen-
te el dcido nucleico antisentido usando un vector de expresion en el que se ha subclonado un dcido nucleico en una
orientacion antisentido (es decir, el ARN transcrito a partir del 4cido nucleico insertado serd de orientacién antisentido
con respecto a un dcido nucleico diana de interés, descrito en detalle a en la siguiente subseccion).

Las moléculas de 4cido nucleico antisentido se administran normalmente a un sujeto o se generan in situ de ma-
nera que hibridan con, o se unen a, ARNm celular y/o ADN genémico que codifica para una proteina CRSP para asi
inhibir la expresién de la proteina, por ejemplo, inhibiendo la transcripcién y/o traduccién. La hibridacién puede ser
mediante complementariedad de nucledtido convencional para formar un diplex estable, o, por ejemplo, en el caso
de una molécula de 4cido nucleico antisentido que se une a diplex de ADN, mediante interacciones especificas en
la ranura principal de la doble hélice. Un ejemplo de via de administracién de moléculas de 4cido nucleico antisen-
tido incluye inyeccién directa en un sitio tisular. Alternativamente, pueden modificarse moléculas de 4cido nucleico
antisentido para dirigirse a células seleccionadas y luego administrarse sistematicamente. Por ejemplo, para adminis-
tracién sistémica, pueden modificarse moléculas antisentido de manera que se unen especificamente a receptores o
antigenos expresados sobre una superficie celular seleccionada, por ejemplo, uniendo las moléculas de dcido nucleico
antisentido a péptidos o anticuerpos que se unen a receptores o antigenos de superficie celular. Las moléculas de acido
nucleico antisentido también pueden administrarse a células usando los vectores descritos en el presente documento.
Para lograr concentraciones intracelulares suficientes de moléculas antisentido, se prefieren constructos de vectores en
los que se coloca la molécula de 4cido nucleico antisentido bajo el control de un promotor pol II o pol III fuerte.

La molécula de 4cido nucleico antisentido puede ser una molécula de dcido nucleico @-anomérica. Una molécula
de 4cido nucleico a-anomérica forma hibridos de cadena doble especificos con ARN complementario en los que, al
contrario que las unidades 8 habituales, las cadenas corren paralelas la una a la otra (Gaultier et al. (1987) Nucleic
Acids. Res. 15:6625-6641). La molécula de dcido nucleico antisentido también puede comprender un 2’-o-metilrribo-
nucleétido (Inoue et al. (1987) Nucleic Acids Res. 15:6131-6148) o un andlogo ARN-ADN quimérico (Inoue et al.
(1987) FEBS Lett. 215:327-330).

En atin otra realizacién, un acido nucleico antisentido de la invencidn es una ribozima. Las ribozimas son molécu-
las de ARN cataliticas con actividad ribonucleasa que pueden escindir un acido nucleico de cadena sencilla, tal como
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un ARNm, con el que tienen una regién complementaria. Por tanto, pueden usarse ribozimas (por ejemplo, ribozimas
cabeza de martillo (descritas en Haselhoff y Gerlach (1988) Nature 334:585-591)) para escindir cataliticamente trans-
critos de ARNm de CRSP para asi inhibir la traduccion de ARNm de CRSP. Puede disefiarse una ribozima que tiene
especificidad por un 4cido nucleico que codifica para CRSP basdndose en la secuencia de nucleétidos de ADNc de
CRSP descrita en el presente documento (es decir, SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 10, la
secuencia de nucleétidos del inserto de ADN del plasmido depositada en la ATCC con el niimero de registro 98634,
o la secuencia de nucledtidos del inserto de ADN del plasmido depositado en la ATCC con el niimero de registro
98633). Por ejemplo, puede construirse un derivado de un ARN de Tetrahymena L-19 IVS en el que la secuencia de
nucledtidos del sitio activo es complementaria a la secuencia de nucleétidos que debe escindirse en un ARNm que
codifica para CRSP. Véase, por ejemplo, Cech et al. patente estadounidense nimero 4.987.071; y Cech et al. patente
estadounidense nimero 5.116.742. Alternativamente, puede usarse ARNm de CRSP para seleccionar un ARN catali-
tico que tiene una actividad ribonucleasa especifica de una combinacién de moléculas de ARN. Véase, por ejemplo,
Bartel, D. y Szostak, J. W. (1993) Science 261:1411-1418.

Alternativamente, puede inhibirse la expresion del gen de CRSP dirigiendo secuencias de nucledtidos complemen-
tarias a la regién reguladora de la CRSP (por ejemplo, el promotor y/o potenciador de CRSP) para formar estructuras
de triple hélice que evitan la transcripcién del gen de CRSP en células diana. Véase de manera general, Helene, C.
(1991) Anticancer Drug Des. 6(6):569-84; Helene, C. ef al. (1992) Ann N. Y. Acad. Sci. 660:27-36; y Mabher, L. J.
(1992) Bioassays 14(12):807-15.

Las moléculas de acido nucleico de CRSP de la presente invencién pueden modificarse en el resto basico, resto de
azucar o esqueleto de fosfato para mejorar, por ejemplo, la estabilidad, hibridacién o solubilidad de la molécula. Por
ejemplo, el esqueleto fosfato desoxirribosa de las moléculas de dcido nucleico puede modificarse para generar acido
nucleicos peptidicos (véase Hyrup B. et al. (1996) Bioorganic & Medicinal Chemistry 4(1): 5-23). Tal como se usan
en el presente documento, los términos “acidos nucleicos peptidicos” o “PNA” se refieren a compuestos miméticos
de 4cido nucleico, por ejemplo, compuestos miméticos de ADN, en los que el esqueleto de fosfato desoxirribosa se
sustituye por un esqueleto pseudopeptidico y s6lo se conservan las cuatro nucleobases naturales. Se ha demostrado que
el esqueleto neutral de los PNA permite hibridacién especifica con ADN y ARN en condiciones de baja concentracién
i6nica. La sintesis de oligémeros de PNA puede realizarse usando protocolos de sintesis peptidica en fase s6lida habi-
tuales tal como se describe en Hyrup B. et al. (1996) citado anteriormente; Perry-O’Keefe et al. PNAS 93: 14670-675.

Los PNA de moléculas de 4cido nucleico de CRSP pueden usarse en aplicaciones terapéuticas y de diagndstico.
Por ejemplo, pueden usarse PNA como agentes antisentido o antigenos para la modulacién especifica de secuencia
de la expresion génica mediante, por ejemplo, induccién de la parada de transcripcion o traduccién o inhibicion de la
replicacién. Los PNA de moléculas de dcido nucleico de CRSP también pueden usarse en el andlisis de mutaciones de
un unico par de bases en un gen, (por ejemplo, mediante adicién de estructura de unién por PCR dirigida por PNA);
como “enzimas de restriccidn artificiales” cuando se usan en combinacién con otras enzimas, (por ejemplo, nucleasas
S 1 (Hyrup B. (1996) citado anteriormente)); o como sondas o cebadores para la hibridacién o secuenciacién de ADN
(Hyrup B. et al. (1996) citado anteriormente; Perry-O’Keefe citado anteriormente).

Los PNA de CRSP pueden modificarse, (por ejemplo, para potenciar su estabilidad o captacién celular),uniendo
grupos lipdfilos u otros grupos cooperadores a PNA, mediante la formacién de quimeras PNA-ADN, o mediante el uso
de liposomas u otras técnicas de administracion de farmacos conocidas en la técnica. Por ejemplo, pueden generarse
quimeras PNA-ADN de moléculas de acido nucleico de CRSP que pueden combinar las propiedades ventajosas de
PNA y ADN. Tales quimeras permiten que enzimas de reconocimiento de ADN, (por ejemplo, ARNasa H y ADN
polimerasas) interaccionen con la parte de ADN mientras la parte del PNA proporciona una alta afinidad de unién
y especificidad. Las quimeras PNA-ADN pueden unirse usando ligadores de longitudes apropiadas seleccionados
en cuando al apilamiento de bases, nimero de enlaces entre las nucleobases y orientaciéon (Hyrup B. (1996) citado
anteriormente). La sintesis de quimeras PNA-ADN puede realizarse tal como se describe en Hyrup B. (1996) citado
anteriormente y Finn P. J, e al. (1996) Nucleic Acids. Res. 24 (17): 3357-63. Por ejemplo, puede sintetizarse una
cadena de ADN sobre un soporte s6lido usando la quimica de acoplamiento de fosforamidita habitual y andlogos de
nucledsidos modificados, por ejemplo, puede usarse 5’-(4-metoxitritil)Jamino-5’-desoxi-timidina-fosforamidita, como
un entre el PNA y el extremo 5° del ADN (Mag, M. et al. (1989) Nucleic Acids Res. 17: 5973-88). Después se acoplan
los monémeros de PNA de una manera gradual para producir una molécula quimérica con un segmento de PNA en
5’ y un segmento de ADN en 3’ (Finn P.J. et al. (1996) citado anteriormente). Alternativamente, pueden sintetizarse
moléculas quiméricas con un segmento de ADN en 5’ y un segmento de PNA en 3’ (Peterser, K.H. et al. (1975)
Bioorganic Med. Chem. Lett. 5: 1119-11124).

El oligonucledtido puede incluir otros grupos unidos tales como péptidos (por ejemplo, para seleccionar como
diana receptores de células huésped in vivo), o agentes que facilitan el transporte a través de la membrana celular
(véase, por ejemplo, Letsinger et al. (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. US. 86:6553-6556; Lemaitre et al. (1987) Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 84:648-652; publicacién PCT niimero WO88/09810, publicada el 15 de diciembre de 1988)
o la barrera hematoencefélica (véase, por ejemplo, la publicaciéon PCT ntimero WO89/10134, publicada el 25 de
abril de 1988). Ademads pueden modificarse los oligonucledtidos con agentes de escision activada por la hibridacién
(véase, por ejemplo, Krol et al. (1988) BioTechniques 6:958-976) o agentes intercalables. (Véase, por ejemplo, Zon
(1988) Pharm. Res. 5:539-549). Con este fin, el oligonucledtido puede conjugarse con otra molécula, (por ejemplo, un
péptido, un agente de reticulacién activada por la hibridacién, un agente de transporte o agente de escision activada
por la hibridacién).
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II. Proteinas CRSP aisladas y anticuerpos anti-CRSP

Un aspecto de la invencion se refiere a proteinas CRSP aisladas, y partes biolégicamente activas de las mismas, as{
como fragmentos de polipéptidos adecuados para su uso como inmundgenos para crear anticuerpos anti-CRSP. En una
realizacién, las proteinas CRSP nativas pueden aislarse a partir de fuentes celulares o tisulares mediante un esquema
de purificacién apropiado usando técnicas de purificacién de proteinas habituales. En otra realizacidn, las proteinas
CRSP se producen mediante técnicas de ADN recombinante. Como alternativa a la expresion recombinante, puede
sintetizarse quimicamente un polipéptido o proteina CRSP usando técnicas de sintesis de péptidos habituales.

Una proteina “aislada” o “purificada” o una parte biolégicamente activa de la misma esté sustancialmente libre de
material celular u otras proteinas contaminantes de la fuente celular o tisular de la que se deriva la proteina CRSP,
o sustancialmente libre de precursores quimicos u otros productos quimicos cuando se sintetizan quimicamente. La
expresion “sustancialmente libre de material celular” incluye preparaciones de proteina CRSP en las que la proteina
estd separada de componentes celulares de las células de las que se aisla o produce recombinantemente. En una
realizacion, la expresion “sustancialmente libre de material celular” incluye preparaciones de proteina CRSP que
tienen menos de aproximadamente un 30% (en peso seco) de proteina distinta de CRSP (también denominada en
el presente documento como “proteina contaminante”), de manera mds preferible menos de aproximadamente un
20% de proteina distinta de CRSP, de manera ain mds preferible menos de aproximadamente un 10% de proteina
distinta de CRSP, y de la manera mds preferible menos de aproximadamente un 5% de proteina distinta de CRSP.
Cuando se produce de manera recombinante la proteina CRSP o parte biolégicamente activa de la misma, también
estd de manera preferible sustancialmente libre de medio de cultivo, es decir, el medio de cultivo representa menos de
aproximadamente el 20%, de manera mas preferible menos de aproximadamente el 10%, y de la manera mds preferible
menos de aproximadamente el 5% del volumen de la preparacion de proteina.

La expresion “sustancialmente libre de precursores quimicos u otros productos quimicos” incluye preparaciones
de proteina CRSP en las que la proteina se separa de los precursores quimicos u otros productos quimicos que estan
implicados en la sintesis de la proteina. En una realizacion, la expresion “sustancialmente libre de precursores quimicos
u otros productos quimicos” incluye preparaciones de proteina CRSP que tienen menos de aproximadamente el 30%
(en peso seco) de precursores quimicos o productos quimicos distintos de CRSP, de manera mas preferible menos
de aproximadamente el 20% de precursores quimicos o productos quimicos distintos de CRSP, de manera atin mds
preferible menos de aproximadamente el 10% de precursores quimicos o productos quimicos distintos de CRSP, y de
la manera mds preferible menos de aproximadamente el 5% de precursores quimicos o productos quimicos distintos
de CRSP.

Partes biolégicamente activas de una proteina CRSP incluyen péptidos que comprenden secuencias de amino4ci-
dos suficientemente homoélogas a, o derivadas de, la secuencia de aminodcidos de la proteina CRSP, por ejemplo, la
secuencia de aminodcidos mostrada en SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 8, o SEQ ID NO: 11, que incluye
menos aminoacidos que las proteinas CRSP de longitud completa, y muestran al menos una actividad de una proteina
CRSP. Normalmente, las partes biol6gicamente activas comprenden un domino o motivo con al menos una actividad
de la proteina CRSP. Una parte biolégicamente activa de una proteina CRSP puede ser un polipéptido que tiene, por
ejemplo, 10, 25, 50, 100 o mas aminoécidos de longitud.

En una realizacidn, una parte biolégicamente activa de una proteina CRSP comprende al menos una region rica en
cisteina. En otra realizacién, una parte biolégicamente activa de una proteina CRSP comprende al menos una regién
rica en cisteina, en la que la region rica en cisteina incluye al menos un dominio rico en cisteina. Todavia en otra
realizacion, una parte biolégicamente activa de una proteina CRSP comprende al menos una secuencia sefial.

En una realizacién alternativa, una parte biolégicamente activa de una proteina CRSP comprende una secuencia
de aminoécidos de CRSP que carece de una secuencia sefial.

Debe entenderse que una parte biolégicamente activa de una proteina CRSP preferida de la presente invencion
puede contener al menos uno de los dominios estructurales anteriormente identificados. Una parte biolégicamente
activa mas preferida de una proteina CRSP puede contener al menos dos de los dominios estructurales anteriormente
identificados. Una parte bioldgicamente activa incluso mds preferida de una proteina CRSP puede contener al menos
tres de los dominios estructurales anteriormente identificados. Una parte biol6gicamente activa particularmente pre-
ferida de una proteina CRSP de la presente invencién puede contener al menos cuatro de los dominios estructurales
anteriormente identificados.

Ademds, otras partes bioldgicamente activas, en las que se delecionan otras regiones de la proteina, pueden prepa-
rarse mediante técnicas recombinantes y evaluarse para determinar una o mds actividades funcionales de una proteina
CRSP nativa.

La proteina CRSP de la invencién tiene una secuencia de aminodcidos tal como se muestra en las reivindicaciones
adjuntas.

Para determinar el porcentaje de homologia de dos secuencias de aminoécidos o de dos 4cidos nucleicos, se ali-
nean las secuencias con fines de comparacién dptima (por ejemplo, pueden introducirse huecos en la secuencia de
una primera secuencia de aminodcidos o de 4cido nucleico para la alineacién 6ptima con una segunda secuencia de
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aminodcidos o de 4cido nucleico). Entonces se comparan los residuos de aminoacidos o nucleétidos en las posiciones
de aminoécidos o posiciones de nucledtidos correspondientes. Cuando una posicién en la primera secuencia esta ocu-
pada por el mismo residuo de aminodcido o nucledtido que en la posicién correspondiente en la segunda secuencia,
entonces las moléculas son homdlogas en esa posicion (es decir, tal como se usa en el presente documento “homolo-
gia” de aminodcido o dcido nucleico es equivalente a “identidad” de aminodcido o 4cido nucleico). El porcentaje de
homologia entre las dos secuencias es una funcién del nimero de posiciones idénticas compartidas por las secuencias
(es decir, % homologia = n° de posiciones idénticas /n° total de posiciones x 100). La determinacién del porcentaje de
homologia entre dos secuencias puede lograrse usando un algoritmo matematico. Un ejemplo no limitante preferido de
un algoritmo matematico utilizado para la comparacién de dos secuencias es el algoritmo de Karlin y Altschul (1990)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87:2264-68, modificado como en Karlin y Altschul (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA
90:5873-77. Un algoritmo de este tipo se incorpora en los programas NBLAST y XBLAST de Altschul, et al. (1990)
J. Mol. Biol. 215:403-10. Pueden realizarse bisquedas BLAST de nucle6tidos con el programa NBLAST, puntuacién
= 100, longitud de palabra = 12 para obtener secuencias de nucledtidos homdélogas a moléculas de 4cido nucleico de
CRSP de la invencién. Pueden realizarse bisquedas BLAST de proteinas con el programa XBLAST, puntuacién =
50, longitud de palabra = 3 para obtener secuencias de aminodcidos homdlogas a moléculas de proteina CRSP de la
invencién. Para obtener alineaciones con huecos con fines comparativos puede usarse Gapped BLAST tal como se des-
cribe en Altschul et al., (1997) Nucleic Acids Research 25(17):3389-3402. Cuando se utilizan los programas BLAST
y Gapped BLAST, pueden usarse los parametros por defecto de los respectivos programas (por ejemplo, XBLAST
y NBLAST). Véase http://www.ncbi.nlm.nih.gov. Otro ejemplo no limitante preferido de un algoritmo matemaético
utilizado para la comparacién de secuencias es el algoritmo de Myers y Miller, CABIOS (1989). Un algoritmo de este
tipo se incorpora en al programa ALIGN (version 2.0) que es parte del paquete de software de alineacién de secuencias
de GCG. Cuando se utiliza el programa ALIGN para comparar secuencias de aminoacidos, pueden usarse una tabla
de residuos de peso PAM120, una penalizacién de longitud de hueco de 12, y una penalizacién de hueco de 4.

La invencién puede usarse para proporcionar proteinas quiméricas o de fusion de CRSP. Tal como se usa en el
presente documento, una “proteina quimérica” o “proteina de fusién” de CRSP comprende un polipéptido de CRSP
operativamente unido a un polipéptido distinto de CRSP. Un “polipéptido de CRSP” se refiere a un polipéptido que
tiene una secuencia de aminodcidos correspondiente a CRSP, mientras que un “polipéptido distinto de CRSP” se re-
fiere a un polipéptido que tiene una secuencia aminoécidos correspondiente a una proteina que no es sustancialmente
homodloga a la proteina CRSP, por ejemplo, una proteina que es diferente de la proteina CRSP y que se deriva de un or-
ganismo idéntico o diferente. Dentro de una proteina de fusiéon de CRSP del polipéptido de CRSP puede corresponder
a todo o una parte de una proteina CRSP. Una proteina de fusién de CRSP comprende al menos una parte bioldgica-
mente activa de una proteina CRSP. Otra proteina de fusiéon de CRSP comprende al menos dos partes biolégicamente
activas de una proteina CRSP. Otra proteina de fusién de CRSP comprende al menos tres partes biol6gicamente activas
de una proteina CRSP. Dentro de la proteina de fusion, se pretende que el término “operativamente unido” indique que
el polipéptido de CRSP y el polipéptido distinto de CRSP estan fusionados en marco entre si. El polipéptido distinto
de CRSP puede fusionarse al extremo N-terminal o C-terminal del polipéptido de CRSP.

Por ejemplo, una proteina de fusidn es una proteina de fusién GST-CRSP en la que las secuencias de CRSP estdn
fusionadas al extremo C-terminal de las secuencias de GST. Tales proteinas de fusién pueden facilitar la purificacién
de CRSP recombinante.

Otra proteina de fusién es una proteina CRSP que contiene una secuencia sefial heterdloga en su extremo N-
terminal. Por ejemplo, la secuencia sefial de CRSP nativa (es decir, aproximadamente los aminoacidos 1 a 23 de SEQ
ID NO: 2) puede eliminarse y sustituirse por una secuencia sefial de otra proteina. En ciertas células huésped (por
ejemplo, células huésped de mamiferos), la expresion y/o secrecién de CRSP puede aumentarse a través del uso de
una secuencia sefal heteréloga.

Todavia otra proteina de fusién es una proteina de fusion CRSP-inmunoglobulina en la que las secuencias de
CRSP que comprenden principalmente las regiones ricas en cisteina de CRSP estan fusionadas a secuencias derivadas
de otro miembro de la familia de proteinas de inmunoglobulina. También se han preparado derivados solubles de
glucoproteinas de superficie celular en la superfamilia de genes de inmunoglobulina que consisten en un dominio
extracelular de la glucoproteina de superficie celular unido a una regién constante (Fc) de inmunoglobulina (véase
por ejemplo, Capon, D.J. et al. (1989) Nature 337:525-531 y Capon patentes estadounidenses nimeros 5.116.964
y 5.428.130 [constructos CD4-IgGl]; Linsley, P.S. ef al. (1991) J. Exp. Med. 173:721-730 [un constructo CD28-
IgGI y un constructo B7-I-IgGI]; y Linsley, P.S. ef al. (1991) J. Exp. Med. 174:561-569 y patente estadounidense
ntimero 5.434.131 [un CTLA4-IgG1]). Tales proteinas de fusién han resultado ser utiles para modular las interacciones
receptor-ligando. Se han preparado derivados solubles de proteinas de superficie celular del receptor de las proteinas de
la superfamilia del receptor de factor de necrosis tumoral (TNPR) que consisten en un dominio extracelular del receptor
de superficie celular fusionado con una regién constante (Fc) de inmunoglobulina (véase por ejemplo Moreland et al.
(1997) N. Engl. J. Med. 337(3):141-147; van der Poll et al. (1997) Blood 89(10):3727-3734; y Ammann et al. (1997)
J. Clin. Invest. 99 (7):1699-1703).

Las proteinas de fusion CRSP-inmunoglobulina pueden incorporarse en composiciones farmacéuticas y adminis-
trarse a un sujeto para inhibir una interaccion entre un ligando de CRSP y un receptor de CRSP sobre la superficie
de una célula, para asi suprimir la transduccién de sefiales mediada por CRSP in vivo. Las proteinas de fusién CRSP-
inmunoglobulina pueden usarse para afectar a la biodisponibilidad de un receptor relacionado con CRSP. La inhibicién
de la interaccién ligando de CRSP/CRSP puede ser terapéuticamente ttil tanto para el tratamiento de trastornos de
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diferenciacion o proliferativos, asi como para la modulacién (por ejemplo, estimulacién o inhibicién) de respuestas
de desarrollo, adhesién celular y/o destino celular. Ademads, las proteinas de fusién CRSP-inmunoglobulina de la in-
vencién pueden usarse como inmundgenos para producir anticuerpos anti-CRSP en un sujeto, para purificar ligandos
de CRSP y en ensayos de seleccion para identificar moléculas que inhiben la interaccién de CRSP con un ligando de
CRSP.

Preferiblemente, una proteina de fusién o quimérica de CRSP se produce mediante técnicas de ADN recombinante
habituales. Por ejemplo, fragmentos de ADN que codifican para diferentes secuencias polipeptidicas estdn ligados
juntos en marco segtin técnicas habituales, por ejemplo empleando extremos romo o en asta para ligamiento, digestion
por enzimas de restriccién para proporcionar los extremos apropiados, bloqueo de extremos cohesivos segtin conven-
ga, tratamiento con fosfatasa alcalina para evitar unién no deseable y ligamiento enzimadtica. El gen de fusién puede
sintetizarse meditante técnicas convencionales incluyendo sintetizadores de ADN automatizados. Alternativamente, la
amplificacién por PCR de fragmentos génicos puede realizarse usando cebadores de anclaje que dan lugar a proyec-
ciones complementarias entre dos fragmentos génicos consecutivos que pueden aparearse posteriormente y volver a
amplificarse para generar una secuencia génica quimérica (véase, por ejemplo, Current Protocols in Molecular Bio-
logy, eds. Ausubel et al. John Wiley & Sons: 1992). Ademads, hay muchos vectores de expresiéon comercialmente
disponibles que ya codifican para un resto de fusién (por ejemplo, un polipéptido de GST). Un 4cido nucleico que
codifica para CRSP puede clonarse en un vector de expresion de este tipo de manera que el resto de fusién esté unido
en marco a la proteina CRSP.

La presente invencion también se refiere a variantes de las proteinas CRSP que funcionan o bien como agonistas de
CRSP (compuestos miméticos) o bien como antagonistas de CRSP. Pueden generarse variantes de las proteinas CRSP
mediante mutagénesis, por ejemplo, mutacion puntual diferenciada o truncamiento de una proteina CRSP. Un agonista
de las proteinas CRSP puede conservar sustancialmente la misma, o un subconjunto, de las actividades bioldgicas de
la forma que se produce de manera natural de una proteina CRSP. Un antagonista de una proteina CRSP puede inhibir
una o mds actividades de la forma que se produce de manera natural de la proteina CRSP mediante, por ejemplo, unién
competitiva a un elemento aguas abajo o aguas arriba de una cascada de sefializacion celular que incluye la proteina
CRSP. Por tanto, puede provocarse efectos bioldgicos especificos mediante tratamiento con una variante de funcién
limitada. En una realizacidn, el tratamiento de un sujeto con una variante que tiene un subconjunto de las actividades
biolégicas de la forma que se produce de manera natural de la protefna tiene menos efectos secundarios en un sujeto
con respecto al tratamiento con la forma que se produce de manera natural de la proteina CRSP.

Variantes de una proteina CRSP que funcionan o bien como agonistas de CRSP (compuestos miméticos) o bien
como antagonistas de CRSP pueden identificarse examinando bibliotecas combinatorias de mutantes, por ejemplo,
mutantes de truncamiento, de una proteina CRSP para seleccionar la actividad agonista o antagonista de una proteina
CRSP. En una realizacién, una biblioteca diversa de variantes de CRSP se genera mediante mutagénesis combinatoria
en el nivel de dcido nucleico y se codifica por una biblioteca génica diversa. Una biblioteca diversa de variantes de
CRSP puede producirse mediante, por ejemplo, ligamiento enzimético de una mezcla de oligonucleétidos sintéticos
en secuencias génicas de manera que un conjunto degenerado de secuencias de CRSP potenciales pueda expresarse
como polipéptidos individuales, o alternativamente, como un conjunto de proteinas de fusiéon mayores (por ejemplo,
para presentacion en fagos) que contienen el conjunto de secuencias de CRSP en las mismas. Existe una variedad de
métodos que pueden usarse para producir bibliotecas de variantes de CRSP potenciales a partir de una secuencia de
oligonucleétidos degenerada. La sintesis quimica de una secuencia génica degenerada puede realizarse en un sinteti-
zador de ADN automdtico, y entonces puede ligarse el gen sintético en un vector de expresién apropiado. El uso de
un conjunto degenerado de genes permite proporcionar, en una mezcla, todas las secuencias que codifican para el con-
junto deseado de secuencias de CRSP potenciales. En la técnica se conocen métodos para sintetizar oligonucle6tidos
degenerados (véase, por ejemplo, Narang, S.A. (1983) Tetrahedron 39:3; Itakura et al. (1984) Annu. Rev. Biochem
53:323; Itakura et al. (1984) Science 198:1056; Ike et al. (1983) Nucleic Acid Res. 11:477.

Ademds, pueden usarse bibliotecas de fragmentos de una secuencia que codifica para una proteina CRSP para
generar una poblacién diversa de fragmentos de CRSP para examinar y posteriormente seleccionar variantes de una
proteina CRSP. En una realizacién, puede generarse una biblioteca de fragmentos de secuencia codificante tratando un
fragmento de PCR de doble cadena de una secuencia que codifica para CRSP con una nucleasa en condiciones en las
que la creacion de mellas se produce aproximadamente s6lo una vez por molécula, desnaturalizando el ADN de cadena
doble, volviendo a naturalizar el ADN para formar ADN de cadena doble que puede incluir pares sentido/antisentido de
diferentes productos con mella, eliminando partes de cadena sencilla de los diplex reformados mediante el tratamiento
con nucleasa S I, y ligando la biblioteca de fragmentos resultante en un vector de expresion. Mediante este método,
puede derivarse una biblioteca de expresion que codifica para fragmentos N-terminal, C-terminal e internos de diversos
tamaifios de la proteina CRSP.

En la técnica se conocen varias técnicas para examinar productos génicos de bibliotecas combinatorias preparados
mediante mutaciones puntuales o truncamiento, y para examinar bibliotecas de ADNc para seleccionar productos
génicos que tienen una propiedad seleccionada. Tales técnicas son adaptables para examinar rdpidamente bibliotecas
de genes generadas mediante la mutagénesis combinatoria de las proteinas CRSP. Las técnicas mds ampliamente
usadas, que son susceptibles de andlisis riguroso, para examinar grandes bibliotecas génicas incluyen normalmente
clonar la biblioteca génica en vectores de expresion replicables, transformar células apropiadas con la biblioteca de
vectores resultante y expresar genes combinatorios en condiciones en las que la deteccidon de una actividad deseada
facilita el aislamiento del vector que codifica para el gen cuyo producto se detecté. La mutagénesis de conjunto
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recursiva (REM - “Recrusive Ensemble Mutagenesis”), una nueva técnica que potencia la frecuencia de los mutantes
funcionales en las bibliotecas, puede usarse en combinacion con los ensayos de seleccion para identificar variantes de
CRSP (Arkin y Yourvan (1992) PNAS 89:7811-7815; Delgrave et al. (1993) Protein Engineering 6(3):327-331).

Los ensayos basados en células pueden explotarse para analizar una biblioteca de CRSP diversa. Por ejemplo,
una biblioteca de vectores de expresion puede transfectarse en una linea celular que normalmente responde a un
ligando particular de una manera dependiente de CRSP. Después se ponen en contacto las células transfectadas con
el ligando y puede detectarse el efecto de la expresion del mutante sobre la sefializacién por el ligando, por ejemplo,
midiendo cualquiera de varias respuestas celulares inmunitarias. El ADN del plasmido puede recuperarse entonces a
partir de las células que puntian para la inhibicién, o alternativamente, para la potenciacién de induccién de ligando,
y caracterizarse adicionalmente los clones individuales.

Una proteina CRSP aislada, o una parte o fragmento de la misma, puede usarse como un inmundgeno para generar
anticuerpos que se unen a CRSP usando técnicas habituales para la preparacién de anticuerpo policlonal y monoclonal.
Puede usarse una proteina CRSP de longitud completa o, alternativamente, la invencién proporciona fragmentos de
péptidos antigénicos de CRSP para su uso como inmundgenos. El péptido antigénico de CRSP comprende al menos
8 residuos de aminodcidos y abarca un epitopo de CRSP de manera que un anticuerpo preparado contra el péptido
forma un complejo inmunitario especifico con CRSP. Preferiblemente, el péptido antigénico comprende al menos 10
residuos de aminodcidos, mds preferiblemente al menos 15 residuos de aminodcidos, incluso més preferiblemente al
menos 20 residuos de aminoécidos, y 1o més preferiblemente al menos 30 residuos de aminodacidos.

Epitopos preferidos abarcados por el péptido antigénico son regiones de CRSP que estdn ubicadas sobre la super-
ficie de la proteina, por ejemplo, regiones hidroéfilas.

Normalmente se usa un inmundégeno de CRSP para preparar anticuerpos mediante inmunizacién de un sujeto
adecuado, (por ejemplo, conejo, cabra, ratén u otro mamifero) con el inmundgeno. Una preparacidon inmunogénica
apropiada puede contener, por ejemplo, proteina CRSP expresada de manera recombinante o un polipéptido de CRSP
quimicamente sintetizado. La preparacién puede incluir adicionalmente un adyuvante, tal como un adyuvante com-
pleto o incompleto de Freund, o agente inmunoestimulante similar. La inmunizacién de un sujeto adecuado con una
preparacién de CRSP inmunogénica induce una respuesta de anticuerpo policlonal anti-CRSP.

Por consiguiente, otro aspecto de la invencion se refiere a anticuerpos anti-CRSP. El término “anticuerpo” tal co-
mo se usa en el presente documento se refiere a moléculas de inmunoglobulina y partes inmunolégicamente activas
de moléculas de inmunoglobulinas, es decir, moléculas que contienen un sitio de unién a antigeno que se une espe-
cificamente a (inmunorreacciona con) un antigeno, tal como CRSP. Ejemplos de partes inmunolégicamente activas
de moléculas de inmunoglobulinas incluyen fragmentos F(ab) y F(ab’)2 que pueden generarse tratando el anticuerpo
con una enzima tal como pepsina. La invencién proporciona anticuerpos policlonales y monoclonales que se unen a
CRSP. El término “anticuerpo monoclonal” o “composicién de anticuerpo monoclonal”, tal como se usa en el presente
documento, se refiere a una poblaciéon de moléculas de anticuerpo que contienen sélo una especie de sitio de union a
antigeno que puede inmunorreaccionar con un epitopo particular de CRSP. Por tanto, una composicién de anticuerpo
monoclonal presenta una afinidad de unién tnica para una proteina CRSP particular con la que inmunorreacciona.

Pueden prepararse anticuerpos policlonales anti-CRSP tal como se describié anteriormente inmunizando un sujeto
adecuado con un inmundégeno de CRSP. El titulo de anticuerpo anti-CRSP en el sujeto inmunizado puede monitorizarse
a lo largo del tiempo mediante técnicas habituales, tales como con un ensayo de inmunoabsorcién unido a enzimas
(ELISA) usando CRSP inmovilizada. Si se desea, las moléculas de anticuerpo dirigidas contra CRSP pueden aislarse
del mamifero (por ejemplo, de la sangre) y purificarse adicionalmente mediante técnicas bien conocidas, tales como
cromatografia de proteina A para obtener la fracciéon de IgG. En un momento apropiado tras la inmunizacién, por
ejemplo, cuando los titulos de anticuerpo anti-CRSP son lo més altos, pueden obtenerse las células productoras de
anticuerpos a partir del sujeto y usarse para preparar anticuerpos mediante técnicas habituales, tales como la técnica
del hibridoma originalmente descrita por Kohler y Milstein (1975) Nature 256:495-497) (véase también, Brown ef al.
(1981) J. Immunol. 127:539-46; Brown et al. (1980) J. Biol. Chem. .255:4980-83; Yeh et al. (1976) PNAS 76:2927-31;
y Yeh et al. (1982) Int. J. Cancer 29:269-75), la técnica de hibridoma de célula B humana mas reciente (Kozbor ef al.
(1983) Immunol Today 4:72), 1a técnica de hibridoma de EBV (Cole et al. (1985), Monoclonal Antibodies and Cancer
Therapy, Alan R. Liss, Inc., pp. 77-96) o técnicas de trioma. La tecnologia para producir hibridomas de anticuerpo
monoclonal se conoce bien (véase de manera general R. H. Kenneth, en Monoclonal Antibodies: A New Dimension
In Biological Analyses, Plenum Publishing Corp., Nueva York, Nueva York (1980); E. A. Lerner (1981) Yale J. Biol.
Med., 54:387-402; M. L. Gefter et al. (1977) Somatic Cell Genet. 3:231-36). En resumen, una linea celular inmortal
(normalmente un mieloma) se fusiona con linfocitos (normalmente esplenocitos) de un mamifero inmunizado con un
inmunégeno de CRSP tal como se describié anteriormente, y los sobrenadantes del cultivo de las células de hibridoma
resultantes se examinan para identificar un hibridoma que produce un anticuerpo monoclonal que se une a CRSP.

Cualquiera de los muchos protocolos bien conocidos usados para fusionar linfocitos y lineas celulares inmortaliza-
das puede aplicarse con fines de generacién de un anticuerpo monoclonal anti-CRSP (véase, por ejemplo, G. Galfre et
al. (1977) Nature 266:55052; Gefter et al. Somatic Cell Genet., citado anteriormente; Lerner, Yale J Biol. Med., citado
anteriormente; Kenneth, Monoclonal Antibodies, citado anteriormente). Ademads, el experto en la técnica apreciard que
existen muchas variaciones de tales métodos que también pueden ser ttiles. Normalmente, la linea celular inmortal
(por ejemplo, una linea celular de mieloma) se deriva de la misma especie de mamifero que los linfocitos. Por ejemplo,
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pueden prepararse hibridomas murinos fusionando linfocitos de un ratén inmunizado con una preparacién inmunogé-
nica de la presente invencion con una linea celular de ratén inmortalizado. Lineas celulares inmortales preferidas son
lineas celulares de mieloma de ratén que son sensibles a medio de cultivo que contiene hipoxantina, aminopterina y
timidina (“medio HAT”). Puede usarse cualquiera de una variedad de lineas celulares de mieloma como una pareja
de fusion segiin técnicas habituales, por ejemplo, las lineas de mieloma P3-NS1/1-Ag4-1, P3-x63-Ag8.653 o Sp2/0-
Agl4. Estas lineas de mieloma estdn disponibles de la ATCC. Normalmente, las células de mieloma de ratén sensi-
bles a HAT se fusionan con esplenocitos de ratén usando polietilenglicol (“PEG”). Entonces se seleccionan células de
hibridoma resultantes de la fusién usando medio HAT, que mata células de mieloma no fusionadas y fusionadas de
manera no productiva (los esplenocitos no fusionados mueren tras varios dias porque no se transforman). Se detectan
células de hibridoma que producen un anticuerpo monoclonal de la invencién examinando los sobrenadantes de cultivo
para seleccionar anticuerpos que se unen a CRSP, por ejemplo, usando un ensayo ELISA habitual.

Alternativamente a la preparacion de hibridomas que segregan anticuerpo monoclonal, puede identificarse un anti-
cuerpo anti-CRSP monoclonal y aislarse examinando una biblioteca de inmunoglobulina combinatoria recombinante
(por ejemplo, una biblioteca de presentacion en fagos de anticuerpo) con CRSP para asi aislar miembros de la bi-
blioteca de inmunoglobulina que se unen a CRSP. Existen kits disponibles comercialmente para generar y examinar
bibliotecas de presentacién de fagos (por ejemplo, el sistema de anticuerpo de fago recombinante (“Recombinant
Phage Antibody System”) de Pharmacia, ntimero de catdlogo 27-9400-0 1; y el kit de presentacién de fago (“Phage
Display Kit”) SurfZAP™ de Stratagene, nimero de catdlogo 240612). Adicionalmente, ejemplos de métodos y re-
activos particularmente ttiles para su uso para generar y examinar bibliotecas de presentacion de anticuerpo pueden
encontrarse en, por ejemplo, Ladner ef al. patente estadounidense nimero 5.223.409; Kang et al. publicacién PCT
internacional nimero WO 92/18619; Dower et al. publicaciéon PCT internacional nimero WO 91/17271; Winter et al.
publicacién PCT internacional WO 92/20791; Markland et al. publicacién PCT internacional nimero WO 92/15679;
Breitling et al. publicacién PCT internacional WO 93/01288; McCafferty et al. publicaciéon PCT internacional nd-
mero WO 92/01047; Garrard et al. publicacién PCT internacional nimero WO 92/09690; Ladner et al. publicacién
PCT internacional nimero WO 90/02809; Fuchs et al. (1991) Bio/Technology 9:1370-1372; Hay et al. (1992) Hum.
Antibod. Hybridomas 3:81-85; Huse et al. (1989) Science 246:1275-1281; Griffiths et al. (1993) EMBO J 12:725-
734; Hawkins et al. (1992) J. Mol. Biol. 226:889-896; Clarkson et al. (1991) Nature 352:624-628; Gram et al. (1992)
PNAS 89:3576-3580; Garrad et al. (1991) Bio/Technology 9:1373-1377; Hoogenboom et al. (1991) Nuc. Acid Res.
19:4133-4137; Barbas et al. (1991) PNAS 88:7978-7982; y McCafferty et al. Nature (1990) 348:552-554.

Adicionalmente, anticuerpos anti-CRSP recombinantes, tal como anticuerpos monoclonales quiméricos y huma-
nizados, que comprenden tanto partes humanas como no humanas, que pueden prepararse usando técnicas de ADN
recombinante habituales, estdn dentro del alcance de la invencién. Tales anticuerpos monoclonales quiméricos y hu-
manizados pueden producirse mediante técnicas de ADN recombinante conocidas en la técnica, por ejemplo usando
métodos descritos en Robinson et al. solicitud internacional nimero PCT/US86/02269; Akira, et al. solicitud de paten-
te europea 184.187; Taniguchi, M., solicitud de patente europea 171.496; Morrison et al. solicitud de patente europea
173.494; Neuberger et al. publicaciéon PCT internacional nimero WO 86/01533; Cabilly ez al. patente estadounidense
nimero 4.816.567; Cabilly et al. solicitud de patente europea 125.023; Better et al. (1988) Science 240:1041-1043;
Liu er al. (1987) PNAS 84:3439-3443; Liu et al. (1987) J. Immunol. 139:3521-3526; Sun et al. (1987) PNAS 84:214-
218; Nishimura et al. (1987) Canc. Res. 47:999-1005; Wood et al. (1985) Nature 314:446-449; y Shaw et al. (1988)
J Natl. Cancer Inst. 80:1553-1559); Morrison, S. L. (1985) Science 229:1202-1207; Oi et al. (1986) BioTechniques
4:214; Winter patente estadounidense nimero 5.225.539; Jones et al. (1986) Nature 321:552-525; Verhoeyan et al.
(1988) Science 239:1534; y Beidler et al. (1988) J Immunol. 141:4053-4060.

Puede usarse un anticuerpo anti-CRSP (por ejemplo, anticuerpo monoclonal) para aislar CRSP mediante técnicas
habituales, tales como cromatografia de afinidad o inmunoprecipitacién. Un anticuerpo anti-CRSP puede facilitar la
purificacién de CRSP natural a partir de células y de CRSP producidas de manera recombinante expresadas en células
huésped. Ademads, puede usarse un anticuerpo anti-CRSP para detectar proteina CRSP (por ejemplo, en un lisado celu-
lar o sobrenadante celular) con el fin de evaluar la abundancia y patrén de expresion de la proteina CRSP. Pueden usarse
anticuerpos anti-CRSP de manera diagnéstica para monitorizar niveles de proteina en tejido, por ejemplo, como parte
de procedimiento de ensayo clinico, para, por ejemplo, determinar la eficacia de un régimen de tratamiento dado. Pue-
de facilitarse la deteccién acoplando (es decir, uniendo fisicamente) el anticuerpo a una sustancia detectable. Ejemplos
de sustancias detectables incluyen diversas enzimas, grupos prostéticos, materiales fluorescentes, materiales luminis-
centes, materiales bioluminiscentes, y materiales radiactivos. Ejemplos de enzimas adecuadas incluyen peroxidasa de
rdbano, fosfatasa alcalina, 8-galactosidasa, o acetilcolinesterasa; ejemplos de complejos de grupo prostético incluyen
estreptavidina/biotina y avidina/biotina; ejemplos de materiales fluorescentes adecuados incluyen umbeliferona, fluo-
resceina, isocianato de fluoresceina, rodamina, diclorotriazinilamina fluoresceina, cloruro de dansilo o ficoeritrina; un
ejemplo de un material luminiscente incluye luminol; ejemplos de materiales bioluminiscentes incluyen luciferasa,
luciferina, y aequorina, y ejemplos de materiales radiactivos adecuados incluyen 1, ®'I, S o *H.

III. Vectores de expresion recombinantes y células huésped

Otro aspecto de la invencidn se refiere a vectores, preferiblemente vectores de expresion, que contienen un dcido
nucleico que codifica para CRSP (o una parte de la misma). Tal como se usa en el presente documento, el término
“vector” se refiere a una molécula de acido nucleico que puede transportar otro dcido nucleico al que se ha unido.
Un tipo de vector es un “plasmido”, que se refiere a un bucle de ADN de cadena doble circular en el que pueden
ligarse segmentos de ADN adicionales. Otro tipo de vector es un vector viral, en el que pueden ligarse segmentos
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de ADN adicionales en el genoma viral. Ciertos vectores pueden experimentar replicaciéon auténoma en una célula
huésped en la que se introducen (por ejemplo, vectores bacterianos que tienen un origen de replicacion bacteriano y
vectores de mamiferos episomales). Otros vectores (por ejemplo, vectores de mamiferos no episomales) se integran en
el genoma de una célula huésped tras la introduccidn en la célula huésped, y por tanto se replican junto con el genoma
huésped. Ademds, ciertos vectores pueden dirigir la expresién de genes a los que estdn operativamente unidos. Tales
vectores se denominan en el presente documento como “vectores de expresion”. En general, vectores de expresion de
utilidad en técnicas de ADN recombinante a menudo estdn en forma de pldsmidos. En la presente memoria descriptiva,
“plasmido” y “vector” pueden usarse indistintamente ya que el plasmido es la forma mas cominmente usad de vector.
Sin embargo, se pretende que la invencion incluya otras formas de vectores de expresion, tales como vectores virales
(por ejemplo, virus adenoasociados, adenovirus y retrovirus defectuosos para la replicacién), que presentan funciones
equivalentes.

Los vectores de expresion recombinantes de la invencién comprenden un dcido nucleico de la invencién en una
forma adecuada para la expresion del dcido nucleico en una célula huésped, lo que significa que los vectores de ex-
presién recombinantes incluyen una o mds secuencias reguladoras, seleccionadas basdndose en las células huésped
que van a usarse para la expresion, que estan operativamente unidas a la secuencia de dcido nucleico secuencia que
va a expresarse. Dentro de un vector de expresion recombinante, se pretende que “operativamente unido” signifique
que la secuencia de nucleédtidos de interés estd unida a la(s) secuencia(s) reguladora(s) de una manera que permite la
expresion de la secuencia de nucledtidos (por ejemplo, en un sistema transcripcién/traduccion in vitro o en una célula
huésped cuando se introduce el vector en la célula huésped). Se pretende que el término “secuencia reguladora” in-
cluya promotores, potenciadores y otros elementos de control de expresion (por ejemplo, sefiales de poliadenilacion).
Tales secuencias reguladoras se describen, por ejemplo, en Goeddel; Gene Expression Technology: Methods in Enzy-
mology 185, Academic Press, San Diego, CA (1990). Las secuencias reguladoras incluyen las que dirigen expresion
constitutiva de una secuencia de nucleétidos en muchos tipos de célula huésped y las que dirigen la expresion de la
secuencia de nucleétidos sélo en ciertas células huésped (por ejemplo, secuencias reguladoras especificas de tejido).
Los expertos en la técnica apreciardn que el disefio del vector de expresion puede depender de factores tales como la
eleccién de la célula huésped que va a transformarse, el nivel de expresién de proteina deseado, etc. Los vectores de
expresion de la invencién pueden introducirse en células huésped para asi producir proteinas o péptidos, incluyendo
péptidos o proteinas de fusién, codificadas por dcidos nucleicos tal como se describi6 en el presente documento (por
ejemplo, proteinas CRSP, formas mutantes de CRSP, proteinas de fusion, etc.).

Los vectores de expresion recombinantes de la invencion pueden disefiarse para expresar CRSP en células proca-
riotas o eucariotas. Por ejemplo, puede expresarse CRSP en células bacterianas tal como E. coli, células de insecto
(usando vectores de expresién de baculovirus), células de levadura o células de mamifero. Células huésped adecuadas
se tratan adicionalmente en Goeddel, Gene Expression Technology: Methods in Enzymology 185, Academic Press,
San Diego, CA (1990). Alternativamente, puede transcribirse y traducirse el vector de expresion recombinante in vitro,
por ejemplo usando secuencias reguladoras de promotor de T7 y polimerasa de T7.

La expresion de proteinas en procariotas se realiza lo mds a menudo en E. coli con vectores que contienen pro-
motores constitutivos o inducibles que dirigen la expresién de proteinas o bien de fusién o bien no de fusién. Los
vectores de fusion afiaden una variedad de aminoécidos a una proteina codificada en los mismos, normalmente en el
extremo amino-terminal de la proteina recombinante. Tales vectores de fusién normalmente sirven para tres fines: 1)
aumentar la expresion de proteina recombinante; 2) aumentar la solubilidad de la proteina recombinante; y 3) ayudar
en la purificacion de la proteina recombinante actuando como un ligando en purificacién por afinidad. A menudo, en
vectores de expresion de fusion, se introduce un sitio de escision proteolitica en la unién del resto de fusién y la protei-
na recombinante para permitir la separacion de la proteina recombinante del resto de fusidn posterior a la purificacién
de la proteina de fusion. Tales enzimas, y sus secuencias de reconocimiento relacionadas, incluyen factor Xa, trombina
y enterocinasa. Los vectores de expresion de fusion tipicos incluyen pGEX (Pharmacia Biotech Inc; Smith, D. B. y
Johnson, K. S. (1988) Gene 67:31-40), pMAL (New England Biolabs, Beverly, MA) y pRITS (Pharmacia, Piscataway,
NJ) que fusionan glutatién S-transferasa (GST), proteina de unién a maltosa E, o proteina A, respectivamente, a la
proteina recombinante diana.

Pueden utilizarse proteinas de fusion purificadas en ensayos de actividad de CRSP, en unién a ligando de CRSP
(por ejemplo, ensayos directos o ensayos competitivos descritos con detalle a continuacién), para generar anticuerpos
especificos para proteinas CRSP, como ejemplos. En una realizacién preferida, una fusién de CRSP expresada en un
vector de expresion retroviral de la presente invencion puede utilizarse para infectar células de la médula ésea que
se transplantan posteriormente en los receptores irradiados. La patologia del sujeto receptor se examina entonces tras
haber transcurrido suficiente tiempo (por ejemplo seis (6) semanas).

Ejemplos de vectores de expresién de E. coli no de fusién incluyen pTrc (Amann et al., (1988) Gene 69:301-
315) y pET 11d (Studier et al., Gene Expression Technology: Methods in Enzymology 185, Academic Press, San
Diego, California (1990) 60-89). La expresién de gen diana a partir del vector pTrc se basa en la transcripcién de
ARN polimerasa del huésped a partir de un promotor de fusién hibrido trp-lac. La expresion del gen diana a partir
del vector pET 11d se basa en la transcripcion a partir de un promotor de fusiéon gnl0-lac de T7 mediada por una
ARN polimerasa viral coexpresada (gnl de T7). Esta polimerasa viral se suministra por cepas huésped BL21(DE3) o
HMS174(DE3) de un profago A residente que alberga un gen gnl de T7 bajo control transcripcional del promotor 5
lacUV.
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Una estrategia para maximizar la expresiéon de proteina recombinante en E. coli es expresar la proteina en una
bacteria huésped con una capacidad afectada para escindir proteoliticamente la proteina recombinante (Gottesman,
S., Gene Expression Technology: Methods in Enzymology 185, Academic Press, San Diego, California (1990) 119-
128). Otra estrategia es alterar la secuencia de dcido nucleico del 4cido nucleico que va a insertarse en un vector de
expresion de manera que los codones individuales para cada aminoécido son los utilizados preferentemente en E. coli
(Wada et al., (1992) Nucleic Acids Res. 20:2111-2118). Tal alteracion de secuencias de acido nucleico de la invencién
puede realizarse mediante técnicas de sintesis de ADN habituales.

En otra realizacidn, el vector de expresion de CRSP es un vector de expresion de levadura. Ejemplos de vecto-
res para la expresion en levadura S. cerivisae incluyen pYepSecl (Baldari, et al., (1987) Embo J 6:229-234), pMFa
(Kurjan y Herskowitz, (1982) Cell 30:933-943), pJRY88 (Schultz et al., (1987) Gene 54:113-123), pYES2 (Invitrogen
Corporation, San Diego, CA), y picZ (InVitrogen Corp, San Diego, CA).

Alternativamente, puede expresarse CRSP en células de insecto usando vectores de expresion de baculovirus. Los
vectores de baculovirus disponibles para la expresion de proteinas en células de insecto cultivadas (por ejemplo, células
St 9) incluyen la serie pAc (Smith et al. (1983) Mol. Cell Biol. 3:2156-2165) y la serie pVL (Lucklow y Summers
(1989) Virology 170:31-39).

Todavia en otra realizacion, un 4cido nucleico de la invencién se expresa en células de mamifero usando un vec-
tor de expresiéon de mamifero. Ejemplos de vectores de expresiéon de mamiferos incluyen pCDMS (Seed, B. (1987)
Nature 329:840) y pMT2PC (Kaufman et al. (1987) EMBO J. 6:187-195). Cuando se usa en células de mamifero,
las funciones de control del vector de expresion se proporcionan a menudo por elementos reguladores virales. Por
ejemplo, promotores comtinmente usados derivan de polioma, adenovirus 2, citomegalovirus y virus de simio 40. Para
otros sistemas de expresion adecuados tanto para células procariotas como eucariotas véanse los capitulos 16 y 17
de Sambrook, J., Fritsh, E. F., y Maniatis, T. Molecular Cloning: A Laboratory Manual. 2° ed., Cold Spring Harbor
Laboratory, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 1989.

En otra realizacion, el vector de expresion de mamifero recombinante puede dirigir la expresion del dcido nuclei-
co preferiblemente en un tipo de célula particular (por ejemplo, se usan elementos reguladores especificos de tejido
para expresar el dcido nucleico). En la técnica se conocen elementos reguladores especificos de tejido. Ejemplos no
limitantes de promotores especificos de tejido adecuados incluyen el promotor de albimina (especifico de higado; Pin-
kert et al. (1987) Genes Dev. 1:268-277), promotores especificos de linfoide (Calame y Eaton (1988) Adv. Immunol.
43:235-275), en particular promotores de receptores de células T (Winoto y Baltimore (1989) EMBO J. 8:729-733)
e inmunoglobulinas (Banerji et al. (1983) Cell 33:729-740; Queen y Baltimore (1983) Cell 33:741-748), promotores
especificos de neuronas (por ejemplo, el promotor de neurofilamento; Byrne y Ruddle (1989) PNAS 86:5473-5477),
promotores especificos de pancreas (Edlund et al. (1985) Science 230:912-916), y promotores especificos de glandula
mamaria (por ejemplo, promotor de suero de leche; patente estadounidense 4.873.316 y solicitud de patente europea
nimero 264.166). También se abarcan promotores regulados por desarrollo, por ejemplo los promotores de hox (Kes-
sel y Gruss (1990) Science 249:374-379) y el promotor de a-fetoproteina (Campes y Tilghman (1989) Genes Dev.
3:537-546).

La invencién proporciona ademds un vector de expresion recombinante que comprende una molécula de ADN
de la invencidn clonada en el vector de expresion en una orientacion antisentido. Es decir, la molécula de ADN estd
operativamente unida a una secuencia reguladora de una manera que permite la expresion (mediante transcripcién de
la molécula de ADN) de una molécula de ARN que es antisentido con respecto a ARNm de CRSP. Pueden elegirse
secuencias reguladoras operativamente unidas a un acido nucleico clonado en la orientacién antisentido que dirijan la
expresion continua de una molécula de ARN antisentido en una variedad de tipos de células, por ejemplo potencia-
dores y/o promotores virales, o pueden elegirse secuencias reguladoras que dirijan la expresion especifica de tejido o
especifica de tipo de célula constitutiva de ARN antisentido. El vector de expresion antisentido puede estar en forma
de un pldsmido recombinante, faguémido o virus atenuado en el que los dcidos nucleicos antisentido se producen
bajo el control de una regién reguladora de alta eficacia, cuya actividad puede determinarse por el tipo de célula en la
que se introduce el vector. Para una evaluacién de la regulacion de expresion génica usando genes antisentido véase
Weintraub, H. et al., Antisense ARN as a molecular tool for genetic analysis, Reviews - Trends in Genetics, Vol. 1 (1)
1986.

Otro aspecto de la invencidn se refiere a células huésped en las que se ha introducido un vector de expresion
recombinante de la invencién. Los términos “célula huésped” y “célula huésped recombinante” se usan indistintamente
en el presente documento. Se entiende que tales términos se refieren no sélo a la célula objeto particular sino a
la progenie o progenie potencial de una célula de este tipo. Dado que pueden producirse ciertas modificaciones en
generaciones posteriores debido o bien a mutacién o bien a influencias ambientales, tal progenie puede, de hecho, no
ser idéntica a la célula original, pero aun asi se incluyen dentro del alcance del término tal como se usa en el presente
documento.

Una célula huésped puede ser cualquier célula procariota o eucariota. Por ejemplo, puede expresarse una protei-
na CRSP en células bacterianas tales como E. coli, células de insecto, células de levadura o mamifero (tales como
células de ovario de hamster chino (CHO) o células COS). Los expertos en la técnica conocen otras células huésped
adecuadas.
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El ADN del vector puede introducirse en células procariotas o eucariotas mediante técnicas de transfeccién o
transformacién convencionales. Tal como se usa en el presente documento, se pretende que los términos “transforma-
cién” y “transfeccién” se refieran a una variedad de técnicas reconocidas en la técnica para introducir dcido nucleico
fordneo (por ejemplo, ADN) en una célula huésped, incluyendo coprecipitacion de fosfato de calcio o cloruro de cal-
cio, transfeccion mediada por DEAE-dextrano, lipofeccion, o electroporacion. Métodos adecuados para transformar
o transfectar células huésped pueden encontrarse en Sambrook, et al. (Molecular Cloning: A Laboratory Manual. 2°,
ed., Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 1989), y otros
manuales de laboratorio.

Para la transfeccion estable de células de mamifero, se sabe que, dependiendo del vector de expresion y técnica
de transfeccidn usada, s6lo una pequefia fraccion de células puede integrar el ADN fordneo en su genoma. Con el fin
de identificar y seleccionar estos integrantes, un gen que codifica para un marcador seleccionable (por ejemplo, resis-
tencia frente a antibidticos) se introduce generalmente en las células huésped junto con el gen de interés. Marcadores
seleccionables preferidos incluyen los que confieren resistencia frente a farmacos, tales como G418, higromicina y
metotrexato. Puede introducirse dcido nucleico que codifica para un marcador seleccionable en una célula huésped en
el mismo vector que el que codifica para CRSP o puede introducirse en un vector separado. Pueden identificarse célu-
las transfectadas de manera estable con el 4cido nucleico introducido mediante seleccién de farmaco (por ejemplo, las
células que han incorporado el gen de marcador seleccionable sobrevivirdn, mientras que las otras células morirdn).

Una célula huésped de la invencion, tal como una célula huésped procariota o eucariota en cultivo, puede usarse
para producir (es decir, expresar) proteina CRSP. Por consiguiente, la invencién proporciona adicionalmente métodos
para producir proteina CRSP usando las células huésped de la invencién. En una realizacién, el método comprende
poner en cultivo la célula huésped de la invencion (en la que se ha introducido un vector de expresién recombinante
que codifica para CRSP) en un medio adecuado de manera que se produce la proteina CRSP. En otra realizacion, el
método comprende adicionalmente aislar CRSP del medio o de la célula huésped.

Las células huésped de la invencién también pueden usarse para producir animales transgénicos no humanos.
Por ejemplo, en una realizacion, una célula huésped de la invencidén es un ovocito fertilizado no humano o una célula
madre embrionaria no humana en la que se han introducido secuencias que codifican para CRSP. Tales células huésped
pueden usarse entonces para crear animales transgénicos no humanos en los que se han introducido secuencias de
CRSP exdgenas en su genoma o animales recombinantes homdélogos en los que se han alterado secuencias de CRSP
enddgenas. Tales animales son titiles para el estudio de la funcién y/o actividad de CRSP y para identificar y/o evaluar
moduladores de actividad de CRSP. Tal como se usa en el presente documento, un “animal transgénico” es un animal
no humano, preferiblemente un mamifero, més preferiblemente un roedor tal como una rata o ratén, en el que una o
mads de las células del animal incluyen un transgén. Otros ejemplos de animales transgénicos incluyen primates no
humanos, ovejas, perros, vacas, cabras pollos, anfibios, etc. Un transgén es ADN exdgeno que se integra en el genoma
de una célula a partir de la cual se desarrolla un animal transgénico y que permanece en el genoma del animal maduro,
dirigiendo de esta manera la expresion de un producto génico codificado en uno o mas tipos de células o tejidos del
animal transgénico. Tal como se usa en el presente documento, un “animal recombinante hom6logo” es un animal
no humano, preferiblemente un mamifero, mas preferiblemente un ratén, en el que se ha alterado un gen de CRSP
enddgeno mediante recombinacién homdloga entre el gen endégeno y la molécula de ADN exdgeno introducido en
una célula del animal, por ejemplo, una célula embrionaria del animal, antes del desarrollo del animal.

Un animal transgénico no humano de la invencién puede crearse introduciendo un dcido nucleico que codifica para
CRSP en el pronticleo masculino de un ovocito fertilizado, por ejemplo, mediante microinyeccién, infeccion retroviral,
y permitiendo que el ovocito se desarrollo en un animal de acogida hembra pseudoprefiada. La secuencia de ADNc de
CRSP humana de la invencién puede introducirse como un transgén en el genoma de un animal no humano. Alternati-
vamente, un homélogo no humano de un gen de CRSP humana, tal como un gen de CRSP de rat6n, puede aislarse ba-
sdndose en la hibridacién con el ADNc de CRSP humana (descrito adicionalmente en la subseccion I anterior) y usarse
como un transgén. También pueden incluirse secuencias intrénicas y sefiales de poliadenilacién en el transgén para
aumentar la eficacia de la expresion del transgén. Puede(n) unirse operativamente una(s) secuencia(s) reguladora(s)
especifica(s) de tejido al transgén de CRSP para dirigir la expresion de la proteina CRSP a células particulares. Los
métodos para generar animales transgénicos no humanos mediante manipulacién embrionaria y microinyeccién, par-
ticularmente en animales tales como ratones, se han convertido en convencionales en la técnica y se describen, por
ejemplo, en las patentes estadounidenses nimeros 4.736.866 y 4.870.009, ambas concedidas a Leder et al., patente
estadounidense niimero 4.873.191 concedida a Wagner et al., y en Hogan, B., Manipulating the Mouse Embryo, (Cold
Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y., 1986). Se usan métodos similares para la produccion de
otros animales transgénicos no humanos. Un animal fundador transgénico no humano puede identificarse basdndose
en la presencia del transgén de CRSP en su genoma y/o expresion de ARNm de CRSP en tejidos o células de los ani-
males. Entonces puede usarse un animal fundador transgénico no humano para criar animales adicionales que llevan
el transgén. Ademds, los animales transgénicos no humanos que llevan un transgén que codifica para CRSP pueden
criarse adicionalmente para generar otros animales transgénicos no humanos que llevan otros transgenes.

Para crear un animal no humano recombinante homélogo, se prepara un vector que contiene al menos una parte de
un gen de CRSP en el que se ha introducido una delecidn, adicién o sustitucion para asi alterar, por ejemplo, afectar
funcionalmente, el gen de CRSP. El gen de CRSP puede ser un gen humano (por ejemplo, el ADNc de SEQ ID NO:
3, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 9 o SEQ ID NO: 12), pero mds preferiblemente, es un homélogo no humano de un
gen de CRSP humano. Por ejemplo, un gen de CRSP de ratén de SEQ ID NO: 16 puede usarse para construir un
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vector de recombinacién homélogo adecuado para alterar un gen de CRSP endégeno en el genoma del ratén. En una
realizacion preferida, se disefia el vector de manera que, tras la recombinacién homdloga, el gen de CRSP end6geno
se altera funcionalmente (es decir, ya no codifica para una proteina funcional; también denominado como un vector
“deficiente”). Alternativamente, puede disefiarse el vector de manera que, tras la recombinacion homdloga, el gen
de CRSP end6geno se muta o de otra manera se altera pero aun codificard para proteina funcional (por ejemplo,
puede alterarse la region reguladora en sentido 5’ para asf alterar la expresion de la proteina CRSP endégena). En el
vector de recombinacién homoélogo, la parte alterada del gen de CRSP esta flanqueada en sus extremos 5’ y 3’ por
acido nucleico adicional del gen de CRSP para permitir que se produzca la recombinacién homdéloga entre el gen
de CRSP exo6geno llevado por el vector y un gen de CRSP enddgeno en una célula madre embrionaria no humana.
El 4cido nucleico de CRSP flanqueante adicional es de suficiente longitud como para una recombinacién homdloga
satisfactoria con el gen endégeno. Normalmente, se incluyen varias kilobases de ADN flanqueante (tanto en el extremo
5’ como 3’) en el vector (véase por ejemplo, Thomas, K.R. y Capecchi, M.R. (1987) Cell 51:503 para una descripcién
de vectores de recombinaciéon homoélogos). Se introduce el vector en una linea de células madre embrionarias no
humanas (por ejemplo, mediante electroporacién) y se seleccionan células en las que el gen de CRSP introducido se
ha recombinado de manera homologa con el gen de CRSP endégeno (véase por ejemplo, Li, E. et al., (1992) Cell
69:915). Las células seleccionadas se inyectan entonces en un blastocito de un animal no humano (por ejemplo, un
raton) para formar quimeras de agregacion (véase por ejemplo, Bradley, A. en Teratocarcinomas and Embryonic Stem
Cells A Practical Approach, E. J. Robertson, ed. IRL, Oxford, 1987) pdgs. 113-152). Entonces puede implantarse
un embridén quimérico no humano en un animal de acogida no humano hembra pseudoprefiada adecuada y llevar el
embrién a término. La progenie que alberga el ADN recombinado de manera homoéloga en sus células germinales
puede usarse para criar animales en los que todas las células del animal contienen el ADN recombinado de manera
homoéloga por la transmision de linea germinal del transgén. Se describen adicionalmente métodos para construir
vectores de recombinacién homologos y animales recombinantes homélogos en Bradley, A. (1991) Current Opinion
in Biotechnology 2:823-829 y en las publicaciones internacionales PCT nimeros: WO 90/11354 por Le Mouellec et
al.; WO 91/01140 por Smithies et al; WO 92/0968 por Zijlstra et al.; y WO 93/04169 por Berns et al.

En otra realizacién, pueden producirse animales no humanos transgénicos que contienen sistemas seleccionados
que permiten expresion regulada del transgén. Un ejemplo de un sistema de este tipo es el sistema cre/loxP recom-
binasa del bacteriéfago P1. para una descripcion del sistema cre/loxP recombinasa, véase, por ejemplo, Lakso et al.
(1992) PNAS 89: 6232-6236. Otro ejemplo de sistema recombinasa es el sistema FLP recombinasa de Saccharomyces
cerevisiae (O’Gorman et al. (1991) Science 251:1351-1355). Si se usa un sistema cre/loxP recombinasa para regular
la expresion del transgén, se requieren animales que contienen transgenes que codifican tanto para la Cre recombinasa
como para una proteina seleccionada. Tales animales pueden proporcionarse mediante la construccién de animales
transgénicos “dobles” no humanos, por ejemplo, mediante reproduccién de dos animales transgénicos no humanos,
conteniendo uno un transgén que codifica para una proteina seleccionada y conteniendo el otro un transgén que codi-
fica para una recombinasa.

Clones de los animales transgénicos no humanos descritos en el presente documento también pueden producirse
segtin los métodos descritos en Wilmut, 1. et al. (1997) Nature 385:810-813. En resumen, una célula, por ejemplo, una
célula somdtica, del animal transgénico puede aislarse e inducirse a salir del ciclo de crecimiento y entrar en la fase
Go. Después puede fusionarse la célula quiescente, por ejemplo, mediante el uso de pulsos eléctricos, a un ovocito
endonucleado no humano de un animal de la misma especie a partir de la que se aisla la célula quiescente. El ovocito
no humano reconstruido se cultiva entonces de manera que se desarrolle para dar una mérula o blastocito y luego se
transfiere a un animal de acogida hembra pseudoprefiada. Las crias nacidas de este animal de acogida hembra serdn
un clon del animal a partir del cual se afsla la célula, por ejemplo, la célula somadtica.

IV. Composiciones farmacéuticas

Las moléculas de dcido nucleico de CRSP, las proteinas CRSP, y los anticuerpos anti-CRSP (también denominados
en el presente documento “principios activos”) de la invencién pueden incorporarse en composiciones farmacéuticas
adecuadas para su administracion. Tales composiciones comprenden normalmente la molécula de 4cido nucleico, pro-
tefna, o anticuerpo y un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Tal como se usa en el presente documento, la expresion
“vehiculo farmacéuticamente aceptable” pretende incluir cualquiera y todos los disolventes, medios de dispersion, re-
cubrimientos, agentes antibacterianos y antiftingicos, agentes retardantes de la absorcion e isotonicos, y similares,
compatibles con la administracién farmacéutica. El uso de tales medios y agentes para los principios farmacéutica-
mente activos se conoce bien en la técnica. Excepto en la medida en que cualquier medio o agente convencional sea
incompatible con el principio activo, se contempla el uso del mismo en las composiciones. También pueden incorpo-
rarse en las composiciones, principios activos complementarios.

Una composicién farmacéutica de la invencién se formula para que sea compatible con su via de administra-
cion deseada. Ejemplos de vias de administracion incluyen la administracion parenteral, por ejemplo, via intravenosa,
intradérmica, subcutdnea, oral (por ejemplo, inhalacién), transdérmica (t6pica), transmucosa, y rectal. Las disolucio-
nes o suspensiones utilizadas para la aplicacién parenteral, intradérmica, o subcutdnea pueden incluir los siguientes
componentes: un diluyente estéril, tal como agua para inyeccion, solucién salina, aceites fijos, polietilenglicoles, gli-
cerina, propilenglicol u otros disolventes sintéticos; agentes antibacterianos tales como alcohol bencilico o parabenos
metilicos; antioxidantes tales como 4cido ascorbico o bisulfito de sodio; agentes quelantes tales como dcido etilendia-
minotetraacético; tampones tales como acetatos, citratos o fosfatos y agentes para el ajuste de la tonicidad tales como
el cloruro de sodio o la dextrosa. El pH puede ajustarse con dcidos o bases, tales como 4cido clorhidrico o hidréxido de
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sodio. La preparacién parenteral puede incluirse en ampollas, jeringas desechables o viales de dosis multiples hechos
de vidrio o pléstico.

Las composiciones farmacéuticas adecuadas para el uso inyectable incluyen disoluciones acuosas estériles (que son
solubles en agua) o dispersiones y polvos estériles para la preparacidn improvisada de la dispersion o las disoluciones
inyectables estériles. Para la administracion intravenosa, los vehiculos adecuados incluyen solucion salina fisiol6gi-
ca, agua bacteriostdtica, Cremophor EL™ (BASF, Parsippany, NJ) solucién salina tamponada con fosfato (PBS). En
todos los casos, la composicion debe ser estéril y debe ser fluida hasta el grado de que exista una facil capacidad
de inyeccién. Debe ser estable en las condiciones de fabricacién y almacenamiento y debe conservarse frente a la
accién contaminante de microorganismos tales como bacterias y hongos. El vehiculo puede ser un disolvente o medio
de dispersién que contiene, por ejemplo, agua, etanol, poliol (por ejemplo, glicerol, propilenglicol, y polietilenglicol
liquido, y similares), y mezclas adecuadas de los mismos. La fluidez apropiada puede mantenerse, por ejemplo, me-
diante el uso de un recubrimiento tal como lecitina, mediante el mantenimiento del tamafio de particula requerido en
el caso de la dispersion y mediante el uso de tensioactivos. La prevencidn de la accién de los microorganismos puede
lograrse mediante diversos agentes antibacterianos y antiflingicos, por ejemplo, parabenos, clorobutanol, fenol, dcido
ascérbico, timerosal, y similares. En muchos casos, serd preferible incluir agentes isot6nicos, por ejemplo, azicares,
polialcoholes tales como manitol, sorbitol, cloruro de sodio, en la composicién. Puede provocarse la absorcion prolon-
gada de las composiciones inyectables incluyendo en la composicién un agente que retrasa la absorcién, por ejemplo,
monoestearato de aluminio y gelatina.

Las disoluciones inyectables estériles pueden prepararse mediante la incorporacidn del principio activo (por ejem-
plo, una proteina CRSP o anticuerpo anti-CRSP) en la cantidad requerida en un disolvente apropiado con uno o una
combinacién de los componentes enumerados anteriormente, seglin sea necesario, seguido por esterilizacién por filtra-
cion. Generalmente, las dispersiones se preparan mediante la incorporacion del principio activo en un vehiculo estéril
que contiene un medio de dispersion basico y otros componentes de los enumerados anteriormente. En el caso de los
polvos estériles para la preparacion de las disoluciones inyectables estériles, los métodos de preparacién preferidos
son secado a vacio, y liofilizacién, lo que produce un polvo del principio activo mds cualquier componente adicional
deseado a partir de una disolucion previamente filtrada para esterilidad del mismo.

Las composiciones orales generalmente incluyen un diluyente inerte o un vehiculo comestible. Pueden incorporar-
se en capsulas de gelatina o fabricarse por compresién para dar lugar a comprimidos. Para el fin de la administracién
terapéutica oral, el principio activo puede incorporarse con excipientes y utilizarse en la forma de comprimidos, trocis-
cos o cdpsulas. Las composiciones orales también pueden prepararse utilizando un vehiculo fluido para su uso como
un enjuague bucal, en el que el compuesto en el vehiculo fluido se aplica por via oral y se utiliza como enjuague y
se expectora o se traga. Pueden incluirse agentes de unién y/o materiales adyuvantes farmacéuticamente compatibles
como parte de la composicion. Los comprimidos, pildoras, capsulas, trociscos y similares pueden contener cualquiera
de los componentes o compuestos siguientes de naturaleza similar: un aglutinante tal como celulosa microcristalina,
goma de tragacanto o gelatina; un excipiente tal como almidén o lactosa; un agente discrepante tal como 4cido algi-
nico, Primogel o almidén de maiz; un lubricante tal como estearato de magnesio o Sterotes; un deslizante tal como
diéxido de silicio coloidal; un agente edulcorante tal como sacarosa o sacarina; o un agente aromatizante tal como
menta, salicilato de metilo o aromatizante de naranja.

Para la administracién mediante inhalacién, los compuestos se administran en la forma de un pulverizador de
aerosol a partir de un recipiente o dispensador presurizado que contiene un propelente adecuado, por ejemplo, un gas
tal como diéxido de carbono, o un nebulizador.

La administracion sistémica también puede realizarse mediante medios transmucosos o transdérmicos. Para la
administracién transmucosa o transdérmica, se utilizan en la formulacién agentes penetrantes apropiados para la per-
meacién de la barrera. Tales agentes penetrantes se conocen generalmente en la técnica, e incluyen, por ejemplo, para
la administracion transmucosa, detergentes, sales biliares y derivados del 4cido fusidico. La administracién transmu-
cosa puede llevarse a cabo a través del uso de aerosoles nasales o supositorios. Para la administracién transdérmica,
los principios activos se formulan en ungiientos, balsamos, geles o cremas, tal como se conoce generalmente en la
técnica.

Los compuestos también pueden prepararse en la forma de supositorios (por ejemplo, con bases de supositorio
convencionales tales como mantequilla de cacao y otros glicéridos) o enemas de retencién para la administracién
rectal.

En una realizacion, los principios activos se preparan con vehiculos que protegeran al compuesto frente a la rapida
eliminacién del organismo, tales como una formulacién de liberacién controlada, incluyendo implantes y sistemas
de administracién microencapsulados. Pueden usarse polimeros biodegradables, biocompatibles, tales como acetato
de etilenvinilo, polianhidridos, dcido poliglicélico, coldgeno, poliortoésteres y dcido polildcico. Los métodos para la
preparacion de tales formulaciones serdn evidentes para los expertos en la técnica. Los materiales también pueden
obtenerse comercialmente de Alza Corporation y Nova Pharmaceuticals, Inc. También pueden utilizarse suspensiones
de liposomas (incluyendo liposomas dirigidos para células infectadas con anticuerpos monoclonales frente a antigenos
virales) como vehiculos farmacéuticamente aceptables. Estos pueden prepararse segtin los métodos conocidos por los
expertos en la técnica, por ejemplo, tal como se describe en la patente estadounidense nimero 4.522.811.
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Resulta especialmente ventajoso formular las composiciones orales o parenterales en formas farmacéuticas unita-
rias para facilitar la administracion y la uniformidad de la dosificacion. La forma farmacéutica unitaria, tal como se
usa en el presente documento, se refiere a unidades fisicamente diferenciadas adecuadas como dosificaciones unitarias
para el sujeto que va a tratarse; conteniendo cada unidad una cantidad predeterminada del principio activo calculada
para producir el efecto terapéutico deseado en asociacion con el vehiculo farmacéutico requerido. La especificacién
para las formas farmacéuticas unitarias de la invencién estan dictadas por y dependen directamente de las caracteristi-
cas unicas del principio activo y del efecto terapéutico particular que va a lograrse, y de las limitaciones inherentes en
la técnica de la formulacién de un principio activo de este tipo para el tratamiento de los individuos.

La toxicidad y la eficacia terapéutica de los compuestos de este tipo pueden determinarse mediante procedimientos
farmacéuticos habituales en cultivos celulares o animales de experimentacidn, por ejemplo, para determinar la DL50
(la dosis letal para el 50% de la poblacién) y la DES0 (la dosis terapéuticamente eficaz en el 50% de la poblacién).
La razén de dosis entre los efectos toxicos y los terapéuticos es el indice terapéutico y puede expresarse como la
razén DL50/DESOQ. Se prefieren los compuestos que muestran indices terapéuticos elevados. Aunque pueden utilizarse
compuestos que muestran efectos secundarios toxicos, debe tenerse cuidado en disefiar un sistema de administracién
que dirija tales compuestos al sitio del tejido afectado con el fin de minimizar el posible dafio a células no infectadas
y, de esta manera, reducir los efectos secundarios.

Pueden utilizarse los datos obtenidos a partir de ensayos con cultivos celulares y estudios con animales para for-
mular un intervalo de dosificacion para su uso en seres humanos. La dosificacion de tales compuestos se encuentra
preferiblemente dentro de un intervalo de concentraciones circulantes que incluyen la DE50 con poca o ninguna to-
xicidad. La dosificacion puede variar dentro de este intervalo, dependiendo de la forma farmacéutica empleada y de
la via de administracion utilizada. Para cualquier compuesto usado en el método de la invencidn, la dosis terapéutica-
mente eficaz puede calcularse inicialmente a partir de los ensayos del cultivo celular. Puede formularse una dosis en
modelos animales para lograr un intervalo de concentraciones plasmaticas circulantes que incluyen la CI50 (es decir,
la concentracién del compuesto de prueba que logra la mitad de la inhibicién médxima de los sintomas) tal como se
determina en el cultivo celular. Tal informacién puede utilizarse para determinar mas exactamente las dosis ttiles en
humanos. Pueden medirse los niveles en plasma, por ejemplo, mediante cromatografia de liquidos de alta resolucion.

Las moléculas de 4cidos nucleicos de la invencién pueden insertarse en vectores y utilizarse como vectores de
terapia génica. Los vectores de terapia génica pueden administrarse a un sujeto mediante, por ejemplo, inyeccién
intravenosa, administracion local (véase la patente estadounidense 5.328.470) o mediante inyeccidn esteotactica (véase
por ejemplo, Chen et al. (1994) PNAS 91:3054-3057). La preparacion farmacéutica del vector de terapia génica puede
incluir el vector de terapia génica en un diluyente aceptable, o puede comprender una matriz de liberacion lenta en
la que estd incluido el vehiculo de administracién génica. Alternativamente, cuando puede producirse el vector de
administracién génica completo intacto a partir de células recombinantes, por ejemplo, los vectores retrovirales, la
preparacion farmacéutica puede incluir una o mas células que producen el sistema de administracién génica.

Las composiciones farmacéuticas pueden incluir un envase, paquete, o dispensador, junto con instrucciones para
la administracion.

V. Usos y métodos de la invencion

Las moléculas de la presente invencién (por ejemplo, moléculas de dcidos nucleicos, proteinas, homélogos de pro-
tefnas, y anticuerpos descritos en el presente documento) pueden utilizarse en uno o mds de los siguientes métodos:
a) ensayos de seleccion; b) medicina de diagnéstico (por ejemplo, ensayos de diagnésticos, ensayos de prondstico,
ensayos clinicos de monitorizacién, y ensayos farmacogenéticos); y ¢) métodos de tratamiento (por ejemplo, terapéu-
ticos y profilacticos). Tal como se describe en el presente documento, una proteina CRSP de la invencién tiene una o
mads de las siguientes actividades: calcio intracelular, un aumento en el fosfatidilinositol u otra molécula, y puede dar
como resultado, por ejemplo, la fosforilacién de proteinas especificas, una modulacién de la transcripcidon génica y
cualquiera de las otras actividades biolégicas explicadas en el presente documento.

En una realizacién preferida, una actividad de CRSP es al menos una o mas de las siguientes actividades: (i) inter-
accion de una proteina CRSP con y/o unién a una segunda molécula, (por ejemplo, una proteina, tal como un receptor
de CRSP (por ejemplo, CRSP-1), una forma soluble de un receptor de CRSP, un receptor para un miembro de la fami-
lia wnt de proteinas de sefializacion, o una molécula de sefializacion distinta de CRSP); (ii) interaccion de una proteina
CRSP con una proteina intracelular mediante un receptor de CRSP unido a la membrana; (iii) formacién de complejo
entre una proteina CRSP soluble y una segunda pareja de unién de CRSP soluble (por ejemplo, una molécula de pro-
tefna distinta de CRSP o una segunda molécula de proteina CRSP); (iv) interaccidn con otras proteinas extracelulares
(por ejemplo, regulacién de la adhesién celular dependiente de wnt a los componentes de la matriz extracelular); (v)
unién a y eliminacién de una molécula no deseada (por ejemplo, una funcién de actividad detoxificante o de defensa);
y/o (vi) una actividad enzimadtica, y por tanto puede utilizarse en, por ejemplo, (1) modulacién de transduccién de
sefiales celulares, ya sea in vitro o in vivo (por ejemplo, antagonismo de la actividad de los miembros de la familia wnt
de protel’nas segregadas o supresion de la transduccion de sefiales dependientes de wnr); (2) regulacién de la comuni-
cacion entre células (por eJemplo regulacién de interacciones célula-célula dependientes de wnt); (3) regulacion de la
expresion de genes cuya expresion estd modulada mediante la unién de la CRSP (por ejemplo, CRSP-1) a un receptor;
(4) regulacion de la transcripcion génica en una célula que participa en el desarrollo o la diferenciacién, ya sea in vitro
o in vivo (por ejemplo, induccién de diferenciacién celular); (5) regulacién de la transcripcidn génica en una célula
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que participa en el desarrollo o la diferenciacién, en la que al menos un gen codifica para una proteina especifica de
diferenciacién; (6) regulacion de la transcripcién génica en una célula que participa en el desarrollo o la diferenciacion,
en la que al menos un gen codifica para una segunda proteina segregada; (7) regulacion de la transcripcidn génica en
una célula que participa en el desarrollo o la diferenciacién, en la que al menos un gen codifica para una molécula de
transduccién de sefales; (8) regulacion de la proliferacion celular, ya sea in vitro o in vivo (por ejemplo, induccién de
la proliferacién celular o inhibicién de la proliferacion como en el caso de la supresion de la tumorigénesis (por ejem-
plo, supresion de formacién de glioblastoma)); (9) formacidon y mantenimiento de disposiciones espaciales ordenadas
de tejidos diferenciados en vertebrados, tanto adultos como embrionarios (por ejemplo, induccién de la formacién
de la cabeza durante el desarrollo de vertebrados o mantenimiento de las células progenitoras hematopoyéticas); (10)
modulacién de la muerte celular, tal como estimulacion de la supervivencia celular; (11) migracién de las células de
regulacién; y/o (12) modulacién inmunitaria.

En consecuencia, una realizacion de la presente invencidén supone un método de uso (por ejemplo, un ensayo
diagndstico, un ensayo prondstico, o un método profilactico/terapéutico de tratamiento) en el que se usa una molécula
de la presente invencion (por ejemplo, una proteina CRSP, un 4cido nucleico de CRSP, o un modulador de CRSP),
por ejemplo, para diagnosticar, pronosticar y/o tratar una enfermedad y/o estado en el que estd indicada cualquiera
de las actividades anteriormente mencionadas (es decir, actividades (i) - (vi) y (1) - (12) en el parrafo anterior). En
otra realizacién, la presente invencién supone un método de uso (por ejemplo, un ensayo diagnéstico, un ensayo
prondstico, o la fabricacién de un medicamento para un método de tratamiento profildctico/terapéutico) en el que se
usa una molécula de la presente invencién (por ejemplo, una proteina CRSP, dcido nucleico de CRSP, o un modulador
de CRSP), por ejemplo, en la fabricaciéon de un medicamento para el diagndstico, prondstico, y/o tratamiento de
sujetos, preferiblemente de un sujeto humano, en el que estd alterada patolégicamente cualquiera de las actividades
anteriormente mencionadas. En una realizacion preferida, los métodos de uso (por ejemplo, ensayos de diagndsticos,
ensayos de prondstico, o fabricacién de medicamentos para métodos de tratamiento profilacticos/terapéuticos) suponen
la produccién de un medicamento para su administraciéon a un sujeto, preferiblemente un sujeto humano, de una
molécula de la presente invencion (por ejemplo, una proteina CRSP, 4cido nucleico de CRSP, o un modulador de
CRSP) para el diagnéstico, prondstico, y/o tratamiento terapéutico. En otra realizacién, los métodos de uso (por
ejemplo, ensayos de diagndsticos, ensayos de prondstico, o fabricaciéon de medicamentos para métodos de tratamiento
profilacticos/terapéuticos tratamiento) suponen la produccién de un medicamento para su administracién a un sujeto
humano de una molécula de la presente invencién (por ejemplo, una proteina CRSP, 4cido nucleico de CRSP, o un
modulador de CRSP).

Otras realizaciones de la invencidn estdn relacionadas con el uso de moléculas de dcidos nucleicos aisladas de
la invencién que pueden usarse, por ejemplo, para expresar la proteina CRSP (por ejemplo, mediante un vector de
expresion recombinante en una célula huésped en aplicaciones de terapia génica), para detectar ARNm de CRSP (por
ejemplo, en una muestra bioldgica) o una alteracién genética en un gen de CRSP, y para modular la actividad de CRSP,
tal como se describe adicionalmente mds adelante. Ademas, las proteinas CRSP pueden usarse como farmacos o com-
puestos de seleccién que modulan la actividad de CRSP, asi como para tratar trastornos caracterizados por produccién
insuficiente o excesiva de proteina CRSP o produccion de formas de proteina CRSP que tienen actividad diminuida o
aberrante en comparacion con la proteina CRSP de tipo natural (por ejemplo, trastornos del desarrollo, enfermedades
proliferativas tales como cdncer asi como enfermedades, estados o trastornos caracterizados por la diferenciacién y/o
supervivencia celular anémala, una estructura extracelular anémala, o una anomalia en un mecanismo de defensa).
Ademais, los anticuerpos anti-CRSP de la invencién pueden utilizarse para detectar y aislar proteinas CRSP, regular
la biodisponibilidad de las proteinas CRSP, y modular la actividad de CRSP. La expresion “una actividad aberrante”,
tal como se aplica a una actividad de una proteina tal como CRSP (por ejemplo, CRSP-1), se refiere a una actividad
que difiere de la actividad de la proteina natural o nativa o que difiere de la actividad de la proteina en un sujeto sano.
Una actividad de una proteina puede ser aberrante debido a que es mds fuerte que la actividad de su homéloga nativa.
Alternativamente, una actividad puede ser aberrante debido a que es mds débil o a que estd ausente con respecto a la
actividad de su homdloga nativa. Una actividad aberrante también puede ser un cambio en una actividad. Por ejemplo
una proteina aberrante puede interaccionar con una proteina diferente con respecto a su homoéloga nativa. Una célula
puede tener una actividad de CRSP aberrante (por ejemplo, CRSP-1) debido a la expresion superior o inferior a lo
normal del gen que codifica para CRSP.

A. Ensayos de seleccion

La invencién proporciona un método (también denominado en el presente documento un “ensayo de seleccién’)
para identificar moduladores, es decir, compuestos o agentes de prueba o candidatos (por ejemplo, péptidos, peptido-
miméticos, pequefias moléculas u otros fairmacos) que se unen a las proteinas CRSP o tienen un efecto estimulante
o inhibidor sobre, por ejemplo, la expresion de CRSP o la actividad de CRSP. Los moduladores pueden incluir, por
ejemplo, agonistas de CRSP y/o antagonistas de CRSP. El término “agonista”, tal como se usa en el presente docu-
mento, pretende referirse a un agente que imita o regula por incremento (por ejemplo potencia o complementa) una
bioactividad de CRSP (por ejemplo, CRSP-1). Un agonista de CRSP puede ser un compuesto que imita a una bioacti-
vidad de una proteina CRSP, tal como la transduccién de una sefial desde un receptor de CRSP, mediante por ejemplo,
la interaccién con un receptor de CRSP-1. Un agonista de CRSP también puede ser un compuesto que regula por
incremento la expresion de un gen de CRSP. Un agonista de CRSP también puede ser un compuesto que modula la
expresion o actividad de una proteina que esta situada posteriormente a un receptor de CRSP, imitando o potenciando
asf el efecto de la unién de CRSP a un receptor de CRSP.
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“Antagonista” tal como se usa en el presente documento, pretende referirse a un agente que inhibe, disminuye o
suprime una bioactividad de CRSP (por ejemplo, CRSP-1). Un antagonista puede ser un compuesto que disminuye la
seflalizacién de una proteina CRSP, por ejemplo, un compuesto que puede producir la unién a CRSP-1 o a un receptor
de CRSP-1. Un antagonista de CRSP preferido inhibe la interaccién entre una proteina CRSP y otra molécula, tal como
un receptor de CRSP. Alternativamente, un antagonista de CRSP puede ser un compuesto que regula por disminucién
la expresion de un gen de CRSP. Un antagonista de CRSP también puede ser un compuesto que modula la expresion
o la actividad de una proteina que estd situada posteriormente a un receptor de CRSP, antagonizando asi con el efecto
de uni6én de CRSP a un receptor de CRSP.

En una realizacidn, la invencién proporciona ensayos para seleccionar compuestos de prueba o candidatos que se
unen a o que modulan la actividad de una proteina CRSP o polipéptido o parte biolégicamente activa de los mismos.
En otra realizacién, la invencién proporciona ensayos para seleccionar compuestos de prueba o candidatos que se
unen a o modulan la actividad de un receptor de CRSP. Los compuestos de prueba de la presente invencién pueden
obtenerse utilizando cualquiera de los numerosos enfoques en los métodos de biblioteca combinatoria conocidos en
la técnica, incluyendo: bibliotecas bioldgicas; bibliotecas en fase de disolucién o fase sélida paralelas espacialmente
dirigibles; métodos de biblioteca sintética que requieren deconvolucién; el método de biblioteca de “una perla un com-
puesto” (“one-bead one-compound”); y métodos de biblioteca sintéticos utilizando seleccién mediante cromatografia
de afinidad. El enfoque de la biblioteca bioldgica se limita a las bibliotecas de péptidos, mientras que los otros cuatro
enfoques son aplicables a las bibliotecas de compuestos de péptidos, oligdmeros no peptidicos o pequefias moléculas
(Lam, K.S. (1997) Anticancer Drug Des. 12:145).

Pueden encontrarse en la técnica ejemplos de métodos para la sintesis de bibliotecas moleculares, por ejemplo en:
DeWitt et al. (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 90:6909; Erb et al. (1994) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91:11422;
Zuckermann et al. (1994). ] Med. Chem. 37:2678; Cho et al. (1993) Science 261:1303; Carrell et al. (1994) Angew.
Chem. Int. Ed. Engl. 33:2059; Carell ez al. (1994) Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 33:2061; y en Gallop et al. (1994) ]
Med. Chem. 37:1233.

Las bibliotecas de compuestos pueden presentarse en disolucién (por ejemplo, Houghten (1992) Biotechniques
13:412-421), o en perlas (Lam (1991) Nature 354:82-84), chips (Fodor (1993) Nature 364:555-556), bacterias (patente
estadounidense 5.223.409 de Ladner), esporas (patente estadounidense 409 de Ladner), pldsmidos (Cull ez al. (1992)
Proc Natl Acad Sci USA 89:1865-1869) o en fagos (Scott y Smith (1990) Science 249:386-390); (Devlin (1990)
Science 249:404-406); (Cwirla et al. (1990) Proc. Natl. Acad Sci. 87:6378-6382); (Felici (1991) J Mol. Biol. 222:301-
310); (Ladner citado anteriormente).

En una realizacion, un ensayo es un ensayo basado en células en el que una célula que expresa un receptor
de CRSP en la superficie celular estd en contacto con un compuesto de prueba y se determina la capacidad del
compuesto de prueba para unirse a un receptor de CRSP. La célula, por ejemplo, puede ser de origen mamife-
ro o una célula de levadura. La determinacién de la capacidad del compuesto de prueba para unirse a un receptor
de CRSP puede llevarse a cabo, por ejemplo, mediante el acoplamiento del compuesto de prueba con un radioi-
sotopo o un marcador enzimdtico, de manera que la unién del compuesto de prueba al receptor de CRSP puede
determinarse detectando el compuesto marcado en un complejo. Por ejemplo, los compuestos de prueba pueden
marcarse con ‘I, ¥S, “C, o *H, ya sea directa o indirectamente, y el radiois6topo puede detectarse mediante el
recuento directo de radioemision o mediante recuento por centelleo. Alternativamente, los compuestos de prueba
pueden marcarse enzimaticamente con, por ejemplo, peroxidasa de rdbano picante, fosfatasa alcalina o luciferasa,
y el marcador enzimético puede detectarse mediante la determinacién de la conversién de un sustrato apropiado en
producto.

También estd dentro del alcance de esta invencién determinar la capacidad de un compuesto de prueba para in-
teraccionar con un receptor de CRSP sin marcar ninguno de los compuestos que interaccionan. Por ejemplo, puede
utilizarse un microfisiometro para detectar la interaccién de un compuesto de prueba con un receptor de CRSP sin
el marcaje del compuesto de prueba o el receptor. McConnell, H. M. et al. (1992) Science 257:1906-1912. Tal como
se usa en el presente documento, un “microfisiémetro” (por ejemplo, Cytosensor™) es un instrumento analitico que
mide la velocidad a la que una célula acidifica su entorno utilizando un detector potenciométrico dirigible mediante
luz (LAPS). Los cambios en esta velocidad de acidificacién pueden utilizarse como indicadores de la interaccion entre
el ligando y el receptor.

En una realizacién preferida, el ensayo comprende poner en contacto una célula que expresa un receptor de CRSP
en la superficie celular con una proteina CRSP o una parte biolégicamente activa de la misma, para formar una
mezcla de ensayo, poner en contacto la mezcla de ensayo con un compuesto de prueba, y determinar la capacidad
del compuesto de prueba para interaccionar con un receptor de CRSP, en la que la determinacién de la capacidad del
compuesto de prueba para interaccionar con un receptor de CRSP comprende determinar la capacidad del compuesto
de prueba unirse preferentemente al receptor de CRSP en comparacion con la capacidad de CRSP, o de una parte
biolégicamente activa de la misma, para unirse al receptor.

En otra realizacion, un ensayo es un ensayo basado en células que comprende poner en contacto una célula que
expresa una molécula diana de CRSP con un compuesto de prueba y determinar la capacidad del compuesto de prueba
para modular (por ejemplo estimular o inhibir) la actividad de la molécula diana de CRSP. La determinacién de la
capacidad del compuesto de prueba para modular la actividad de una molécula diana de CRSP puede llevarse a cabo,
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por ejemplo, mediante la determinacién de la capacidad de la proteina CRSP para unirse a o para interaccionar con la
molécula diana de CRSP.

La determinacién de la capacidad de la proteina CRSP para unirse o interaccionar con una molécula diana de
CRSP puede llevarse a cabo mediante uno de los métodos descritos anteriormente para determinar la unién directa. En
una realizacién preferida, la determinacién de la capacidad de la proteina CRSP para unirse o interaccionar con una
molécula diana de CRSP puede llevarse a cabo mediante la determinacién de la actividad de la molécula diana. Por
ejemplo, la actividad de la molécula diana puede determinarse mediante la deteccion de la induccién de un segundo
mensajero celular de la molécula diana (es decir Ca** intracelular, diacilglicerol, IP;, etc.), deteccién de la actividad
catalitica/enzimatica de la molécula diana de un sustrato apropiado, deteccién de la induccién de un gen indicador
(que comprende un elemento regulador sensible a CRSP unido operativamente a un 4cido nucleico que codifica pa-
ra un marcador detectable, por ejemplo, luciferasa), o deteccién de una respuesta celular, por ejemplo, desarrollo,
diferenciacién o velocidad de proliferacion.

Todavia en otra realizacion, un ensayo de la presente invencion es un ensayo libre de células en el que una proteina
CRSP o parte biolégicamente activa de la misma se pone en contacto con un compuesto de prueba y se determina
la capacidad del compuesto de prueba para unirse a la proteina CRSP o parte bioldgicamente activa de la misma.
La unién del compuesto de prueba a la proteina CRSP puede determinarse directa o indirectamente tal como se des-
cribi6 anteriormente. En una realizacién preferida, el ensayo incluye poner en contacto la proteina CRSP o parte
bioldgicamente activa de la misma con un compuesto conocido que se une a CRSP para formar una mezcla de en-
sayo, poner en contacto el mezcla de ensayo con un compuesto de prueba, y determinar la capacidad del compuesto
de prueba para interaccionar con una proteina CRSP, en la que la determinacién de la capacidad del compuesto de
prueba para interaccionar con una proteina CRSP comprende determinar la capacidad del compuesto de prueba para
unirse preferentemente a la CRSP o parte biolégicamente activa de la misma as en comparacién con el compuesto
conocido.

En otra realizacion, el ensayo es un ensayo libre de células en el que una proteina CRSP o parte bioldgicamente
activa de la misma se pone en contacto con un compuesto de prueba y se determina la capacidad del compuesto de
prueba para modular (por ejemplo, estimular o inhibir) la actividad de la proteina CRSP o parte biol6gicamente activa
de la misma. La determinacion de la capacidad del compuesto de prueba para modular la actividad de una proteina
CRSP puede llevarse a cabo, por ejemplo, mediante la determinacidn de la capacidad de la proteina CRSP para unirse a
una molécula diana de CRSP mediante uno de los métodos descritos anteriormente para determinar la unién directa. La
determinacidn de la capacidad de la proteina CRSP para unirse a una molécula diana de CRSP también puede llevarse
a cabo utilizando una tecnologia tal como Andlisis de Interaccién Biomolecular (BIA) en tiempo real. Sjolander, S. y
Urbaniczky, C. (1991) Anal. Chem. 63:2338-2345 y Szabo et al. (1995) Curr. Opin. Struct. Biol. 5:699-705. Tal como
se usa en el presente documento, “BIA” es una tecnologia para el estudio de las interacciones bioespecificas en tiempo
real, sin marcar ninguno de los compuestos que interaccionan (por ejemplo, BIAcore™). Los cambios en el fenémeno
optico de resonancia de plasmén superficial (SPR) pueden usarse como indicacién de las reacciones en tiempo real
entre las moléculas bioldgicas.

En una realizacién alternativa, la determinacion de la capacidad del compuesto de prueba para modular la actividad
de una proteina CRSP puede llevarse a cabo mediante la determinacion de la capacidad de la proteina CRSP para
modular adicionalmente la actividad de una molécula diana de CRSP. Por ejemplo, puede determinarse la actividad
catalitica/enzimatica de la molécula diana en un sustrato apropiado, tal como se describié anteriormente.

Todavia en otra realizacion, el ensayo libre de células supone poner en contacto una proteina CRSP o parte biol6-
gicamente activa de la misma con un compuesto conocido que se une a la proteina CRSP para formar una mezcla de
ensayo, poner en contacto el mezcla de ensayo con un compuesto de prueba, y determinar la capacidad del compues-
to de prueba para interaccionar con la proteina CRSP, en la que la determinacién de la capacidad del compuesto de
prueba para interaccionar con la proteina CRSP comprende determinar la capacidad de la proteina CRSP para unirse
preferentemente a o para modular la actividad de una molécula diana de CRSP.

En muchos programas de seleccion de farmacos que prueban las bibliotecas de compuestos y extractos naturales,
son deseable ensayos de alto rendimiento con el fin de maximizar el nimero de compuestos examinados en un periodo
de tiempo dado. A menudo se prefieren los ensayos que se realizan en sistemas libres de células, tales como los que
pueden derivarse de proteinas purificadas o semipurificadas, como selecciones “primarias” porque pueden generarse
para permitir el rdpido desarrollo y la deteccién relativamente facil de una alteracién en una diana molecular que esta
mediada por un compuesto de prueba. Ademads, los efectos de la toxicidad y/o biodisponibilidad celular del compuesto
de prueba pueden ignorarse generalmente en el sistema in vitro, enfocandose por el contrario el ensayo principalmente
en el efecto del farmaco sobre la diana molecular, ya que puede manifestarse en una alteracién en la afinidad de
unién con elementos aguas arriba o aguas abajo. En consecuencia, en un ensayo de seleccién ejemplo de la presente
invencidn, el compuesto de interés se pone en contacto con una proteina CRSP (por ejemplo, CRSP-1) o una pareja
de unién de CRSP (por ejemplo, CRSP-1), por ejemplo, un receptor. El receptor puede ser soluble o el receptor puede
estar presente en una superficie celular. Entonces se afiade a 1a mezcla del compuesto y a la proteina CRSP o pareja de
unién de CRSP una composicion que contiene una pareja de unién de CRSP o una proteina CRSP, respectivamente.
La deteccidn y cuantificacion de los complejos de proteinas CRSP y Parejas de unién de CRSP proporcionan un medio
para determinar la eficacia de un compuesto para inhibir (o potencia) la formacién del complejo entre CRSP y una
pareja de unién. La eficacia del compuesto puede evaluarse generando curvas de respuesta a la dosis a partir de los
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datos obtenidos utilizando diversas concentraciones del compuesto de prueba. Ademads, también puede realizarse un
ensayo de control para proporcionar una linea base para comparacién. En el ensayo de control, se afiade el polipéptido o
pareja de unién de CRSP aislado y purificado a una composicién que contiene la CRSP pareja de unién o el polipéptido
CRSP, y se cuantifica la formacién de un complejo en ausencia del compuesto de prueba.

Los ensayos libres de células de la presente invencion son susceptibles de usarse con formas solubles y/o unidas
a la membrana de proteinas aisladas (por ejemplo proteinas CRSP o partes biolégicamente activas de las mismas o
moléculas diana de CRSP). En el caso de los ensayos libres de células en los que se usa una forma unida a la mem-
brana de proteina aislada (por ejemplo, una molécula diana o receptor de CRSP) puede ser deseable utilizar un agente
solubilizante de manera que la forma unida a la membrana de la proteina aislada se mantenga en disolucién. Ejem-
plos de agentes solubilizantes de este tipo incluyen detergentes no idénicos tales como n-octilglucésido, n-dodecilglu-
c6sido, n-dodecilmaltésido, octanoil-N-metilglucamida, decanoil-N-metilglucamida, Triton® X-100, Triton® X-114,
Thesit®, isotridecipoli(etilenglicol éter),, sulfonato de 3-[(3-colamidopropil)dimetilaminio]-1-propano (CHAPS), sul-
fonato de 3-[(3-colamidopropil)dimetilaminio]-2-hidroxi-1-propano (CHAPSO), o N-dodecil=N, sulfonato de N-di-
metil-3-amonio-1-propano.

En mds de una realizacién de los métodos de ensayo anteriores de la presente invencidn, puede ser deseable
inmovilizar o bien CRSP o bien su molécula diana para facilitar la separacién de las formas complejadas de las no
complejadas de una o ambas proteinas, asi como adaptar la automatizacion del ensayo. La unién de un compuesto de
prueba a una proteina CRSP, o la interaccién de una proteina CRSP con una molécula diana en presencia y ausencia de
un compuesto candidato, puede llevarse a cabo en cualquier recipiente adecuado para contener los reactivos. Ejemplos
de tales recipientes incluyen placas de microtitulacion, tubos de ensayo y tubos de microcentrifuga. En una realizacion,
puede proporcionarse una proteina de fusién que afiade un dominio que permite que una o ambas proteinas se unan
a una matriz. Por ejemplo, las proteinas de fusion glutation-S-transferasa/CRSP o las proteinas de fusién glutation-
S-transferasa/proteina diana pueden adsorberse en perlas de glutatién-Sepharosa (Sigma Chemical, St. Louis, MO)
o placas de microtitulacién derivatizadas con glutatiéon, que entonces se combinan con el compuesto de prueba o el
compuesto de prueba y o bien la proteina diana no adsorbida o bien la proteina CRSP, y la mezcla se incuba en estados
conductores para la formacién de complejos (por ejemplo, en estados fisioldgicos para sal y pH). Tras la incubacion,
las perlas o pocillos de las placas de microtitulacién se lavan para eliminar cualquier componente no unido, la matriz
se inmoviliza en el caso de las perlas, el complejo se determina directa o indirectamente, por ejemplo, tal como se
describi6 anteriormente. Alternativamente, los complejos pueden disociarse de la matriz y puede determinarse el nivel
de unién o actividad de la CRSP utilizando técnicas habituales.

En los ensayos de seleccion de la invencion también pueden utilizarse otras técnicas para inmovilizar proteinas en
matrices. Por ejemplo, puede inmovilizarse o bien una proteina CRSP o bien una molécula diana de CRSP utilizando
conjugacion de biotina y estreptavidina. La proteina CRSP o las moléculas diana biotiniladas pueden prepararse a
partir de biotina-NHS (N-hidroxi-succinimida) usando técnicas bien conocidas en la técnica (por ejemplo, kit de
biotinilizacién, Pierce Chemicals, Rockford, IL), e inmovilizarse en los pocillos de placas de 96 pocillos recubiertos
con estreptavidina (Pierce Chemical). Alternativamente, pueden derivatizarse anticuerpos reactivos con proteina CRSP
o moléculas diana pero que no interfieren con la unién de la proteina CRSP a su molécula diana, a los pocillos de
la placa, y a la molécula diana no unida o a la proteina CRSP atrapada en los pocillos mediante conjugacion de
anticuerpos. Los métodos para detectar tales complejos, ademds de los descritos anteriormente para los complejos
inmovilizados a GST, incluyen inmunodeteccién de complejos utilizando anticuerpos reactivos con la proteina CRSP
o la molécula diana, asi como ensayos ligados a enzimas que se basan en la deteccién de una actividad enzimatica
asociada con la proteina CRSP o la molécula diana.

En otra realizacién, se identifican los moduladores de la expresiéon de CRSP en un método en el que una célula se
pone en contacto con un compuesto candidato y se determina la expresién del ARNm de CRSP o la proteina CRSP
en la célula. El nivel de expresiéon del ARNm de CRSP o la proteina CRSP en presencia del compuesto candidato se
compara con el nivel de expresién de del ARNm de CRSP o la proteina CRSP en ausencia del compuesto candidato.
El compuesto candidato puede identificarse entonces como un modulador de la expresion de CRSP basandose en esta
comparacién. Por ejemplo, cuando la expresiéon del ARNm de CRSP o la proteina CRSP es mayor (mayor de manera
estadisticamente significativa) en presencia del compuesto candidato que en su ausencia, el compuesto candidato se
identifica como un estimulador de la expresién del ARNm de CRSP o la proteina CRSP. Alternativamente, cuando
la expresiéon del ARNm de CRSP o la proteina CRSP es menor (menor de manera estadisticamente significativa) en
presencia del compuesto candidato que en su ausencia, el compuesto candidato se identifica como un inhibidor de la
expresion del ARNm de CRSP o la proteina CRSP. El nivel de expresiéon del ARNm de CRSP o la proteina CRSP en
las células puede determinarse mediante los métodos descritos en el presente documento para detectar del ARNm de
CRSP o la proteina CRSP.

Todavia en otro aspecto de la invencidn, las proteinas CRSP pueden usarse como “proteinas cebo” en un ensayo de
dos hibridos o un ensayo de tres hibridos (véase, por ejemplo, la patente estadounidense niimero 5.283.317; Zervos et
al. (1993) Cell 72:223-232; Madura et al. (1993) J. Biol. Chem. 268:12046-12054; Bartel et al. (1993) Biotechniques
14:920-924; Iwabuchi et al. (1993) Oncogene 8: 1693-1696; y documento W094/10300 de Brent), para identificar
otras proteinas, que se unen a o interaccionan con CRSP (“proteinas de unién a CRSP” o “CRSP-pb”) y modulan
la actividad de CRSP. Tales proteinas de unién a CRSP también es probable que participen en la propagaciéon de
las sefiales producidas por las proteinas CRSP as, por ejemplo, a elementos aguas abajo de una ruta de sefalizacién
mediada por CRSP. Alternativamente, es probable que tales proteinas de unién a CRSP sean moléculas de la superficie
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celular asociadas con células que no expresan CRSP, en las que tales proteinas de unién a CRSP participan en la
transduccion de senales.

El sistema de dos hibridos se basa en la naturaleza modular de la mayor parte de los factores de transcripcion,
que consiste en dominios de activacién y unién al ADN que pueden separarse. En resumen, el ensayo utiliza dos
constructos de ADN diferentes. En un constructo, el gen que codifica para una proteina CRSP se fusiona con un gen
que codifica para el dominio de unién al ADN de un factor de transcripcién conocido (por ejemplo, GAL-4). En el
otro constructo, una secuencia de ADN, procedente de una biblioteca de secuencias de ADN, que codifica para una
proteina no identificada (“presa” o “muestra”) se fusiona con un gen que codifica para el dominio de activacién del
factor de transcripcién conocido. Si las proteinas “cebo” y “presa” pueden interaccionar, in vivo, formando un com-
plejo dependiente de CRSP, los dominios de activacién y unién al ADN del factor de transcripcion se transportan
en proximidad cercana. Esta proximidad permite la transcripcion de un gen indicador (por ejemplo, LacZ) que esta
operativamente unido a un sitio de regulacién de la transcripcion que responde al factor de transcripcion. Puede detec-
tarse la expresion del gen indicador y pueden aislarse las colonias de células que contienen el factor de transcripcién
funcional y utilizarse para obtener el gen clonado que codifica para la proteina que interacciona con la proteina CRSP.

Esta invencion se refiere ademads a agentes novedosos que identificados mediante los ensayos de seleccidn descritos
anteriormente y a procedimientos para producir tales agentes mediante el uso de estos ensayos. Por consiguiente, en
una realizacidn, la presente invencion incluye un compuesto o agente que puede obtenerse mediante un método que
comprende las etapas de uno cualquiera de los ensayos de seleccion mencionados anteriormente (por ejemplo, ensayos
basados en célula o ensayos libres de células). Por ejemplo, en una realizacion, la invencién incluye un compuesto
o agente que puede obtenerse mediante un método que comprende poner en contacto una célula que expresa una
molécula diana de CRSP con un compuesto de prueba y determinar la capacidad del compuesto de prueba para unirse
a, o modular Ia actividad de, la molécula diana de CRSP. En otra realizacién, la invencién incluye un compuesto
o agente que puede obtenerse mediante un método que comprende poner en contacto una célula que expresa una
molécula diana de CRSP con una proteina CRSP o una parte biolégicamente activa de la misma, para formar una
mezcla de ensayo, poner en contacto la mezcla de ensayo con un compuesto de prueba y determinar la capacidad
del compuesto de prueba para interaccionar con, o modular la actividad de, la molécula diana de CRSP. En otra
realizacién, la invencién incluye un compuesto o agente que puede obtenerse mediante un método que comprende
poner en contacto una proteina CRSP o una parte biolégicamente activa de la misma con un compuesto de prueba
y determinar la capacidad del compuesto de prueba para unirse a, o modular (por ejemplo, estimular o inhibir) la
actividad de, la proteina CRSP o la parte biolégicamente activa de la misma. En todavia otra realizacion, la presente
invencién incluye un compuesto o agente que puede obtenerse mediante un método que comprende poner en contacto
una protefna CRSP o una parte biolégicamente activa de la misma con un compuesto conocido que se une a la proteina
CRSP para formar una mezcla de ensayo, poner en contacto la mezcla de ensayo con un compuesto de prueba, y
determinar la capacidad del compuesto de prueba para interaccionar con, o modular la actividad de la proteina CRSP.

Por consiguiente, esta dentro del alcance de esta invencidn el uso adicional de un agente identificado tal como se
describe en el presente documento en un modelo animal apropiado. Por ejemplo, puede usarse un agente identificado
tal como se describe en el presente documento (por ejemplo, un agente modulador de CRSP, una molécula de 4cido
nucleico de CRSP antisentido, un anticuerpo especifico para CRSP, o una pareja de unién a CRSP) en un modelo
animal para determinar la eficacia, toxicidad o efectos secundarios del tratamiento con tal agente. Alternativamente, un
agente identificado tal como se describe en el presente documento puede usarse en un modelo animal para determinar
el mecanismo de accion de tal agente.

La presente invencién también se refiere a los usos de agentes novedosos identificados mediante los ensayos de
seleccion descritos anteriormente para diagndsticos, prondsticos y tratamientos, tal como se describe en el presente
documento. Por consiguiente, estd dentro del alcance de la presente invencién el uso de tales agentes en el disefio,
formulacién, sintesis, fabricacion, y/o produccién de un formaco o composicién farmacéutica para usase en el diag-
noéstico, prondstico o tratamiento, tal como se describe en el presente documento. Por ejemplo, en una realizacion,
la presente invencién incluye un método para sintetizar o producir un firmaco o composicién farmacéutica haciendo
referencia a la estructura y/o las propiedades de un compuesto que puede obtenerse mediante uno de los ensayos de
seleccidn descritos anteriormente. Por ejemplo, un formaco o composicién farmacéutica puede sintetizarse basandose
en la estructura y/o propiedades de un compuesto obtenido mediante un método en el que una célula que expresa una
molécula diana de CRSP se pone en contacto con un compuesto de prueba y se determina la capacidad del compuesto
de prueba para unirse a, o modular la actividad de, la molécula diana de CRSP. En otra realizacién a modo de ejem-
plo, la presente invencién incluye un método para sintetizar o producir un formaco o una composicién farmacéutica
basdndose en la estructura y/o las propiedades de un compuesto que puede obtenerse mediante un método en el que
una proteina CRSP o una parte biol6gicamente activa de la misma se pone en contacto con un compuesto de prueba
y se determina la capacidad del compuesto de prueba para unirse a, o modular (por ejemplo, estimular o inhibir) la
actividad de, la proteina CRSP o la parte biolégicamente activa de la misma.

B. Ensayos de deteccion

Partes o fragmentos de las secuencias de ADNc identificadas en el presente documento (y las correspondientes
secuencias génicas completas) pueden usarse de numerosas maneras como reactivos polinucleotidicos. Por ejemplo,
estas secuencias pueden usarse para: (i) mapear sus respectivos genes en un cromosoma; y, por tanto, localizar regio-
nes génicas asociadas con una enfermedad genética; (ii) identificar a un individuo de una muestra biol6gica minima
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(tipificacién de tejido); y (iii) ayuda en identificacidn forense de una muestra bioldgica. Estas aplicaciones se describen
en las subsecciones a continuacion.

1. Mapeo de cromosomas

Una vez se ha aislado la secuencia (o una parte de la secuencia) de un gen, puede usarse esta secuencia para mapear
la ubicacién del gen en un cromosoma. Este procedimiento se denomina mapeo cromosdmico. Por consiguiente, partes
o fragmentos de la secuencia de nucleétidos de CRSP, descritos en el presente documento, pueden usarse para mapear
la ubicacién de los genes de CRSP en un cromosoma. El mapeo de las secuencias de CRSP en los cromosomas es una
primera etapa importante para correlacionar estas secuencias con genes asociados con enfermedad.

En resumen, los genes de CRSP pueden mapearse en cromosomas para preparar cebadores de PCR (preferiblemen-
te de 15-25 pb de longitud) a partir de la secuencia de nucledtidos de CRSP. Puede usarse un andlisis informadtico de las
secuencias de CRSP para predecir cebadores que no se expanden mds de un ex6n en el ADN genémico, complicando
asi el procedimiento de amplificacién. Después pueden usarse estos cebadores para examen por PCR de hibridos de
células somdticas que contienen cromosomas humanos individuales. Sélo los hibridos que contienen el gen humano
correspondiente a las secuencias de CRSP dardn como resultado un fragmento amplificado.

Se preparan los hibridos de células somdticas mediante la fusion de células somadticas de distintos mamiferos (por
ejemplo, células humanas y de ratén). A medida que crecen y se dividen los hibridos de células humanas y de ratén,
pierden gradualmente cromosomas humanos de manera aleatoria, pero conservan los cromosomas de raton. Mediante
el uso de medios en los que las células de ratén no pueden crecer, porque carecen de una enzima particular, pero las
células humanas si pueden, se conservara el cromosoma que contiene el gen que codifica para la enzima necesaria.
Mediante el uso de diversos medios, pueden establecerse paneles de lineas celulares hibridas. Cada linea celular en un
panel contiene o bien un cromosoma humano sencillo o bien un pequefio nimero de cromosomas humanos, y un con-
junto completo de cromosomas de ratén, permitiendo un facil mapeo de genes individuales para cromosomas humanos
especificos. (D’Eustachio P. ef al. (1983) Science 220: 919-924). También pueden producirse hibridos de células so-
méticas que contienen sélo fragmentos de cromosomas humanos usando cromosomas humanos con translocaciones y
deleciones.

El mapeo por PCR de hibridos de células somadticas es un procedimiento rdpido para asignar una secuencia parti-
cular a un cromosoma particular. Pueden asignarse tres o mds secuencias por dia usando un ciclador térmico sencillo.
Usando la secuencia de nucledtidos de CRSP para disefiar cebadores oligonucleotidicos, puede lograrse la subloca-
lizacién con paneles de fragmentos de cromosomas especificos. Otras estrategias de mapeo que pueden usarse de
manera similar para mapear una secuencia 9o, 1p, o 1v para su cromosoma incluyen hibridacién in situ (descrita en
Fan, Y. et al. (1990) PNAS, 87:6223-27), preseleccién con cromosomas separados por citometria de flujo marcados y
preseleccién mediante hibridacién con bibliotecas de ADNc especificas de cromosomas.

La hibridacién in situ fluorescente (FISH) de una secuencia de ADN con una metafase cromosémica extendida
puede usarse adicionalmente para proporcionar una localizacién cromosémica precisa en una etapa. Las extensiones
de cromosomas pueden prepararse usando células cuya divisién se ha bloqueado en metafase mediante un producto
quimico tal como colcemid que altera el huso acromatico mitético. Los cromosomas pueden tratarse brevemente con
tripsina, y luego tefiirse con Giemsa. En cada cromosoma se revela un patrén de bandas claras y oscuras, de manera
que los cromosomas pueden identificarse individualmente. La técnica FISH puede usarse con una secuencia de ADN
de tan solo 500 6 600 bases. Sin embargo, los clones superiores a 1.000 bases tienen mayor probabilidad de unirse a
una Unica ubicacién cromosémica con suficiente intensidad de sefial para la deteccién simple. Preferiblemente 1.000
bases, y mds preferiblemente 2.000 bases serdn suficientes para obtener buenos resultados en una cantidad razonable
de tiempo. Para una revisién de esta técnica, véase Verma et al., Human Chromosomes: A Manual of Basic Techniques
(Pergamon Press, Nueva York 1988).

Pueden usarse reactivos para el mapeo de cromosomas individualmente para marcar un Gnico cromosoma o un
sitio Unico en ese cromosoma, o pueden usarse paneles de reactivos para marcar sitios multiples y/o cromosomas
mudltiples. De hecho, se prefieren los reactivos correspondientes a regiones no codificantes de los genes con fines de
mapeo. Es mds probable que las secuencias codificantes se conserven dentro de las familias de genes, aumentando asi
la posibilidad de hibridaciones cruzadas durante el mapeo cromosémico.

Una vez se ha mapeado una secuencia en una ubicacién cromosémica precisa, la posicién fisica de la secuencia
en el cromosoma puede correlacionarse con los datos del mapa genético. (Tales datos se encuentran, por ejemplo,
en V. McKusick, Mendelian Inheritance in Man, disponible en linea a través de la biblioteca médica Welch de la
Universidad Johns Hopkins (Johns Hopkins University Welch Medical Library)). La relacién entre un gen y una
enfermedad, mapeada en la misma regién cromosémica, puede identificarse entonces a través del andlisis de unién
(co-herencia de genes fisicamente adyacentes), descrito en, por ejemplo, Egeland, J. et al. (1987) Nature, 325: 783-
787.

Ademads, pueden determinarse las diferencias en las secuencias de ADN entre individuos afectados y no afectados
con una enfermedad asociada al gen de CRSP. Si se observa una mutacién en alguno o todos los individuos afecta-
dos pero no en cualquier individuo no afectado, entonces es probable que la mutacién sea el agente causante de la
enfermedad particular. La comparacién de individuos afectados y no afectados generalmente implica mirar en pri-
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mer lugar para detectar alteraciones estructurales en los cromosomas, tales como deleciones, translocaciones que son
visibles desde las extensiones de cromosomas o detectables usando PCR basdndose en esa secuencia de ADN. Por
ultimo, puede realizarse la secuenciacién completa de los genes de varios individuos para confirmar la presencia de
una mutacion para distinguir mutaciones de polimorfismos.

2. Tipificacion tisular

También pueden usarse las secuencias de CRSP de la presente invencion para identificar individuos de muestras
biolégicas minimas. El ejército de los Estados Unidos, por ejemplo, estd considerando el uso de polimorfismos en la
longitud de los fragmentos de restriccion (RFLP) para la identificacién de su personal. En esta técnica, se digiere el
ADN genémico de un individuo con una o mas enzimas de restriccion, y se examinan con sondas en una transferencia
tipo Southern para dar lugar a bandas tnicas para la identificacién. Este método no adolece de las limitaciones actuales
de las “Dog Tags” (placas identificativas del ejército de los EE.UU.) que pueden perderse, cambiarse, o robarse,
dificultando la identificacién positiva. Las secuencias de la presente invencidn son utiles como marcadores adicionales
de ADN para RFLP (descritas en la patente estadounidense nimero 5.272.057).

Ademéds, las secuencias de la presente invencién pueden usarse para proporcionar una técnica alternativa que
determina la secuencia de ADN real base por base de partes seleccionadas del genoma de un individuo. Por tanto, la
secuencia de nucledtidos de CRSP descrita en el presente documento puede usarse para preparar dos cebadores de
PCR a partir de los extremos 5’ y 3’ de las secuencias. Estos cebadores pueden usarse entonces para amplificar el
ADN de un individuo y posteriormente secuenciarlo.

Los paneles de secuencias de ADN correspondientes de individuos, preparados de esta manera, pueden proporcio-
nar identificaciones individuales tinicas, dado que cada individuo tendrd un conjunto dnico de tales secuencias de ADN
debido a diferencias alélicas. Las secuencias de la presente invencion pueden usarse para obtener tales secuencias de
identificacion a partir de individuos y de tejidos. La secuencia de nucledtidos de CRSP de la invencidn tinicamente re-
presenta partes del genoma humano. La variacién alélica se produce hasta cierto grado en las regiones codificantes de
estas secuencias, y en mayor grado en las regiones no codificantes. Se estima que la variacion alélica entre individuos
humanos se produce con una frecuencia de aproximadamente una vez por cada 500 bases. Cada una de las secuencias
descritas en el presente documento puede usarse, hasta cierto grado, como un patrén frente al que puede compararse
el ADN de un individuo con fines identificativos. Dado que se producen mayores nimeros de polimorfismos en las
regiones no codificantes, se necesitan menos secuencias para diferenciar individuos. Las secuencias no codificantes de
SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 7, o SEQ ID NO: 10, pueden proporcionar cémodamente identificaciéon
de individuo positiva con un panel de quizds 10 a 1.000 cebadores, cada uno de los cuales da como resultado una
secuencia amplificada no codificante de 100 bases. Si se usan las secuencias codificantes previstas, tales como las de
SEQ ID NO: 3, SEO ID NO: 6, SEQ ID NO: 9, o SEQ ID NO: 12, un nimero mas apropiado de cebadores para la
identificacién de individuo positiva serd de 500-2.000.

Si se usa un panel de reactivos de una secuencia de nucleétidos de CRSP descritos en el presente documento para
generar una base de datos de identificacién tnica, esos mismos reactivos pueden usarse mas adelante para identificar
el tejido de ese individuo. Usando la base de datos de identificacion tnica, puede realizarse identificacidn positiva del
individuo, vivo o muerto, a partir de muestras de tejido extremadamente pequefias.

3. Uso de secuencias de CRSP en biologia forense

También pueden usarse técnicas de identificacién basadas en ADN en biologia forense. La biologia forense es un
campo cientifico que emplea tipificacién genética de evidencias bioldgicas encontradas en la escena de un crimen co-
mo medio para identificar positivamente, por ejemplo, al autor principal de un crimen. Para realizar tal identificacion,
puede usarse tecnologia de PCR para amplificar secuencias de ADN tomadas a partir de muestras biolégicas muy
pequefias tales como tejidos, por ejemplo, cabello o piel, o fluidos corporales, por ejemplo, sangre, saliva, o semen en-
contrados en la escena de un crimen. La secuencia amplificada puede compararse entonces con un patrén, permitiendo
asf la identificacion del origen de la muestra bioldgica.

Las secuencias de la presente invencién pueden usarse para proporcionar reactivos polinucleotidicos, por ejemplo,
cebadores de PCR, dirigidos hacia loci especificos en el genoma humano, lo que puede potenciar la fiabilidad de
las identificaciones forenses basadas en ADN, por ejemplo, proporcionando otro “marcador de identificacién” (es
decir otra secuencia de ADN que es tinica para un individuo particular). Tal como se menciond anteriormente, la
informacidn bdésica real de secuencia puede usarse para la identificacién como una alternativa precisa a los patrones
formada por fragmentos generados por enzimas de restriccién. Las secuencias dirigidas hacia regiones no codificantes
de la secuencia de nucledtidos de la invencion son particularmente apropiadas para este uso, dado que se produce un
mayor nimero de polimorfismos en las regiones no codificantes, haciendo que sea mds facil diferenciar a los individuos
usando esta técnica. Ejemplos de reactivos polinucleotidicos incluyen las secuencias de nucleétidos de CRSP o una
parte de las mismas, por ejemplo, los fragmentos derivados de las regiones no codificantes de las secuencias de
nucledtidos de la invencion, que tienen una longitud de al menos 20 bases, preferiblemente de al menos 30 bases.

Las secuencias de nucle6tidos de CRSP descrita en el presente documento puede usarse adicionalmente para
proporcionar reactivos polinucleotidicos, por ejemplo, sondas marcadas o que se pueden marcar que pueden usarse
en, por ejemplo, una técnica de hibridacioén in situ, para identificar un tejido especifico, por ejemplo, tejido cerebral.
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Esto puede ser muy 1til en casos en los que un patélogo forense se presenta con un tejido de origen desconocido. Los
paneles de tales sondas de CRSP pueden usarse para identificar tejidos mediante especies y/o por tipo de érgano.

De una manera similar, estos reactivos, por ejemplo, sondas o cebadores de CRSP, pueden usarse para examinar
cultivo tisular para detectar contaminacion (es decir, examinar para detectar la presencia de una mezcla de distintos
tipos de células en un cultivo).

C. Medicina de diagnostico

La presente invencion también se refiere al campo de la medicina de diagndstico, en la que se usan ensayos de
diagnéstico, ensayos de prondstico y ensayos clinicos de monitorizacién con fines de prondstico, (predictivos) para
tratar asf a un individuo profilacticamente. Por consiguiente, un aspecto de la presente invencion se refiere a ensayos
de diagndstico para determinar la proteina CRSP y/o la expresion del dcido nucleico, asi como la actividad de CRSP,
en el contexto de una muestra bioldgica (por ejemplo, sangre, suero, células, tejido) para determinar asi si un individuo
estd afectado por una enfermedad o trastorno o estd en riesgo de desarrollar un trastorno asociado con la expresién
o actividad de CRSP aberrante, tal como la proliferacién, diferenciacidn, y/o supervivencia celular aberrante, dando
como resultado por ejemplo una enfermedad neurodegenerativa o cincer. La invencién también se refiere a ensayos
de pronéstico (o predictivos) para determinar si un individuo estd en riesgo de desarrollar un trastorno asociado con la
actividad, expresion de 4cido nucleico o proteina CRSP. Por ejemplo, pueden someterse a ensayo las mutaciones en un
gen de CRSP en una muestra bioldgica. Tales ensayos pueden usarse con fines de prondstico o predictivos para tratar
asi profilacticamente a un individuo antes del comienzo de un trastorno caracterizado por o asociado con la actividad,
expresion de dcido nucleico o proteina CRSP.

Otro uso de la invencidn se refiere a la monitorizacién de la influencia de agentes (por ejemplo, farmacos, com-
puestos) sobre la expresion o actividad de CRSP en ensayos clinicos.

Estos y otros agentes se describen con detalle a continuacién en las siguientes secciones.
1. Ensayos de diagndstico

Un método a modo de ejemplo para detectar la presencia o ausencia de la proteina CRSP o el 4cido nucleico en una
muestra bioldgica implica obtener una muestra biolégica de un sujeto de prueba y poner la muestra bioldgica con un
compuesto o agente que puede detectar la proteina CRSP o el 4dcido nucleico (por ejemplo, ARNm, ADN genémico)
que codifica para la proteina CRSP, de manera que se detecte la presencia de proteina CRSP o 4cido nucleico en la
muestra biol6gica. Un agente preferido para la deteccién de ADN genémico o ARNm de CRSP es una sonda de acido
nucleico marcada que puede hibridarse con ADN genémico o ARNm de CRSP. La sonda de 4cido nucleico puede
ser, por ejemplo, un 4cido nucleico de CRSP de longitud completa, tal como un 4cido nucleico de la invencién, o
una parte del mismo, tal como un oligonucleétido de al menos 15, 30, 50, 100, 250 6 500 nucleétidos de longitud
y suficiente para hibridarse especificamente en condiciones rigurosas con ADN gendémico o ARNm de CRSP. En el
presente documento se describen otras sondas adecuadas para su uso en los ensayos de diagndstico de la invencion.

Un agente preferido para detectar la proteina CRSP es un anticuerpo que puede unirse a la proteina CRSP, prefe-
riblemente un anticuerpo con una marca detectable. Los anticuerpos pueden ser policlonales, o mds preferiblemente,
monoclonales. Puede usarse un anticuerpo intacto o un fragmento del mismo (por ejemplo, Fab o F(ab’),). Se pretende
que el término “marcado”, en relacion con la sonda o anticuerpo, englobe el marcaje directo de la sonda o anticuer-
po acoplando (es decir, uniendo fisicamente) una sustancia detectable a la sonda o anticuerpo, asi como el marcaje
indirecto de la sonda o anticuerpo mediante la reaccién con otro reactivo que estd marcado directamente. Ejemplos
de marcaje indirecto incluyen la deteccién de un anticuerpo primario usando un anticuerpo secundario marcado por
fluorescencia y el marcaje de extremo de una sonda de ADN con biotina de manera que pueda detectarse con estrep-
tavidina marcada por fluorescencia. Se pretende que el término “muestra bioldgica” incluya tejidos, células y fluidos
bioldgicos aislados de un sujeto, asi como tejidos, células y fluidos presentes en un sujeto. Es decir, el método de
deteccién de la invencidn puede usarse para detectar ADN gendmico, proteina o ARNm de CRSP en una muestra
bioldgica in vitro asi como in vivo. Por ejemplo, las técnicas in vitro para la deteccién de ARNm de CRSP incluyen hi-
bridaciones de tipo Northern e hibridaciones in situ. Las técnicas in vitro para la deteccién de proteina CRSP incluyen
ensayos de inmunoabsorcién unido a enzimas (ELISA), inmunotransferencias de tipo Western, inmunoprecipitaciones
e inmunofluorescencia. Las técnicas in vitro para detectar ADN gendémico de CRSP incluyen hibridaciones de tipo
Southern. Ademds, las técnica in vitro para la deteccidn de proteina CRSP incluyen introducir un anticuerpo anti-
CRSP marcado en un sujeto. Por ejemplo, puede marcarse el anticuerpo con un marcador radiactivo cuya presencia y
ubicacién en un sujeto puede detectarse mediante técnicas de formacion de imdgenes habituales.

En una realizacién, la muestra bioldgica contiene moléculas de proteina del sujeto de prueba. Alternativamente, la
muestra bioldgica puede contener moléculas de ARNm del sujeto de prueba o moléculas de ADN gendmico del sujeto
de prueba. Una muestra bioldgica preferida es una muestra de suero aislada mediante medios convencionales a partir
de un sujeto.

En otra realizacién, los métodos implican adicionalmente obtener una muestra bioldgica control de un sujeto
control, poner en contacto la muestra control con un compuesto o agente que puede detectar ADN gendémico, ARNm
o proteina CRSP, de manera que se detecte la presencia de ADN genémico, ARNm o proteina CRSP en la muestra
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bioldgica y se compare la presencia de ADN genémico, ARNm o proteina CRSP en la muestra control con la presencia
de ADN genémico, ARNm o proteina CRSP en la muestra de prueba.

La invencién también engloba kits para detectar la presencia de CRSP en una muestra biolégica. Por ejemplo, el
kit puede comprender un agente o compuesto marcado que puede detectar el ARNm o proteina CRSP en una muestra
biolégica; medios para determinar la cantidad de CRSP en la muestra; y medios para comparar la cantidad de CRSP
en la muestra con un patrén. El compuesto o agente puede estar envasado en un recipiente adecuado. Adicionalmente,
el kit puede comprender instrucciones para usar el kit para detectar adcido nucleico o proteina CRSP.

2. Ensayos de prondstico

Los métodos de diagndstico descritos en el presente documento pueden utilizarse ademds para identificar sujetos
que tienen o estdn en riesgo de desarrollar una enfermedad o trastorno asociado con actividad o expresiéon de CRSP
aberrante. Por ejemplo, los ensayos descritos en el presente documento, tal como los anteriores ensayos de diagnésti-
cos o los siguientes ensayos, pueden utilizarse para identificar a un sujeto que tiene o estd en riesgo de desarrollar un
trastorno asociado con la actividad, la expresion del acido nucleico o la proteina CRSP, tal como un trastorno prolifera-
tivo, un trastorno del desarrollo o de la diferenciacién, un trastorno asi como enfermedades hematopoyéticas, estados
o trastornos caracterizados por supervivencia celular anémala, estructura extracelular anémala o una anomalia en un
mecanismo de defensa. Alternativamente, los ensayos de prondstico pueden utilizarse para identificar a un sujeto que
tiene o estd en riesgo de desarrollar una enfermedad proliferativa o de diferenciacién (por ejemplo, cancer). Por tanto,
la presente invencidn proporciona un método para identificar una enfermedad o trastorno asociado con la actividad
o la expresion de CRSP aberrante, en el que la muestra de prueba se obtiene a partir de un sujeto y se detecta el
acido nucleico o la proteina CRSP (por ejemplo, ARNm, ADN gendmico), en el que la presencia de dcido nucleico
o proteina CRSP es diagndstico para un sujeto que tiene o estd en riesgo de desarrollar una enfermedad o trastorno
asociado con la actividad o la expresién de CRSP aberrante. Tal como se usa en el presente documento, una “muestra
de prueba” se refiere a una muestra bioldgica obtenida de un sujeto de interés. Por ejemplo, una muestra de prueba
puede ser un fluido biolégico (por ejemplo, suero), muestra celular o tejido.

Ademads, los ensayos de prondstico descritos en el presente documento pueden usarse para determinar si se le pue-
de o no administrar a un sujeto un agente (por ejemplo, un agonista, antagonista, peptidomimético, proteina, péptido,
dcido nucleico, molécula pequefia, u otro candidato a firmaco) para tratar una enfermedad o trastorno asociado con
actividad o expresion de CRSP aberrante. Por ejemplo, pueden usarse tales métodos para determinar si un sujeto puede
tratarse eficazmente con un agente para un trastorno, tal como trastorno proliferativo, trastorno de diferenciacion o del
desarrollo, un trastorno hematopoyético, asi como trastornos caracterizados por supervivencia celular anémala, estruc-
tura extracelular anémala o una anomalia en un mecanismo de defensa. Alternativamente, pueden usarse tales métodos
para determinar si puede o no tratarse eficazmente a un sujeto con un agente para una enfermedad de diferenciacién o
proliferativa (por ejemplo, cancer). Por tanto, la presente invencidn proporciona métodos para determinar si un sujeto
puede tratarse eficazmente con un agente para un trastorno asociado con actividad o expresiéon de CRSP aberrante, en
el que se obtiene una muestra de prueba y se detecta la actividad o expresion de dcido nucleico o proteina CRSP (por
ejemplo, en el que la abundancia de actividad o expresién de dcido nucleico o proteina CRSP es diagndstico para un
sujeto al que se le pueden administrar el agente para tratar un trastorno asociado con actividad o expresiéon de CRSP
aberrante).

Los métodos de la invencién también pueden usarse para detectar alteraciones genéticas en un gen de CRSP,
determinando asi si un sujeto con el gen alterado estd en riesgo de padecer un trastorno caracterizado por desarrollo
aberrante, diferenciacion celular aberrante, proliferacion celular aberrante o una respuesta hematopoyética aberrante.
En realizaciones preferidas, los métodos incluyen detectar, en una muestra de células del sujeto, la presencia o ausencia
de una alteracion genética mediante al menos una de una alteracion que afecta a la integridad de un gen que codifica
para una proteina CRSP, o la expresion fallida del gen de CRSP. Por ejemplo, pueden detectarse tales alteraciones
genéticas determinando la existencia de al menos una de 1) una delecién de uno o mas nucleétidos de un gen de
CRSP; 2) una adicién de uno o mas nucleétidos a un gen de CRSP; 3) una sustitucién de uno o mas nucleétidos de un
gen de CRSP, 4) un reordenamiento cromosémico de un gen de CRSP; 5) una alteracion en el nivel de un transcrito de
ARN mensajero de un gen de CRSP, 6) modificacién aberrante de un gen de CRSP, tal como el patrén de metilacién
del ADN gendmico, 7) la presencia de un patrén de corte y empalme de tipo no natural de un transcrito de ARN
mensajero de un gen de CRSP, 8) un nivel de tipo no natural de una proteina CRSP, 9) pérdida alélica de un gen
de CRSP, y 10) modificacién posterior a la traduccién inapropiada de una proteina CRSP. Tal como se describe en
el presente documento, hay un gran nimero de técnicas de ensayo conocidas en la técnica que pueden usarse para
detectar alteraciones en un gen de CRSP. Una muestra bioldgica preferida es una muestra tisular o sérica aislada
mediante medios convencionales de un sujeto.

En ciertas realizaciones, la deteccién de la alteracién implica el uso de una sonda/cebador en una reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR) (véanse, por ejemplo, las patentes estadounidenses niimeros 4.683.195 y 4.683.202),
tal como PCR de anclaje o PCR RACE, o, alternativamente, en una reaccién en cadena de la ligasa (LCR) (véase, por
ejemplo, Landegran et al. (1988) Science 241:1077-1080; y Nakazawa et al. (1994) PNAS 91:360-364), la dltima de
las cuales puede ser particularmente ttil para detectar mutaciones puntuales en el gen de CRSP (véase Abravaya et
al. (1995) Nucleic Acids Res.23:675-682). Este método puede incluir las etapas de tomar una muestra de células de
un paciente, aislar el 4cido nucleico (por ejemplo, genémico, ARNm o ambos) de las células de la muestra, poner en
contacto la muestra de dcido nucleico con uno o mas cebadores que hibridan especificamente con un gen de CRSP en
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condiciones tales que se produzca la hibridacién y la amplificacion del gen de CRSP (si estd presente), y detectar la
presencia o ausencia de un producto de amplificacion, o detectar el tamafio del producto de amplificacién y comparar la
longitud con una muestra control. Se prevé que puede ser deseable usar PCR y/o LCR como una etapa de amplificacién
preliminar junto con cualquiera de las técnicas usadas para detectar mutaciones descritas en el presente documento.

Métodos de amplificacion alternativos incluyen: replicacién de secuencia autosostenida (Guatelli, J.C. et al., 1990,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87:1874-1878), sistema de amplificacién de traduccion (Kwoh, D.Y. et al., 1989, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 86:1173-1177), replicasa Q-Beta (Lizardi, PM. et al, 1988, Bio/Technology 6:1197), o cual-
quier otro método de amplificacion de dcido nucleico, seguido por la deteccidn de las moléculas amplificadas usando
técnicas bien conocidas por los expertos en la técnica. Estos esquemas de deteccién son especialmente ttiles para la
deteccién de moléculas de dcido nucleico si tales moléculas se encuentran en muy pequefia cantidad.

En una realizacién alternativa, pueden identificarse mutaciones en un gen de CRSP de una célula de muestra
mediante alteraciones en las rutas de escision de las enzimas de restricciéon. Por ejemplo, se aisla ADN de muestra
y control, se amplifica (opcionalmente), se digiere con una o mds endonucleasas de restriccion, y se determinan los
tamafios de longitud de fragmento mediante electroforesis en gel y se comparan. Las diferencias en los tamafios de
longitud de fragmento entre ADN de muestra y control indica mutaciones en el ADN de muestra. Ademds, el uso de
ribozimas especificas de secuencia (véase, por ejemplo, patente estadounidense nimero 5.498.531) puede usarse para
puntuar la presencia de mutaciones especificas por desarrollo o pérdida de un sitio de escision de ribozima.

En otras realizaciones, pueden identificarse las mutaciones genéticas en CRSP hibridando 4cidos nucleicos de
muestra y control, por ejemplo, ADN o ARN, a ensayos de alta densidad que contienen cientos o miles de sondas
oligonucleotidicas (Cronin, M.T. et al. (1996) Human Mutation 7: 244-255; Kozal, M.J. et al. (1996) Nature Medicine
2: 753-759). Por ejemplo, pueden identificarse mutaciones genéticas en CRSP en matrices bidimensionales que con-
tienen sondas de ADN generadas por luz tal como se describe en Cronin, M.T. et al. citado anteriormente. En resumen,
una primera matriz de hibridacion de sondas puede usarse para explorar a través de extensiones largas de ADN en una
muestra y control para identificar cambios de bases entre las secuencias realizando matrices lineales de sondas sola-
pantes de manera secuencial. Esta etapa permite la identificacién de mutaciones puntuales. Esta etapa va seguida por
una segunda serie de hibridacién que permite la caracterizacién de mutaciones especificas usando matrices de sondas
especializadas mds pequefias complementarias a todas las variantes o mutaciones detectadas. Cada serie de mutacién
estd compuesta por conjuntos de sondas paralelas, uno complementario al gen de tipo natural y el otro complementario
al gen mutante.

En todavia otra realizacion, puede usarse cualquiera de una variedad de reacciones de secuenciacién conocidas
en la técnica para secuenciar directamente el gen de CRSP y detectar mutaciones comparando la secuencia de la
CRSP de muestra con la correspondiente secuencia de tipo natural (control). Ejemplos de reacciones de secuenciacién
incluyen las basadas en técnicas desarrolladas por Maxim y Gilbert ((1977) PNAS 74:560) o Sanger ((1977) PNAS
74:5463). También se contempla que puede utilizarse cualquiera de una variedad de procedimientos de secuenciacién
automatizados cuando se realizan ensayos de diagndstico ((1995) Biotechniques 19: 448), incluyendo secuenciacién
mediante espectrometria de masas (véase, por ejemplo, Publicacién PCT Internacional nimero WO 94/16101; Cohen
et al. (1996) Adv. Chromatogr. 36:127-162; y Griffin et al. (1993) Appl. Biochem. Biotechnol. 38:147-159).

Otros métodos para detectar mutaciones en el gen de CRSP incluyen métodos en los que se usa proteccion a partir
de agentes de escision para detectar bases con apareamiento erréneo en heterodiplex de ARN/ARN o ARN/ADN
(Myers et al. (1985) Science 230:1242). En general, la técnica “escision por apareamiento erréneo’” comienza propor-
cionando heterodiiplex de ARN O ADN (marcados) mediante hibridacién, que contienen la secuencia de CRSP de
tipo natural con ARN o ADN potencialmente mutante obtenido de una muestra de tejido. Los diplex de cadena doble
se tratan con un agente que escinde las regiones de cadena sencilla del duplex tal como existird debido a los aparea-
mientos errdneos de pares de bases entre las cadenas control y de muestra. Por ejemplo, pueden tratarse los diplex
de ARN/ADN con ARNasa y pueden tratarse los hibridos ADN/ADN con nucleasa S1 para digerir enzimaticamente
las regiones erréoneamente apareadas. En otras realizaciones, pueden tratarse los diplex o bien de ADN/ADN o bien
de ARN/ADN con hidroxilamina o tetréxido de osmio y con piperidina con el fin de digerir las regiones erréneamen-
te apareadas. Tras la digestién de las regiones erréneamente apareadas, el material resultante se separa entonces por
tamaio sobre geles de poliacrilamida de desnaturalizacién para determinar el sitio de mutacién. Véase, por ejemplo,
Cotton et al. (1988) Proc. Natl Acad Sci USA 85:4397; Saleeba et al. (1992) Methods Enzymol. 217:286-295. En una
realizacion preferida, el ADN o ARN control puede marcarse para su deteccion.

En todavia otra realizacién, la reaccidén de escisién por apareamiento erréneo emplea una o mds proteinas que
reconocen pares de bases errébneamente apareadas en ADN de cadena doble (denominadas enzimas de “reparacién
de apareamiento errébneo de ADN”) en sistemas definidos para detectar y mapear mutaciones puntuales en ADNc de
CRSP obtenidos de muestras de células. Por ejemplo, la enzima mutY de E. coli escinde A en apareamiento erréneo
G/A y la timidina ADN glucosilasa a partir de células HeLa escinde T en apareamientos erréneos G/T (Hsu et al.
(1994) Carcinogenesis 15:1657-1662). Segtin una realizacién ejemplo, una sonda basada en una secuencia de CRSP,
por ejemplo, una secuencia de CRSP de tipo natural, hibrida con un ADNc u otro producto de ADN de una(s) célula(s)
de prueba. Se trata el diplex con una enzima de reparacién de apareamiento errébneo de ADN, y los productos de
escision, si hay alguno, pueden detectarse a partir de protocolos de electroforesis o similares. Véase, por ejemplo, la
patente estadounidense niimero 5.459.039.
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En otras realizaciones, se usardn alteraciones en la movilidad electroforética para identificar mutaciones en genes
de CRSP. Por ejemplo, puede usarse polimorfismo de conformacién de cadena sencilla (SSCP) para detectar diferen-
cias en la movilidad electroforética entre dcidos nucleicos mutantes y de tipo natural (Orita ez al. (1989) Proc Natl.
Acad. Sci USA: 86:2766, véase también Cotton (1993) Mutat Res 285:125-144; y Hayashi (1992) Genet Anal Tech
Appl 9:73-79). Fragmentos de ADN de cadena sencilla de 4cidos nucleicos CRSP de muestra y control se desnaturali-
zardn y se permitird su renaturalizacion. La estructura secundaria de los dcidos nucleicos de cadena sencilla varia segtin
la secuencia, la alteracién resultante en la movilidad electroforética permite la deteccién de incluso un tinico cambio
de base. Pueden marcarse los fragmentos de ADN o detectarse con sondas marcadas. La sensibilidad del ensayo puede
aumentarse usando ARN (en lugar de ADN), en el que la estructura secundaria es mds sensible a un cambio en la se-
cuencia. En una realizacion preferida, el método objeto utiliza andlisis de heterodiplex para separar moléculas de hete-
rodiplex de cadena doble basdndose en cambios de movilidad electroforética (Keen et al. (1991) Trends Genet 7:5).

En todavia otra realizacion, se somete a ensayo el movimiento de fragmentos mutantes o de tipo natural en geles de
poliacrilamida que contienen un gradiente de agente de desnaturalizacién usando electroforesis en gel de gradiente de
desnaturalizacién (DGGE) (Myers et al. (1985) Nature 313:495). Cuando se usa DGGE como el método de andlisis, se
modificard el ADN para asegurar que no estd completamente desnaturalizado, por ejemplo afiadiendo una estructura
de unién de GC (“GC clamp”) de aproximadamente 40 pb de ADN rico en GC de alto punto de fusién mediante PCR.
En una realizacién adicional, se usa un gradiente de temperatura en lugar de un gradiente de desnaturalizacién para
identificar diferencias en la movilidad del ADN de muestra y control (Rosenbaum y Reissner (1987) Biophys Chem
265:12753).

Ejemplos de otras técnicas para detectar mutaciones puntuales incluyen, pero no se limitan a, hibridacién de oli-
gonucledtidos selectiva, amplificacion selectiva, o extension de cebador selectiva. Por ejemplo, pueden prepararse
cebadores oligonucleotidicos en los que la mutacién conocida se coloca en el centro y luego hibrida con ADN diana
en condiciones que permiten la hibridacién sélo si se encuentra un apareamiento perfecto (Saiki ez al. (1986) Nature
324:163); Saiki et al. (1989) Proc. Natl Acad. Sci USA 86:6230). Tales oligonucleétidos especificos de alelo se hibri-
dan con ADN diana amplificado por PCR o varias mutaciones diferentes cuando los oligonucleétidos estdn unidos a
la membrana de hibridacién e hibridados con el ADN diana marcado.

Alternativamente, junto con la presente invencién puede usarse la tecnologia de amplificacién especifica de alelo
que depende de la amplificacién por PCR selectiva. Los oligonucledtidos usados como cebadores para la amplificacién
especifica pueden llevar la mutacién de interés en el centro de la molécula (de manera que la amplificacién depende
de la hibridacion diferencial) (Gibbs et al. (1989) Nucleic Acids Res. 17:2437-2448) o en el extremo 3’ terminal de
un cebador cuando, en condiciones apropiadas, el apareamiento erréneo puede evitar, o reducir la extension de la
polimerasa (Prossner (1993) Tibtech 11:238). Ademas, puede ser deseable introducir un sitio de restriccién novedoso
en la region de la mutacion para crear deteccion basada en escision (Gasparini et al. (1992) Mol. Cell Probes 6:1). Se
prevé que en ciertas realizaciones también puede realizarse la amplificacién usando Taq ligasa para la amplificacién
(Barany (1991) Proc. Natl. Acad. Sci USA 88:189). En tales casos, sélo se producird la ligamiento s6lo si hay un
apareamiento perfecto en el extremo 3’ de la secuencia en 5’ haciendo que sea posible detectar la presencia de una
mutacién conocida en un sitio especifico buscando la presencia o ausencia de amplificacién.

Los métodos descritos en el presente documento pueden llevarse a cabo, por ejemplo, utilizando kits de diagndstico
envasados previamente que comprenden al menos un reactivo de anticuerpo o dcido nucleico de sonda descritos en
el presente documento, que pueden usarse convenientemente, por ejemplo, en la practica clinica para diagnosticar a
pacientes que muestran sintomas o historial familiar de una enfermedad o afeccién que implica un gen de CRSP.

Ademds, cualquier tipo de célula o tejido en el que se expresa CRSP puede utilizarse en los ensayos de prondstico
descritos en el presente documento.

3. Monitorizacion de los efectos durante ensayos clinicos

La monitorizacion de la influencia de agentes (por ejemplo, fairmacos, compuestos) sobre la expresion o la actividad
de CRSP (por ejemplo, modulacién de transduccién de sefial celular, regulacion de transcripcion génica en una célula
implicada en el desarrollo o la diferenciacion, regulacion de la proliferacion celular) puede aplicarse no sélo en la
selecciéon de farmaco bdsica, sino también en ensayos clinicos. Por ejemplo, la eficacia de un agente determinado
mediante un ensayo de seleccion, tal como se describe en el presente documento, para aumentar la expresion de gen
de CRSP, los niveles de proteina, o para regular por incremento la actividad de CRSP, puede monitorizarse en ensayos
clinicos de sujetos que muestran disminucion de la expresion del gen de CRSP, niveles de proteina o actividad de CRSP
regulada por disminucién. Alternativamente, la eficacia de un agente determinado mediante un ensayo de seleccién
para disminuir la expresion de gen de CRSP, los niveles de proteina, o regular por disminucién la actividad de CRSP,
puede monitorizarse en ensayos clinicos de sujetos que muestran aumento de la expresion del gen de CRSP, niveles de
proteina, o actividad de CRSP regulada por incremento. En tales ensayos clinicos, la expresion o actividad de CRSP y,
preferiblemente, de otros genes que se han visto implicados en, por ejemplo, un trastorno proliferativo, pueden usarse
como un “lector” o marcadores del fenotipo de una célula particular.

Por ejemplo, y no a modo de limitacién, pueden identificarse genes, incluyendo CRSP, que se modulan en células
mediante tratamiento con un agente (por ejemplo, compuesto, farmaco o molécula pequefia) que modula la actividad
de CRSP (por ejemplo, identificada en un ensayo de seleccion tal como se describe en el presente documento). Por
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tanto, para estudiar el efecto de los agentes sobre trastornos proliferativos, trastornos del desarrollo o de diferenciacion,
trastornos hematopoyéticos asi como trastornos caracterizados por supervivencia y/o diferenciacion celular anémala,
una estructura extracelular anémala, o una anomalia en un mecanismo de defensa, por ejemplo, en un ensayo clinico,
pueden aislarse células y prepararse ARN y analizarse para detectar los niveles de expresion de CRSP y otros genes
implicados en el trastorno proliferativo, trastorno del desarrollo o de diferenciacién, trastorno hematopoyético asi como
trastornos caracterizados por supervivencia y/o diferenciacion celular andmala, una estructura extracelular anémala o
una anomalia en un mecanismo de defensa, respectivamente. Pueden cuantificarse los niveles de expresién génica
(es decir, un patrén de expresion génica) mediante andlisis de transferencia tipo Northern o RT-PCR, tal como se
describe en el presente documento, o alternativamente midiendo la cantidad de proteina producida, mediante uno de
los métodos tal como se describe en el presente documento, o midiendo los niveles de actividad de CRSP u otros genes.
De esta manera, el patrén de expresion génica puede servir como un marcador, indicativo de la respuesta fisiologica de
las células frente al agente. Por consiguiente, este estado de respuesta puede determinarse antes, y en distintos puntos
durante el tratamiento del individuo con el agente.

La presente invencién puede usarse como base de un método para monitorizar la eficacia del tratamiento de un suje-
to con un agente (por ejemplo, un agonista, antagonista, peptidomimético, proteina, péptido, dcido nucleico, molécula
pequeiia u otro candidato a farmaco identificado por los ensayos de seleccion descritos en el presente documento) que
comprende las etapas de (i) obtener una muestra antes de la administracién de un sujeto antes de la administracién
del agente, (ii) detectar el nivel de expresién de un ADN genémico, ARNm o proteina CRSP en la muestra antes de
la administracion; (iii) obtener una o mas muestras posteriores a la administracion del sujeto; (iv) detectar el nivel de
expresion o actividad del ADN genémico, ARNm o proteina CRSP, en las muestras posteriores a la administracion;
(v) comparar el nivel de expresion o actividad de ADN genémico, ARNm o proteina CRSP, en la muestra antes de la
administracién con ADN genémico, ARNm o proteina CRSP en la muestra o muestras posteriores a la administracion;
y (vi) modificar la administracion del agente al sujeto en consecuencia. Por ejemplo, el aumento de la administracién
del agente puede ser deseable para aumentar la expresion o actividad de CRSP a niveles superiores a los detectados, es
decir, para aumentar la eficacia del agente. Alternativamente, puede ser deseable una disminucién de la administracién
del agente para disminuir la expresién o actividad de CRSP a niveles inferiores a los detectados, es decir para dismi-
nuir la eficacia del agente. Segtn tal realizacion, puede usarse la expresion o actividad de CRSP como un indicador de
la eficacia de un agente, incluso en ausencia de una respuesta de fenotipo observable.

C. Métodos de tratamiento

La presente invencién puede usarse como la base tanto para métodos profildcticos como terapéuticos para tratar a
un sujeto en riesgo de (o propenso a) padecer un trastorno o que tiene un trastorno asociado con actividad o expresién
de CRSP aberrante. En relacién con ambos métodos de tratamiento profilactico y terapéutico, tales tratamientos pue-
den disefiarse o modificarse especificamente, basandose en el conocimiento obtenido del campo de farmacogendémica.
La “farmacogendmica”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a la aplicacion de tecnologias genémi-
cas tales como la secuenciacién génica, la genética estadistica y el andlisis de la expresién génica para firmacos en
desarrollo clinico y en el mercado. Mds especificamente, el término se refiere al estudio de cémo los genes de un pa-
ciente determinan su respuesta frente a un farmaco (por ejemplo, el “fenotipo de respuesta a firmaco”, o “genotipo de
respuesta a farmaco” de un paciente). Por tanto, la invencién proporciona la base de los métodos para disefar un trata-
miento terapéutico o profilactico de un individuo con cualquiera de las moléculas de CRSP de la presente invencion,
o bien con moduladores de CRSP segtin el genotipo de respuesta a formaco de ese individuo. La farmacogenémica
permite que un internista o médico dirija tratamientos profildcticos o terapéuticos a los pacientes que mas se benefi-
ciardn del tratamiento y para evitar el tratamiento de pacientes que experimentardn efectos secundarios relacionados
con farmacos toxicos.

1. Métodos profildcticos

En un aspecto, la invencién proporciona la fabricacién de un medicamento para evitar en un sujeto, una enfermedad
o estado asociado con una actividad o expresién de CRSP aberrante. El medicamento incluye un agente que modula la
expresion de CRSP o al menos una actividad de CRSP. Los sujetos que estdn en riesgo de padecer una enfermedad que
esta producida por o a la que contribuye la actividad o expresion de CRSP aberrante pueden identificarse mediante,
por ejemplo, cualquiera o una combinacién de ensayos de diagndstico o prondstico tal como se describe en el presente
documento. La administracién de un agente profilactico puede producirse antes de la manifestacion de los sintomas
caracteristicos de la aberracién de CRSP, de manera que se evite una enfermedad o trastorno o, alternativamente, se
retrase su progresion. Dependiendo del tipo de aberracién de CRSP, por ejemplo, puede usarse un agonista de CRSP
o agente antagonista de CRSP para tratar al sujeto. Puede determinarse el agente apropiado basdndose en ensayos de
seleccidn descritos en el presente documento. Los métodos profilacticos se tratan con mds detalle en las siguientes
subsecciones.

2. Métodos terapéuticos

Otro aspecto de la invencién proporciona la fabricacién de un medicamento para modular la actividad o expresion
de CRSP con fines terapéuticos. El método modulador de la invencién implica poner en contacto una célula con un
agente que modula una o mds de las actividades de la actividad de la proteina CRSP asociada con la célula. Un agente
que modula la actividad de la proteina CRSP puede ser un agente tal como se describe en el presente documento,
tal como un 4cido nucleico o una proteina, una molécula diana que se produce de manera natural de una proteina
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CRSP, un péptido, un peptidomimético de CRSP, u otra molécula pequefia. En una realizacion, el agente estimula una
o mds actividades de proteina CRSP. Ejemplos de tales agentes estimulantes incluyen proteina CRSP y una molécula
de 4cido nucleico que codifica para CRSP que se ha introducido en la célula. En otra realizacién, el agente inhibe una
o mads actividades de la proteina CRSP. Ejemplos de tales agentes inhibidores incluyen moléculas de 4cido nucleico
de CRSP antisentido y anticuerpos anti-CRSP. Estos métodos moduladores pueden realizarse in vitro (por ejemplo,
mediante el cultivo de la célula con el agente) o, alternativamente, in vivo, (por ejemplo, administrando el agente p
a un sujeto). Como tal, la presente invencién proporciona la fabricacién de medicamentos para tratar a un individuo
aquejado de una enfermedad o trastorno caracterizado por actividad o expresiéon de CRSP aberrante de una proteina
CRSP o molécula de 4dcido nucleico. En una realizacién, el medicamento incluye un agente (por ejemplo, un agente
identificado mediante un ensayo de seleccién descrito en el presente documento), o combinacién de agentes que
modulan (por ejemplo, regulan por incremento o regulan por disminucién) la actividad o la expresién de CRSP. Puede
administrarse una proteina CRSP o una molécula de acido nucleico como un tratamiento para compensar la actividad
o la expresién de CRSP aberrante o reducida.

La estimulacién de la actividad de CRSP es deseable en situaciones en las que CRSP estd andmalamente reducida
por disminucién y/o en las que es probable que el aumento de la actividad de CRSP tenga un efecto beneficioso. De
igual manera, la inhibicién de la actividad de CRSP es deseable en situaciones en las que CRSP estd anémalamente
regulada por incremento y/o en las que es probable que la disminucién de la actividad de CRSP tenga efectos benefi-
ciosos. Un ejemplo de tal situacion es cuando un sujeto tiene un trastorno caracterizado por diferenciacién celular o de
desarrollo aberrante. Otro ejemplo de tal situacién es cuando el sujeto tiene una enfermedad proliferativa (por ejemplo,
céncer) o un trastorno caracterizado por una respuesta hematopoyética aberrante. Todavia otro ejemplo de tal situacién
es cuando es deseable lograr regeneracidn tisular en un sujeto (por ejemplo, cuando un sujeto ha experimentado dafio
cerebral o de la médula espinal y es deseable regenerar tejido neuronal de una manera regulada).

Por consiguiente, en una realizacién, la enfermedad es una enfermedad caracterizada por una proliferacion, dife-
renciacion, y/o supervivencia celular anémalas. Por ejemplo, la enfermedad puede ser una enfermedad hiper o hipopro-
liferativa. La invencién también se refiere a la fabricacidon de un medicamento para tratar enfermedades caracterizadas
por una proliferacidn, diferenciacién, y/o supervivencia celular andmalas en un sujeto, que no estan caracterizadas por
actividad de CRSP anémala (por ejemplo, actividad de CRSP-1). De hecho, dado que es probable que CRSP pueda
modular el estado proliferativo de una célula (es decir, estado de proliferacién, diferenciacién, y/o supervivencia de
una célula), CRSP puede regular una enfermedad en la que el estado proliferativo de una célula resulta de un defecto
distinto de la actividad de CRSP anémala.

Las enfermedades hiperproliferativas pueden tratarse con agentes terapéuticos de CRSP (por ejemplo, CRSP-1)
incluyendo enfermedades neopldsicas e hiperplésicas, tales como diversas formas de cancer y leucemias y trastornos
fibroproliferativos. Otras enfermedades hiperproliferativas que pueden tratarse o evitarse con los agentes terapéuticos
de CRSP objeto (por ejemplo agentes terapéuticos de CRSP-1) incluyen estados cancerosos, estados precancerosos,
estados benignos. El estado que va a tratarse o evitarse puede ser un tumor sélido, tal como un tumor que surge en
un tejido epitelial. Por consiguiente, el tratamiento de tal cadncer podria comprender la administracién al sujeto de un
agente terapéutico de CRSP que disminuya la interaccién de CRSP con un receptor de CRSP. Otros cdnceres que
pueden tratarse o evitarse con una proteina CRSP incluyen sarcomas y carcinomas, por ejemplo, cdncer de pulmon,
céncer de colon, cancer de préstata, mama, ovario, es6fago, pulmén, melanoma, seminoma y adenocarcinoma de
células escamosas. Otros tumores sélidos dentro del alcance de la invencién incluyen los que pueden encontrarse en
un libro de texto médico.

El estado que va a tratarse o evitarse también puede ser un tumor soluble, tal como leucemia, o bien crénico o bien
agudo, incluyendo leucemia mielégena crénica o aguda, leucemia linfocitica crénica o aguda, leucemia promielocitica,
leucemia monocitica, leucemia mielomonocitica, y eritrolecucemia. Todavia otros trastornos proliferativos que pueden
tratarse con un agente terapéutico de CRSP de la invencién incluyen enfermedad de cadena pesada, mieloma multiple,
linfoma, por ejemplo, linfoma de Hodgkin y linfoma no Hodgkin y macroglobulemia de Waldenstroem.

Enfermedades o estados caracterizados por un tumor s6lido o soluble pueden tratarse administrando un agente
terapéutico de CRSP o bien local o bien sistematicamente, de manera que se inhibe o disminuye la proliferacién
celular aberrante. A continuacién se describen con detalle métodos para administrar los compuestos de la invencién.

La invencién también proporciona la fabricacién de un medicamento para evitar la formacién y/o desarrollo de
tumores. Por ejemplo, puede anticiparse el desarrollo de un tumor mediante la presencia de una lesién especifica, tal
como una lesioén preneoplésica, por ejemplo, hiperplasia, metaplasia, y displasia, que pueden detectarse, por ejemplo,
mediante métodos citolégicos. Tales lesiones pueden encontrarse; por ejemplo, en el tejido epitelial. Por tanto, la
invencion se refiere a la fabricacion de un medicamento para inhibir la progresion de tal lesién en una lesion neopldasica.
Al sujeto que tiene una lesion preneoplasica se le puede administrar una cantidad de agente terapéutico de CRSP-1
suficiente para inhibir la progresion de la lesion preneopldsica en una lesién neopldsica.

La invencién también se refiere a la fabricacién de un medicamento para tratar o prevenir enfermedades en las que
se desea la proliferacion celular. Por ejemplo, pueden usarse agentes terapéuticos de CRSP para estimular la reparacién
tisular o la cicatrizacion de heridas, tal como tras la cirugia o para estimular la cicatrizacién tisular de quemaduras.
Otras enfermedades en las que es deseable la proliferacion de células son las enfermedades hipoproliferativas, es decir,
enfermedades caracterizadas por una proliferacién anémalamente baja de ciertas células.
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En todavia otra realizacién, la invencién proporciona la fabricacién de un medicamento para tratar o prevenir
enfermedades o estados caracterizados por diferenciacion celular aberrante. Por consiguiente, métodos para estimular
la diferenciacion celular en estados caracterizados por una inhibicién de diferenciacién celular normal que pueden o
no estar acompafiadas por una proliferacion excesiva. Alternativamente, pueden usarse agentes terapéuticos de CRSP
para inhibir la diferenciacién de células especificas.

En un método preferido, la célula que prolifera y/o se diferencia de manera aberrante es una célula presente en
el sistema nervioso. Se sugiere un papel para CRSP en el sistema nervioso al menos en parte a partir del hecho de
que CRSP-1 humana se expresa en cerebro fetal humano. Por consiguiente, la invencién proporciona la fabricacién
de un medicamento para tratar enfermedades o estados asociados con el sistema nervioso central o periférico. Por
ejemplo, la invencion se refiere a la fabricacién de un medicamento para tratar lesiones del sistema nervioso asociadas
con una proliferacion, diferenciacién o supervivencia aberrante de cualquiera de las siguientes células: neuronas,
células de Schwann, células gliales y otro tipo de células neurales. Los trastornos del sistema nervioso incluyen, pero
no se limitan a: dafios en la médula espinal, dafios cerebrales, lesiones asociadas con cirugia, lesiones isquémicas,
lesiones cancerosas, lesiones infecciosas, lesiones degenerativas (enfermedad de Parkinson, enfermedad de Alzheimer,
corea de Huntington, esclerosis lateral amiotréfica), enfermedades desmielinizantes (esclerosis multiple, mielopatia
asociada a inmunodeficiencia humana, mielopatia transversa, leucoencefalopatia multifocal progresiva, mielinolisis
pontina), dafios en neurona motora, atrofia muscular espinal progresiva, pardlisis bulbar progresiva, esclerosis lateral
primaria, atrofia muscular infantil y juvenil, pardlisis bulbar progresiva infantil (sindrome Fazio-Londe), poliomielitis,
y neuropatia motora y sensitiva hereditaria (enfermedad de Charcot-Marie-Tooth).

En otra realizacidn, la invencién proporciona la fabricacién de un medicamento para potenciar la supervivencia
y/o estimular la proliferacién y/o diferenciacion de células y tejidos in vitro. En una realizacion preferida, se usan los
agentes terapéuticos de CRSP para estimular la regeneracion y/o reparacién tisular (por ejemplo, para tratar lesién
nerviosa). Por ejemplo, pueden obtenerse tejidos de un sujeto y hacerlos crecer in vitro en presencia de un agente
terapéutico de CRSP, de manera que las células tisulares estimulen para proliferar y/o diferenciar. Después puede
volver a administrarse el tejido al sujeto.

Entre los enfoques que pueden usarse para aliviar los sintomas que implican una actividad de CRSP aberrante
y/o una proliferacién, diferenciacién, y/o supervivencia celular anémalas, se encuentran, por ejemplo, las moléculas
antisentido, ribozimas y de triple hélice, descritas anteriormente. Ejemplos de compuestos adecuados incluyen los
antagonistas, agonistas u homologos descritos con detalle anteriormente.

Todavia otros agentes terapéuticos de CRSP consisten en un primer péptido que comprende un péptido de CRSP
que puede unirse a un receptor de CRSP, y un segundo péptido que es citotoxico. Tales agentes terapéuticos pueden
usarse para seleccionar especificamente como objetivo y lisar células que expresan o sobreexpresan un receptor para
CRSP.

3. Farmacogenomica

Las moléculas de CRSP de la presente invencién, asi como los agentes, o moduladores que tienen un efecto
estimulante o inhibidor sobre la actividad de CRSP (por ejemplo, expresién del gen de CRSP) tal como se identifica
mediante un ensayo de seleccién descrito en el presente documento, pueden administrarse a individuos para tratar
(profilactica o terapéuticamente) trastornos (por ejemplo, trastornos proliferativos o del desarrollo) asociados con
actividad de CRSP aberrante. Junto con tal tratamiento, puede considerarse la farmacogenémica (es decir, el estudio
de la relacién entre el genotipo de un individuo y la respuesta de este individuo a un compuesto extrafio o farmaco). Las
diferencias en el metabolismo de agentes terapéuticos pueden dar lugar a toxicidad grave o fallo terapéutico mediante
la alteracién de la relacién entre la dosis y la concentracién en la sangre del formaco activo farmacolégicamente.
Por tanto, un médico o internista puede considerar aplicar el conocimiento obtenido en estudios de farmacogendmica
relevantes para determinar si administrar o no una molécula de CRSP o modulador de CRSP, asi como disefiar la
dosificacién y/o régimen terapéutico de tratamiento con una molécula de CRSP o modulador de CRSP.

La farmacogendémica trata con variaciones hereditarias clinicamente significativas en la respuesta frente a firmacos
debido a disposicidn de farmaco alterada y a la accién andémala en personas afectadas. Véase por ejemplo, Eichelbaum,
M., Clin Exp Pharmacol Physiol, 1996, 23(10-11):983-985 y Linder, M.W., Clin Chem, 1997, 43(2):254-266. En
general, pueden diferenciarse dos tipos de estados farmacogenéticos. Estados genéticos transmitidos como un factor
unico que altera la forma en que los farmacos actdan en el cuerpo (accién de farmaco alterada) o estados genéticos
transmitidos como factores Uinicos que alteran la forma en que el cuerpo actia sobre los farmacos (metabolismo de
farmaco alterado). Estos estados farmacogenéticos pueden producirse o bien como defectos genéticos raros o como
polimorfismos que se producen de manera natural. Por ejemplo, la deficiencia de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa
(G6PD) es una enzimopatia hereditaria comun en la que la principal complicacién clinica es la hemdlisis tras la ingesta
de farmacos oxidantes (antimalariales, sulfonamidas, analgésicos, nitrofuranos,) y consumo de habas.

Un enfoque farmacogendmico para identificar genes que predicen la respuesta al fairmaco, conocidos como “una
asociacién amplia de genoma”, se basa en primer lugar en un mapa de alta resolucién del genoma humano que con-
siste en marcadores relacionados con genes ya conocidos (por ejemplo, un mapa de marcador de gen “bialélico” que
consiste en 60.000-100.000 sitios polimorficos o variables del genoma humano, cada uno de los cuales tiene dos va-
riantes). Tal mapa genético de alta resolucién puede compararse con un mapa del genoma de cada uno de un niimero
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estadisticamente significativo de pacientes que toma parte en un ensayo de fairmaco en fase II/III para identificar mar-
cadores asociados con una respuesta al fairmaco particular observada o efectos secundarios. Alternativamente, tal mapa
de alta resolucién puede generarse a partir de una combinacién de alguno de los diez millones de polimorfismos de
un tnico nucleétido (SNP) conocidos en el genoma humano. Tal como se usa en el presente documento, un “SNP” es
una alteracion comun que se produce en una base nucleotidica sencilla en una extensién de ADN. Por ejemplo, puede
producirse un SNP una vez cada 1000 bases de ADN. Un SNP puede estar implicado en un proceso de enfermedad,
sin embargo, la inmensa mayoria no estardn asociados a enfermedad. Dado un mapa genético basado en la aparicién
de tales SNP, pueden agruparse los individuos en categorias genéticas dependiendo de un patrén de SNP particular en
su genoma individual. De tal manera, los regimenes de tratamiento pueden disefiarse, para grupos de individuos gené-
ticamente similares, teniendo en cuenta caracteristicas que pueden ser comunes entre tales individuos genéticamente
similares.

Alternativamente, puede utilizarse un método denominado el “enfoque de gen candidato”, para identificar genes
que predicen respuestas ante farmacos. Segtin este método, si se conoce un gen que codifica para una diana de farmacos
(por ejemplo, una proteina CRSP o receptor de CRSP de la presente invencién), todas las variantes comunes de ese
gen pueden identificarse bastante facilmente en la poblacién y puede determinarse si tener una version del gen frente
a otro estd asociado con una respuesta al formaco particular.

Como una realizacion ilustrativa, la actividad de las enzimas que metabolizan el farmaco es un determinante
principal tanto de la intensidad como de la duracién de la accién del farmaco. El descubrimiento de los polimorfismos
genéticos de las enzimas que metabolizan el fairmaco (por ejemplo, N-acetiltransferasa 2 (NAT 2) y enzimas CYP2D6
y CYP2C 19 de citocromo P450) ha proporcionado una explicacién de por qué algunos pacientes no obtienen los
efectos del farmaco esperados o muestran respuesta al firmaco exagerada y toxicidad grave tras tomar la dosis habitual
y segura de un farmaco. Estos polimorfismos se expresan en dos fenotipos en la poblacion, el metabolizador rdpido
(EM, extensive metabolizer) y el metabolizador lento (PM, pour metabolizer). La prevalencia de PM es diferente
entre poblaciones diferentes. Por ejemplo, el gen que codifica para CYP2D6 es sumamente polimérfico y se han
identificado varias mutaciones en PM, que dan lugar todas a la ausencia de CYP2D6 funcional. Los metabolizadores
lentos de CYP2D6 y CYP2C19 experimentan bastante a menudo efectos secundarios y respuesta al fiormaco exagerada
cuando reciben las dosis habituales. Si un metabolito es el resto terapéutico activo, los PM no muestran respuesta
terapéutica, tal como se demuestra por el efecto analgésico de la codeina mediada por su metabolito de morfina
formado por CYP2D6. En el otro extremo estan los denominados metabolizadores ultrarrapidos que no responden a
las dosis habituales. Recientemente, se ha identificado que la base molecular del metabolismo ultrarrdpido se debe a
la amplificacién del gen de CYP2D6.

Alternativamente, un método denominado “elaboracion del perfil de expresién génica”, puede utilizarse para iden-
tificar genes que predicen la respuesta al farmaco. Por ejemplo, la expresién génica de un animal al que se dosifica
un farmaco (por ejemplo, una molécula de CRSP o modulador de CRSP de la presente invencién) puede dar una
indicacién de si las rutas génicas relacionadas con la toxicidad se han activado o no.

Puede usarse la informacion generada a partir de mas de uno de los enfoques farmacogendmicos anteriores pueden
usarse para determinar la dosificacion y los regimenes de tratamiento adecuados para el tratamiento profilactico o
terapéutico de un individuo. Este conocimiento, cuando se aplica a la dosificacion o la seleccién de farmaco, puede
evitar reacciones adversas o fallos terapéuticos y por tanto, potenciar la eficacia terapéutica o profil4ctica cuando se
trata a un sujeto con una molécula de CRSP o un modulador de CRSP, tal como un modulador identificado por uno de
los ensayos de seleccién a modo de ejemplo descritos en el presente documento.

Esta invencion se ilustra adicionalmente mediante los siguientes ejemplos que no deben considerarse como limi-
tantes.

Ejemplos
Ejemplo 1
Aislamiento y caracterizacion de ADNc de CRSP-1 humana

En este ejemplo, se describe el aislamiento y la caracterizacién del gen que codifica para CRSP- 1 (también
denominada “CRISPY-1” o0 “TANGO 59”).

Aislamiento de ADNc de CRSP-1 humana

La invencién se basa al menos en parte en el descubrimiento de un gen humano que codifica para una proteina
segregada, denominada en el presente documento proteina segregada rica en cisteina-1 (CRSP-1). Se aisl6 un ADNc
parcial usando un método para atrapar la secuencia sefial. Esta metodologia se aprovecha del hecho de que molécu-
las tales como CRSP tienen una secuencia sefial amino terminal que dirige ciertas proteinas segregadas y unidas a
membrana a través del aparato secretor celular.

En resumen, se prepard una biblioteca de ADNc con cebador al azar usando ARNm preparado a partir de tejido
cerebral fetal humano (Clontech, Palo Alto CA) usando el kit Stratagene-ZAP-ADNc Synthesis™, (ndmero de caté-
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logo 20041). Se ligd el ADNCc en el vector de expresion de mamifero pTrap adyacente a un ADNc que codifica para la
fosfatasa alcalina de placenta carece de sefial secretora. Se transformaron los plasmidos en E. coli y se preparé ADN
usando el kit de purificacién de ADN Wizard™ (Promega). Se transfecté ADN en células COS-7 con Lipofectamine™
(Gibco-BRL). Tras una incubacién de 48 horas se sometieron a ensayo los sobrenadantes de las células COS para de-
tectar fosfatasa alcalina en un contador de centelleo Micro-Beta de Wallac usando el kit Phospha-Light™ (Tropix Inc.,
nimero de catdlogo BP300). Los ADN de plasmido individuales que puntiian positivo en el ensayo de secrecion de fos-
fatasa alcalina de célula COS se analizaron adicionalmente mediante secuenciacion de ADN usando procedimientos
habituales.

Usando un ADNCc parcial aislado mediante el método descrito anteriormente, se cloné un ADNc de longitud com-
pleta que codifica para CRSP-1 humana. La secuencia de nucledtidos que codifica para la proteina CRSP-1 humana
de longitud completa se muestra en la figura 1 y se expone como SEQ ID NO: 1. La proteina de longitud completa
codificada por este dcido nucleico estd comprendida por aproximadamente 350 aminoécidos y tiene la secuencia de
aminodcidos mostrada en la figura 1 y expuesta como SEQ ID NO: 2. La parte codificante (marco de lectura abierto)
de SEQ ID NO: 1 se expone como SEQ ID NO: 3.

Andlisis de CRSP-1 humana

La determinacién del perfil hidréfobo de CRSP-1 humana que tiene la secuencia de aminodcidos expuesta en SEQ
ID NO: 2 indica la presencia de una regién hidr6foba desde aproximadamente el aminodcido 1 hasta aproximada-
mente el aminodcido 23 de la SEQ ID NO: 2. El andlisis adicional de la secuencia de aminodcidos SEQ ID NO: 2
usando programas de prediccion de péptido sefial predijo la presencia de un péptido sefial desde aproximadamente el
aminodcido 1 hasta aproximadamente el aminodcido 19, 21, 6 23 de la SEQ ID NO: 2. Por consiguiente, la proteina
CRSP-1 madura incluye aproximadamente 327, 329, 6 331 aminodcidos que se extienden desde aproximadamente el
aminodcido 20, 22, 6 24 hasta aproximadamente el aminoédcido 350 de SEQ ID NO: 2. La presencia de la secuencia
sefial, ademads del hecho de que se identific6 CRSP-1 usando un sistema de atrapamiento de secuencia sefial, indica que
CRSP-1 es una proteina segregada. Es mds, puede realizarse la prediccion de tal péptido sefial y tal sitio de escision de
péptido sefial, por ejemplo, utilizando el algoritmo informatico SIGNALP (Henrik, et al. (1997) Protein Engineering
10:1-6).

Ademads, cuando se expresé el ADNc que codifica para CRSP-1 humana en células bacterianas con un marcador
FLAG C-terminal, se encontré que el producto de proteina CRSP-1 marcada con FLAG se segregaba al medio celular.

El examen de la secuencia de ADNc representada en la figura I muestra que CRSP-1 humana es particularmente
rica en residuos de cisteina. Tal como se muestra en la figura 1, CRSP-1 contiene 20 residuos de cisteina localizados
entre el aminoécido 147 y aminoacido 284 de SEQ ID NO: 2. Estos residuos de cisteina pueden formar posiblemente
10 puentes disulfuro.

Una busqueda BLAST (Altschul ef al. (1990) J. Mol. Biol. 215:403) de las secuencias de nucleétidos y amino4ci-
dos de CRSP-1 ha revelado que CRSP-1 es significativamente similar a ADNc de pollo que codifica para una proteina
de funcién desconocida, nimero de registro de GenBank D26311. Se aisl6 este ADNc de una biblioteca de ADNc del
cristalino de pollo y mostré que se expresaba en fibras del cristalino y epitelio del cristalino, pero no en la retina neural
ni en las células del higado. (Sawada et al. (1996) Int. J. Dev. Biol. 40:531). CRSP-1 y la proteina de pollo tienen una
identidad de secuencia de aminodcidos del 56% y una similitud de secuencia de aminodacidos del 72%. La similitud de
secuencia de aminodcidos entre la proteina del pollo y CRSP-1 humana es particularmente alta en el dominio rico en
cisteina de CRSP-1 que estd ubicada entre los aminoécidos 147 y 284 de SEQ ID NO: 2. En particular, los 20 residuos
de cisteina de CRSP-1 ubicados en esta region estdn presentes en la proteina del pollo (véase la figura 3).

Dos genes recientemente identificados en un examen para detectar supresores de formacién de glioblastoma (Li-
gon et al., 1997 Oncogene 14 1075-1081) también muestran homologia significativa con hCRSP-1. Estos genes, RIG
(“Regulados en Glioblastoma™) y 7-1 de tipo RIG (nimeros de registro de GenBank U32331 y AF034208, respecti-
vamente), se identificaron en un examen diferencial para detectar ARNm regulados por la introduccién de una copia
normal del cromosoma 10 en una linea celular de glioblastoma que alberga una delecién en el cromosoma 10 que
estimula tumorigénesis. Se presenta un diagrama esquematico que resume la relacién entre las secuencias de los genes
de CRSP-1 y RIG como la figura 9. La regién indicada de identidad entre CRSP-1, RIG y 7-1 de tipo RIG comprende
una region del UTR en 3’ del ARNm de CRSP-1 humana. Inicialmente se aisl6 este ADNc en el examen diferencial
descrito y posteriormente se usé para aislar mensajeros de RIG y 7-1 de tipo RIG de longitud completa tal como se
describe. 7-1 de tipo RIG es extremadamente homdélogo (similar en un 96,8% tal como se determina usando el pro-
grama de alineacién de proteina Lipman-Pearson, Ktuple (Tupla K): 2; Gap penalty (penalizacién por hueco): 4, Gap
lenght penalty (penalizacién por longitud de hueco): 12; y homélogo en un 64,7% usando el programa de alineacién
de ADN Wilbur Lipman, Ktuple: 3; Gap penalty: 3; Window (intervalo): 20) a CRSP-1, aunque la proteina codificada
carece de la secuencia sefial N-terminal y por tanto, no se prevé que sea una proteina segregada. E1 ARNm de RIG de
longitud completa sdlo presenta homologia con CRSP-1 en la regiéon del ADNc inicial. Estos datos asocian CRSP-1
con glioblastoma humano y sugieren que CRSP-1 puede ser importante en la supresién del fenotipo tumoral. También
es coherente un papel en el glioblastoma con el alto nivel de expresion de ARNm de CRSP-1 observado en el tejido
cerebral humano. Ademads, la co-localizacién de los genes de CRSP-1, RIG y de tipo RIG en una regién de cromosoma
11 (11p15.1) implicada en el desarrollo de astrocitoma maligno humano (Ligon et al. 1997 Oncogene 14 1075-1081)
indica adicionalmente un papel para estos genes en tumorigénesis.

40



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 285768 T3

La proteina CRSP-1 humana también tiene alguna similitud de secuencia aminoécidos con la metalotioneina,
particularmente en el dominio rico en cisteinas.

Distribucion tisular de ARNm de CRSP-1

Este ejemplo describe la distribucidn tisular de ARNm de CRSP-1, tal como se determina mediante hibridacién
por transferencia de tipo Northern.

Las hibridaciones por transferencia de tipo Northern con las diversas muestras de ARN se realizaron en condiciones
habituales y se lavaron en condiciones rigurosas, es decir, 0,2 x SSC a 65°C. En cada muestra, la sonda se hibrid6 con
un ARN sencillo de aproximadamente 2,5 kb. Los resultados de la hibridacién de la sonda con diversas muestras de
ARNmMm se describen a continuacion.

La hibridacién de una transferencia de tipo Northern de tejido multiple (MTN) fetal de Clontech (Clontech, LaJolla,
CA) que contiene ARN de rifién, higado, pulmén y cerebro fetal indic6 la presencia de altos niveles de ARNm de
CRSP-1 en pulmén y cerebro fetal y niveles ligeramente inferiores de ARNm de GRSP-1 en rifién fetal. Sin embargo,
no se encontrd nivel significativo de ARNm de CRSP-1 en el higado fetal.

La hibridacién de una transferencia de tipo Northern de tejido multiple (MTN) humano de Clontech (Clontech,
LaJolla, CA) que contiene ARN de pancreas, rifion, musculo esquelético, higado, pulmén, placenta, cerebro y corazén
adulto con una sonda de CRSP-1 humana indic6 la presencia de altos niveles de ARNm de CRSP-1 en el corazén, nive-
les ligeramente inferiores en el cerebro y niveles mucho mads inferiores en la placenta y pulmén. También se encontrd
algo de ARNm de CRSP-1 en el misculo esquelético adulto. Sin embargo, no se observaron niveles significativos de
ARNm de CRSP-1 en el pancreas, rifién o higado adulto. De manera interesante, el gen de pollo que era homélogo a
CRSP-1 no se expreso a niveles detectables en ninguno de los higados (Sawada et al. (1996) Int. J. Dev. Biol. 40:531).

Hibridacién adicional de una transferencia de tipo Northern de tejido multiple (MTN) humano de Clontech (Clon-
tech, LaJolla, CA) que incluye ARN de médula espinal adulta revel6 niveles elevados de expresion de CRSP-1 en
ARNm aislado de médula espinal adulta.

Un andlisis in situ revel6 adicionalmente los siguientes patrones de expresién cuando hibridan secciones tisulares
con sondas de CRSP-1. Se expres6 ARNm de CRSP-1 en el corazén, pulmén, aorta, ojo (retina y cristalino) y cerebro
(corteza) en embriones de ratén de 14,5 dias. Se expres6 ARNm de CRSP-1 en el corazén, pulmén, ojo (retina y
cristalino), cerebro (cortical), y cartilago (pie, traquea, laringe, cabeza, esterndn y médula espinal) en tejidos de ratones
post-natales de 1,5 dias. Se expresé ARNm de CRSP-1 en el cerebro (corteza, hipocampo, tronco encefélico), corazén
(s6lo auricula), ojo (retina y capa exterior del cristalino) en tejidos de ratones adultos.

Por tanto, CRSP-1 se expresa de manera especifica de tejido, observandose la mayor expresion en el cerebro,
corazén y médula espinal.

Datos de expresion de proteina CRSP-1
Constructos

Se prepararon constructos de expresion para dos formas de CRSP-1 usando el vector de expresién pMET-stop
de mamifero. La forma 1 comprendia un ADNc que incorpora la secuencia codificante de proteina CRSP-1 de 350
aa (CRSP-1 flag.larga) y la forma 2 comprendia la secuencia codificante de CRSP-1 completa salvo por los ulti-
mos 18 aminodcidos (CRSP-1 flag.corta). Se afiadié una secuencia C-terminal que codifica para el epitopo FLAG
(DYKDDDDK) a ambas formas de CRSP-1 para facilitar la deteccién y purificacién. Se generaron ADNc de CRSP-
1flag mediante PCR a partir de un molde de ADNc de CRSP-1 de longitud completa y se ligaron a pMET-stop usando
sitios de restriccion EcoR1 y Sall.

Transfeccion de prueba - expresion a pequeria escala

Se transfectaron constructos de expresion para CRSP-1flag.larga y CRSP-1flag.corta en células 293T usando 10 ul
de lipofectamina (GIBCO/BRL) y 2 ug de ADN por pocillo de una placa de 6 pocillos de células que eran confluentes
en un 70-80%. Tras 5 horas a 37°C, se alimentaron las células con 1 ml de FCS/DMEM al 20%. Tras la incubacion du-
rante la noche a 37°C, se acondicionaron las células en 1 ml de OptiMEM durante 48 horas a 37°C. Se solubilizaron las
muestras de sobrenadante y sedimentos celulares en tamp6n de gel SDS-PAGE hirviendo, se eluyeron en un gel SDS-
PAGE al 4-20%, se transfirieron a una membrana de nylon y se exploraron con sonda con el anticuerpo anti-FLAG
monoclonal M2. Las muestras tanto del sobrenadante como del sedimento mostraron inmunorreactividad significativa
en un intervalo de peso molecular de 40-65 kDa sobre pelicula autorradiografica usando un anticuerpo secundario
conjugado HRP y reactivos de deteccién de ECL. Por tanto, se segregan ambas formas de CRSP-1 sometidas a prueba
a partir de células 293T confirmando asi experimentalmente que CRSP-1 es una proteina segregada. Debe observarse
que los pesos moleculares de ambas formas de CRSP-1 sometidas a prueba son superiores de lo previsto a partir de la
secuencia de aminodcidos, lo que sugiere que las proteinas CRSP-1 segregadas por células 293T pueden glucosilarse.
Esto concuerda con la presencia de cuatro sitios potenciales para glucosilacion unida en N en la proteina CRSP-1.
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Produccion de proteina CRSP-1 a gran escala

Para la expresion de CRSP-1flag.larga a gran escala, se transfectaron a 30 x 150 mM, placas de células 293T con
una confluencia del 70-80% con 27 ug de ADN, 100 ul de lipofectamina en 18 ml de OptiMEM durante 5 horas a
37°C. Se afiadieron 18 ml de FCS/DMEM al 10% a cada placa y se incubaron durante la noche a 37°C. Veinticuatro
horas tras el comienzo de la transfeccidn, se aspir6 el sobrenadante de transfeccién y se afiadieron 35 ml de OptiMEM
a cada placa y se incubaron las placas a 37°C durante 72 horas. Se recogié el medio condicionado, se centrifugd a
4000 rpm durante 30 min a 4°C, y se filtr6 a través de una unidad de filtro de 0,45 micras. Se pasaron 1100 ml a través
de una columna de afinidad anti-FLAG M2 de 1,6 x 10 cm preequilibrada en tamp6n PBS, pH 7.4 a una velocidad de
flujo de 2,0 ml por minuto. Tras lavar con 200 ml de tampdén PBS pH 7.4, se eluyé el material unido mediante una
etapa de tampon Glicina 200 mM, pH 3,0 y se recogieron fracciones de 0,5 ml. Tras la elucién, se detectd un pico de
proteina significativo por absorbancia a 280 nm. Se analizaron las muestras correspondientes al medio condicionado,
las fracciones de flujo a través y eluidas mediante SDS-PAGE tefiidas con plata y azul de Coomassie y mediante
analisis por inmunotransferencia de tipo western tal como se describié anteriormente. Se detecté inmunorreactividad
significativa en un intervalo de peso molecular de 40-65 kDa en medio condicionado y en fracciones eluidas pero no
en la muestra de flujo a través, lo que indica que la proteina CRSP-1 flag.larga segregada se unié especificamente a
la columna de afinidad y se eluy6 eficazmente mediante las condiciones descritas. La tincién de geles de SDS-PAGE
con azul de Coomassie sugiri6 que la proteina inmunorreactiva predominante constituia >90% de la proteina presente
en el pico de proteina unida y eluida. Se juntaron las fracciones de pico de la proteina eluida y se sometieron a diélisis
frente a solucién salina tamponada de fosfato dando como resultado un volumen de 4 ml de proteina CRSP-1 flag.larga
a una concentracion de aproximadamente 1 mg/ml.

Ejemplo 2
Aislamiento y caracterizacion de ADNc de CRSP-2, CRSP-3, y CRSP-4 humanas

Para identificar proteinas novedosas relacionadas con CRSP-1, se usé la secuencia de aminoédcidos de CRSP-1
humana para buscar las bases de datos privadas y dbEST usando TBLASTN (WashUversion, 2.0, matriz de bisqueda
BLOSUMSG62). A partir de esta bisqueda, se identificaron cuatro secuencias de proteinas parciales distintas que pre-
sentaban homologfa significativa con CRSP-1 humana. Se disefiaron estas secuencias como secuencias parciales para
las CRSP-h novedosas; CRSP-2-h, CRSP-3-h, CRSP-4-h y N terminal de tipo h-CRSP.

Se derivé la secuencia de proteina parcial hCRSP-2 de un clon de dbEST sencillo con nimero de registro
AA565546. Este clon se obtuvo posteriormente de la coleccion IMAGE y se secuencié totalmente para definir la
secuencia de hCRSP-2 completa representada en la figura 2.

Se derivo la secuencia de proteina parcial hCRSP-3 de un clon de jthKb075a10 con un cédigo de identificacién
de secuencia jthKb075a10. Este clon se secuencié adicionalmente y se combiné esta informacién de secuencia con
secuencias adicionales de dbEST usando el programa de reunién Phrap (P. Green, U. Washington) para definir la
secuencia de hCRSP-3 completa representada en la figura 3. Se deposité el ADN para el clon de jthKb075a10 en
la ATCC con el nimero de registro 98633. El andlisis de transferencia tipo Northern de diversos tejidos usando una
sonda especifica para hCRSP-3 revel6 que el ARNm de CRSP-3 se limitaba a la placenta. La expresién de ARNm de
CRSP-3 todavia no se ha demostrado en otros tejidos humanos adultos normales.

Recientemente se ha descrito un homdélogo murino y de Xenopus de CRSP-3 denominado dkk-1 (“dickkopf”,
alemdn, cabeza dura) que se propone que codifica para una molécula de sefializacién segregada (Nature, 391, 357-
368). Se describe dkk-1 como un inductor potente de la formacién de la cabeza durante el desarrollo temprano de
Xenopus, suponiendo aparentemente su mecanismo de accidn la inhibicién de la familia wnt de factores segregados.

Dada la homologia entre CRSP-3 y dkk-1, se sugiere que hCRSP-3 puede presentar profunda actividad de in-
duccién de la cabeza durante el desarrollo embrionario humano temprano. Ademads, se piensa que los mecanismos
de accion de dkk-1 implican antagonismo de miembros de la familia wnt de proteinas segregadas. Se ha asociado
la sobreexpresion de proteinas wnt con ciertos tipos de cdncer. Por ejemplo, la activacién de la expresion de wnt- 1
mediante insercién proviral de MMTYV provoca cdncer de mama en ratén (véase Cadigan y Nusse, Genes y Dev., 1997
11 3286-3305). Por tanto, al menos CRSP-3, y potencialmente otros miembros de la familia de CRSP, también pueden
tener un papel en la supresion de sefializacion de wnt en céancer.

Se derivd la secuencia de proteina parcial CRSP-4-h de un clon de dbEST sencillo con nimero de registro W55979.
Posteriormente se obtuvo este clon de la colecciéon IMAGE y se secuenci6 totalmente para definir una secuencia de
CRSP-4-h mostrada en la figura 4. El andlisis por transferencia tipo Northern de diversos tejidos usando una sonda
especifica para CRSP-4-h revelé que el ARNm de CRSP-4 se expresaba en diversos tejidos humanos adultos. La
expresion de ARNm de CRSP-4 fue superior en el corazén, cerebro, placenta, pulmén y musculo esquelético.

Se derivé la secuencia de proteina parcial N terminal de tipo CRSP humana de un clon de dbEST sencillo con

nimero de registro AA397836. Este clon se obtuvo posteriormente de la coleccion IMAGE y se secuenci6 totalmente
para definir la secuencia de N terminal de tipo CRSP mostrada en la figura 5.
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Estructura de las proteinas de la familia CRSP

En la figura 6 se muestra una alineacion de las secuencias de aminodcidos de CRSP-1 humana, CRSP-2 humana,
CRSP-3 humana, y CRSP-4 humana. Los residuos de aminodcidos que se conservan entre los miembros de la familia
de CRSP estdn recuadrados. Los 20 residuos de cisteina conservados estdn indicados mediante un asterisco. Los
dominios ricos en cisteina estdn indicados como CRD-1 y CRD-2. La estructura del dominio de las proteinas CRSP
de longitud completa de la presente invencidn se muestra en la figura 7. La homologia de aminodcidos y nucleétidos
entre los miembros de la familia de CRSP es tal como sigue en las tablas 1 y 2.

TABLA 1
CRSP-1 | CRSP-2 | CRSP-3 | CRSP-4 | mdkk-1 | xdkk-1 | CLFEST
CRSP-1 | 100 16,0 18,6 15,1 18,5 16,5 53,0
CRSP-2 100 33,7 35,2 32,6 33,7 16,2
CRSP-3 100 33,1 80,2 53,5 17,4
CRSP-4 100 30,5 33,7 12,5

Los porcentajes de homologia de aminoécidos se determinaron usando el programa ALIGN, (versién 2.0) (paquete
de software GCG) usando una tabla de residuos en peso PAM120, gap lenght penalty (penalizacién de longitud de
hueco) de 12, y gap penalty (penalizacién de hueco) de 4.

TABLA 2
CRSP-1 | CRSP-2 | CRSP-3 | CRSP-4 | mdkk-1l | xdkk-1 | CLFEST
CRSP-1 | 100 30,0 37,2 34,7 31,5 45,4 58,8
CRSP-2 100 43,0 35,9 38,8 38,4 36,7
CRSP-3 100 59,3 66,4 53,7 32,1
CRSP-4 100 38,8 38,4 36,7

Los porcentajes de homologia de nucleétidos se determinaron usando el programa de alineacién de ADN Wilbur
Lipman, Ktuple: 3; Gap Penalty (penalizacién de hueco): 3; Window (intervalo): 20.
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REIVINDICACIONES
1. Molécula de 4cido nucleico aislada seleccionado del grupo constituido por:
a) un 4cido nucleico que comprende la SEQ ID NO: 3 o la SEQ ID.NO: 9;

b) un 4cido nucleico que codifica para un polipéptido que comprende la secuencia de aminoécidos de los residuos
de aminoacidos 24-350 de SEQ ID NO: 2, o la secuencia de aminodcidos de los residuos de aminoacidos 21-266 de
SEQ ID NO: §;

¢) un dcido nucleico que codifica para un polipéptido que comprende una variante alélica que se produce de manera
natural de la secuencia de aminoécidos de los residuos de aminodcidos 20-224 de SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 11,
o SEQ ID NO: 14, en el que dicha variante alélica que se produce de manera natural modula la transduccién de la
sefial celular o la proliferacién celular, y en el que (i) dicho dcido nucleico que codifica para una variante alélica que
se produce de manera natural de la secuencia de aminodcidos de los residuos de aminodcidos 20-224 de SEQ ID NO:
5 hibrida con el complemento de SEQ ID NO: 6 en condiciones de lavado rigurosas, (ii) dicho dcido nucleico que
codifica para una variante alélica que se produce de manera natural de la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
11 hibrida con el complemento de SEQ ID NO: 12 en condiciones de lavado rigurosas, (iii) dicho 4cido nucleico que
codifica para una variante alélica que se produce de manera natural de la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 14
hibrida con el complemento de SEQ ID NO: 15 en condiciones rigurosas de lavado, en el que las condiciones rigurosas
de lavado son 0,2 X SSC, SDS al 0,1% a 50-65°C;

d) un 4cido nucleico que comprende una secuencia de nucledtidos que es el complemento de a), b), o ¢); y
e) un vector de expresion de célula eucariota recombinante que comprende el dcido nucleico de a), b), ¢) o d).

2. Molécula de acido nucleico aislada segtn la reivindicacién 1, en la que la molécula de dcido nucleico aislada
comprende una secuencia de nucledtidos seleccionada del grupo constituido por SEQ ID NO: 1, y SEQ ID NO: 3.

3. Molécula de 4cido nucleico aislada segtin la reivindicacién 1, en la que dicha molécula de dcido nucleico aislada
comprende una secuencia de nucledtidos seleccionada del grupo constituido por SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 9y la
secuencia de nucleédtidos del inserto de ADN del plasmido depositada en la ATCC con el niimero de registro 98633.

4. Molécula de 4cido nucleico aislada segtin la reivindicacién 1, en la que dicha molécula de 4cido nucleico aislada
codifica para un polipéptido que comprende una secuencia de aminoicidos seleccionada del grupo constituido por
SEQ ID NO: 2, los residuos de aminoacidos 20-350 de SEQ ID NO: 2, los residuos de aminoacidos 22-350 de SEQ
ID NO: 2 y los residuos de aminodcidos 24-350 de SEQ ID NO: 2.

5. Molécula de 4cido nucleico aislada segtin la reivindicacién 1, en la que dicha molécula de acido nucleico aislada
codifica para un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo constituido por
SEQ ID NO: 8 y los residuos de aminoacidos 21-266 de SEQ ID NO: 8.

6. Molécula de acido nucleico aislada segin la reivindicacién 1a), 1b) o 1c), en la que dicha molécula de 4cido
nucleico aislada ademds comprende:

1) una secuencia de dcido nucleico vector; y/o
ii) una secuencia de 4cido nucleico que codifica para un polipéptido heterélogo.

7. Molécula de 4cido nucleico aislada segun la reivindicacion le), en la que dicha molécula de dcido nucleico
aislada ademas comprende una secuencia de acido nucleico que codifica para un polipéptido heterélogo.

8. Célula huésped que comprende el vector de expresion de célula eucariota recombinante segtin la reivindicacién
le).

9. Célula huésped que comprende un vector que comprende el dcido nucleico de una cualquiera de las reivindica-
ciones la), 1b), 2, 3,4 6 5 en la que dicho 4cido nucleico es un 4cido nucleico recombinante.

10. Polipéptido aislado seleccionado del grupo constituido por:

a) un polipéptido que comprende al menos 15 aminoécidos contiguos de las SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 8, SEQ
ID NO: 11 o SEQ ID NO: 14, polipéptido que modula la transduccién de sefiales celulares o la proliferacién celular;

b) un polipéptido que comprende una variante alélica que se produce de manera natural de la secuencia de ami-
nodcidos de los residuos de aminoacidos 20-224 de SEQ ID NO: 5, los residuos de aminoacidos 21-266 de SEQ ID
NO: 8, SEQ ID NO: 11 o SEQ ID NO: 14, en el que dicha variante alélica que se produce de manera natural modula
la transduccidn de sefiales celulares o la proliferacion celular y en el que (i) dicha variante alélica que se produce de
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manera natural de la secuencia de aminoacidos de los residuos de aminoacidos 20-224 de SEQ ID NO: 5 esta codifi-
cada por una molécula de 4cido nucleico que hibrida con el complemento de SEQ ID NO: 6 en condiciones de lavado
rigurosas, (ii) dicha variante alélica que se produce de forma natural de la secuencia de aminoécidos de SEQ ID NO: 8§
estd codificada por una molécula de 4cido nucleico que hibrida con el complemento de SEQ ID NO: 9 en condiciones
de lavado rigurosas, (iii) dicha variante alélica que se produce de forma natural de la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 11 esta codificada por una molécula de dcido nucleico que hibrida con el complemento de SEQ ID NO:
12 en condiciones de lavado rigurosas, y (iv) dicha variante alélica que se produce de forma natural de la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO: 14 esta codificada por una molécula de acido nucleico que hibrida con el complemento
de SEQ ID NO: 15 en condiciones de lavado rigurosas, y en el que las condiciones de lavado rigurosas son 0,2 X SSC,
SDS al 0,1% a 50-65°C;

¢) un polipéptido que comprende los residuos de aminoécidos 24-350 de SEQ ID NO: 2; y

d) un polipéptido que comprende una secuencia de aminodcidos que tiene al menos un 80% de identidad de
secuencia de aminodcidos con la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 8 o SEQ ID NO: 11 sobre
la longitud completa de SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 8 o SEQ ID NO: 11, respectivamente, y modula la transduccién
de sefiales celulares o la proliferacién celular.

11. Polipéptido aislado segtin la reivindicacion 10, en el que dicho polipéptido comprende al menos 15 aminodcidos
contiguos de SEQ ID NO: 8 y en el que dicho polipéptido modula la transduccion de sefiales celulares o la proliferacién
celular.

12. Polipéptido aislado segtin la reivindicacién 10, en el que dicho polipéptido comprende al menos 20 aminoéacidos
contiguos de SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 11 o SEQ ID NO: 14 y en el que dicho polipéptido modula la transduccién
de sefales celulares o la proliferacion celular.

13. Polipéptido aislado segtin la reivindicacién 10, en el que dicho polipéptido comprende al menos 30 aminodcidos
contiguos de SEQ ID NO:5, SEQ ID NO: 11 o SEQ ID NO: 14 y en el que dicho polipéptido modula la transduccién
de sefales celulares o la proliferacion celular.

14. Polipéptido aislado segtin la reivindicacién 10, en el que dicho polipéptido comprende al menos 50 aminoacidos
contiguos de SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 11 o SEQ ID NO: 14 y en el que dicho polipéptido modula la transduccién
de sefales celulares o la proliferacion celular.

15. Polipéptido aislado segun la reivindicaciéon 10, en el que dicho polipéptido comprende al menos 100 ami-
nodcidos contiguos de SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 11 o SEQ ID NO: 14 y en el que dicho polipéptido modula la
transduccién de sefiales celulares o la proliferacion celular.

16. Polipéptido aislado segiin la reivindicacién 10, en el que dicho polipéptido comprende al menos 20 aminoacidos
contiguos de SEQ ID NO: 8 y en el que dicho polipéptido modula la transduccién de sefiales celulares o la proliferacién
celular.

17. Polipéptido aislado segtin la reivindicacion 10, en el que dicho polipéptido comprende al menos 30 aminodcidos
contiguos de SEQ ID NO:8 y en el que dicho polipéptido modula la transduccidn de sefiales celulares o la proliferacién
celular.

18. Polipéptido aislado segtin la reivindicacion 10, en el que dicho polipéptido comprende al menos 50 aminodcidos
contiguos de SEQ ID NO: 8 y en el que dicho polipéptido modula la transduccién de sefiales celulares o la proliferacion
celular.

19. Polipéptido aislado segtn la reivindicacién 10, en que dicho polipéptido comprende al menos 100 aminoécidos
contiguos de SEQ ID NO: 8 y en el que dicho polipéptido modula la transduccidon de sefiales celulares o la proliferacién
celular.

20. Polipéptido aislado segtn la reivindicacién 10, en el que dicho polipéptido aislado comprende una secuencia
de aminodécidos seleccionada del grupo constituido por SEQ ID NO: 8 y los residuos de aminoécidos 21-266 de SEQ
ID NO: 8.

21. Polipéptido aislado segtn la reivindicacién 10, en el que dicho polipéptido aislado comprende una secuencia
de amino4cidos seleccionada del grupo constituido por SEQ ID NO: 2, los residuos de aminoacidos 20-350 de SEQ
ID NO: 2, los residuos de aminodcidos 22-350 de SEQ ID NO: 2, y los residuos de aminoacidos 24-350 de SEQ ID
NO: 2.

22. Polipéptido aislado segtin la reivindicacion 10, en el que dicho polipéptido aislado comprende una secuencia
de aminodcidos seleccionada del grupo constituido por SEQ ID NO: 5, los residuos de aminoécidos 20-224 de SEQ
ID NO: 5, SEQ ID NO: 11 y SEQ ID NO: 14.
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23. Polipéptido aislado segtin una cualquiera de las reivindicaciones 10-22, que ademds comprende un polipéptido
heterdlogo.

24. Anticuerpo o parte inmunolégicamente activa del mismo que se une especificamente a un polipéptido seleccio-
nado del grupo constituido por:

a) un polipéptido constituido por 15 aminoécidos contiguos de SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 11 o
SEQID NO: 14;y

b) un polipéptido constituido por una variante alélica que se produce de manera natural de la secuencia de ami-
nodcidos de los residuos de aminoacidos 20-224 de SEQ ID NO: 5, los residuos de aminoacidos 21-266 de SEQ ID
NO: 8, SEQ ID NO: 11 o SEQ ID NO: 14, en el que dicha variante alélica que se produce de forma natural modula
la transduccién de sefales celulares o la proliferacion celular y en el que (i) dicha variante alélica que se produce
de forma natural de la secuencia de aminodcidos de los residuos de aminoacidos 20-224 de SEQ ID NO: 5 esta co-
dificada por una molécula de 4cido nucleico que hibrida con el complemento de SEQ ID NO: 6 en condiciones de
lavado rigurosas, (ii) dicha variante alélica que se produce de forma natural de la secuencia de aminodcidos de los
residuos de aminodcidos 21-266 de SEQ ID NO: 8 estd codificada por una molécula de 4cido nucleico que hibrida con
el complemento de SEQ ID NO: 9 en condiciones de lavado rigurosas, (iii) dicha variante alélica que se produce de
forma natural de la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 11 esté codificada por una molécula de 4cido nucleico
que hibrida con el complemento de SEQ ID NO: 12 en condiciones de lavado rigurosas, (iv) dicha variante alélica que
se produce de forma natural de la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 14 esta codificada por una molécula de
dcido nucleico que hibrida con el complemento de SEQ ID NO: 15 en condiciones de lavado rigurosas, y en el que las
condiciones de lavado rigurosas son 0,2 X SSC, SDS al 0,1% a 50-65°C.

25. Anticuerpo o parte inmunolégicamente activa del mismo segtin la reivindicacién 24, en el que dicho anticuerpo
o parte inmunoldgicamente activa del mismo se une especificamente a un polipéptido constituido por 15 aminoacidos
contiguos de SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 11 o SEQ ID NO: 14.

26. Anticuerpo o parte inmunolégicamente activa del mismo segun la reivindicacién 24, en el que dicho anticuerpo
o parte inmunoldgicamente activa del mismo se une especificamente a un polipéptido constituido por 20 aminodcidos
contiguos de SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 11 o SEQ ID NO: 14.

27. Anticuerpo o parte inmunolégicamente activa del mismo segun la reivindicacién 24, en el que dicho anticuerpo
o parte inmunoldgicamente activa del mismo se une especificamente a un polipéptido constituido por 30 aminodcidos
contiguos de SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 11 o SEQ ID NO: 14.

28. Anticuerpo o parte inmunolégicamente activa del mismo segtin la reivindicacién 24, en el que dicho anticuerpo
o parte inmunolégicamente activa del mismo se une especificamente a un polipéptido que estad constituido por una
secuencia de aminodcidos seleccionada del grupo constituido por SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 8, SEQID NO: 11y
SEQ ID NO: 14.

29. Anticuerpo o parte inmunolégicamente activa del mismo segtin la reivindicacién 28, en el que dicho anticuerpo
o parte inmunolégicamente activa del mismo se une especificamente a un polipéptido que estd constituido por la
secuencia de aminoacidos de los residuos de aminoacidos 21-266 de SEQ ID NO: 8.

30. Anticuerpo o parte inmunolégicamente activa del mismo segun la reivindicacién 28, en el que dicho anticuerpo
o parte inmunolégicamente activa del mismo se une especificamente a un polipéptido que estd constituido por la
secuencia de aminodacidos de los residuos de aminoacidos 20-224 de SEQ ID NO: 5.

31. Anticuerpo o parte inmunolégicamente activa del mismo segtin una cualquiera de las reivindicaciones 24-30,
en el que dicho anticuerpo o parte inmunoldgicamente activa del mismo se selecciona del grupo constituido por un
anticuerpo humano, un anticuerpo monoclonal humanizado, un anticuerpo monoclonal quimérico y una parte inmu-
nolégicamente activa de uno de los anteriores.

32. Anticuerpo o parte inmunolégicamente activa del mismo segtin una cualquiera de las reivindicaciones 24-30,
en el que dicho anticuerpo o parte inmunoldgicamente activa del mismo es un anticuerpo monoclonal o una parte
inmunolégicamente activa de un anticuerpo monoclonal.

33. Anticuerpo o parte inmunolégicamente activa del mismo segin una cualquiera de las reivindicaciones 24-
30, en el que dicho anticuerpo o parte inmunolégicamente activa del mismo es una parte inmunolégicamente activa
seleccionada del grupo constituido por un fragmento Fab y un fragmento F(ab’),.

34. Anticuerpo o parte inmunolégicamente activa del mismo segtin una cualquiera de las reivindicaciones 24-33,
en el que dicho anticuerpo o parte inmunoldgicamente activa del mismo comprende un marcador detectable.

35. Anticuerpo o parte inmunolégicamente activa del mismo segin la reivindicacién 34, en el que dicho marca-
dor detectable es una enzima, un grupo prostético, un material fluorescente, un material luminiscente, un material
bioluminiscente o un material radiactivo.

46



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 285768 T3

36. Método para producir un polipéptido segtn la reivindicacién 10, que comprende poner en cultivo la célula
huésped segiin la reivindicacién 8 en condiciones en las que se expresa el vector de expresion recombinante y se
produce dicho polipéptido.

37. Método para producir un polipéptido segun la reivindicacién 20 o la reivindicacién 21, que comprende poner en
cultivo la célula huésped segtin la reivindicacién 9 en condiciones en las que se expresa el 4cido nucleico recombinante,
y se produce dicho polipéptido.

38. Método para detectar la presencia de un polipéptido segiin una cualquiera de las reivindicaciones 10-23, en una
muestra que comprende:

a) poner en contacto la muestra con un anticuerpo o parte inmunolégicamente activa del mismo segin una cual-
quiera de las reivindicaciones 24-35; y

b) determinar si dicho anticuerpo se une a un polipéptido en la muestra para asi detectar la presencia de dicho
polipéptido seglin una cualquiera de las reivindicaciones 10-23 en la muestra.

39. Kit que comprende un anticuerpo o parte inmunolégicamente activa del mismo segiin una cualquiera de las
reivindicaciones 24-35 e instrucciones para su uso.

40. Uso de un kit para detectar un polipéptido segtin una cualquiera de las reivindicaciones 10-23 en una muestra,
comprendiendo dicho kit un anticuerpo o parte inmunoldgicamente activa del mismo segliin una cualquiera de las
reivindicaciones 24-35 e instrucciones para su uso.

41. Método para detectar la presencia de una molécula de 4cido nucleico segiin una cualquiera de las reivindica-
ciones 1-5 en una muestra que comprende:

a) poner en contacto la muestra con un cebador o sonda de 4cido nucleico que hibrida especificamente con una
molécula de 4cido nucleico segin una cualquiera de las reivindicaciones 1-5; y

b) determinar si el cebador o sonda de 4cido nucleico se une a una molécula de dcido nucleico en la muestra para
asf detectar la presencia de una molécula de dcido nucleico segiin una cualquiera de las reivindicaciones 1-5 en la
muestra.

42. Método segun la reivindicacion 41, en el que la muestra comprende moléculas de ARNm y se pone en contacto
con una sonda de 4cido nucleico.

43. Uso de un kit para detectar una molécula de acido nucleico segtin una cualquiera de las reivindicaciones 1-5
en una muestra, comprendiendo dicho kit un cebador o sonda de 4cido nucleico que hibrida especificamente con una
molécula de 4cido nucleico segin una cualquiera de las reivindicaciones 1-5 e instrucciones para su uso.

44. Método in vitro para identificar un compuesto que se une a un polipéptido segin una cualquiera de las reivin-
dicaciones 10-23 que comprende:

a) poner en contacto un polipéptido segin una cualquiera de las reivindicaciones 10-23, o una célula que expresa
dicho polipéptido con un compuesto de prueba; y

b) determinar si el polipéptido se une con el compuesto de prueba.

45. Método segtin la reivindicacion 44, en el que se detecta la unién del compuesto de prueba con el polipéptido
mediante un método seleccionado del grupo constituido por:

a) deteccion de unién mediante deteccion directa de la unién compuesto de prueba/polipéptido;

b) deteccién de unién usando un ensayo de unién por competencia; y

¢) deteccién de unién usando un ensayo para detectar la transduccién de sefiales celulares o la proliferacién celular.

46. Método in vitro para modular la transduccion de sefiales celulares o la actividad de proliferacién celular de
un polipéptido segiin una cualquiera de las reivindicaciones 10-23, que comprende poner en contacto un polipéptido
segin una cualquiera de las reivindicaciones 10-23 o una célula que expresa dicho polipéptido con un anticuerpo
o parte inmunoldgicamente activa del mismo seglin una cualquiera de las reivindicaciones 24-35 en una concen-
tracién suficiente para modular la transduccién de sefiales celulares o la actividad de proliferacion celular de dicho
polipéptido.

47. Método para identificar un compuesto que modula la transduccion de sefiales celulares o la actividad de proli-

feracién celular de un polipéptido segiin una cualquiera de las reivindicaciones 10-23 que comprende:
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a) poner en contacto un polipéptido segiin una cualquiera de las reivindicaciones 10-23 con un compuesto de
prueba; y

b) determinar el efecto del compuesto de prueba sobre la transduccién de sefiales celulares o la actividad de
proliferacion celular de dicho polipéptido para identificar asi un compuesto que modula la transduccién de sefiales
celulares o la actividad de proliferacion celular de dicho polipéptido.

48. Anticuerpo o parte inmunolégicamente activa del mismo segtin una cualquiera de las reivindicaciones 24-35,
para su uso en tratamiento o diagnéstico.

49. Uso de un anticuerpo o parte inmunoldgicamente activa del mismo segtin una cualquiera de las reivindicaciones
24-35, para la fabricacién de un medicamento para el tratamiento de un trastorno del desarrollo, de diferenciacién o
proliferativo.

50. Polipéptido segtin una cualquiera de las reivindicaciones 10-23, para su uso en tratamiento o diagndstico.

51. Uso de un polipéptido segin una cualquiera de las reivindicaciones 10-23, para la fabricacién de un medica-
mento para el tratamiento de un trastorno del desarrollo, de diferenciacién o proliferativo.

52. Uso de un polipéptido segiin una cualquiera de las reivindicaciones 10-23 para la fabricacién de un medica-
mento o diagndstico para el tratamiento, profilaxis o diagndstico del cancer.

53. Molécula de acido nucleico segiin una cualquiera de las reivindicaciones 1-7, para su uso en tratamiento o
diagndstico.

54. Uso de una molécula de 4cido nucleico segtin una cualquiera de las reivindicaciones 1-7 para la fabricacién de
un medicamento para el tratamiento de un trastorno del desarrollo, de diferenciacién o proliferativo.

55. Uso de un anticuerpo o parte inmunolégicamente activa del mismo segin una cualquiera de las reivindicaciones
24-35, para la fabricacién de un medicamento o diagndstico para el tratamiento, profilaxis o diagndstico del cancer.

56. Uso de una molécula de 4cido nucleico segtin una cualquiera de las reivindicaciones 1-7, para la fabricacién
de un medicamento o diagnéstico para el tratamiento, profilaxis o diagnéstico del cancer.

57. Célula huésped no humana que comprende un transgén que comprende la molécula de acido nucleico segin
una cualquiera de las reivindicaciones 1a), 1b), 2, 3,4 6 5.
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Figura 1A
GGCACGAGGGGGCGGCGGCTGCGGGCGCAGAGCGGAG
L L < A A A v P T A
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P v K P G P A L S Y
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F R £ v E € L ] £ D
T7C CGC GAG GTT GAG GAA CTG ATG GAG GAC
€ M € A E E A A A K
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4 ? S Y H N E T N T
IZ7T CTC AGC TAT CAC AAT GAG ACC AAC ACA
H R E I H K 1 T N
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T v I T S v G D E £
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£ D (o [ P s M Y C Q
GAG GAC TST GSG CCC AGC ATG TAC TGC CAS
C R G Q R M L C T R
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L L c Q P H s R S L
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Figura 3A

CCGGACGCGTGGGCGGCACGGTTTCGTGGGGACCCAGGCTTGCAAAGTGACGGTCATTTTCTCTTTCTTTCTCCCTCTT

M M A L G A A G A T R v F v A M
GAGTCCTTCTGAG ATG ATG GCT CTG GGC GCA GCG GGA GCT ACC CGG GTC TTT GTC GCG ATG

v A A A L G G H P L L G v S A T L N S v
GTA GCG GCG GCT CTC GGC GGC CAC CCT CTG CTG GGA GTG AGC GCC ACC TTG AAC TCG GTT

L N S N A 1 K N L P 1 4 P L G G A A G H P
CTC AAT TCC AAC GCT ATC AAG AAC CTG CCC CCA CCG CTG GGC GGC GCT GCG GGG CAC CCA

G S A v S A A P G 1 L Y P G G N K Y Q T
GGC TCT GCA GTC AGC GCC GCG CCG GGA ATC CTG TAC €CG GGC GGG AAT AAG TAC CAG ACC

1 D N Y Q 4 Y 4 (o3 A E D E E c G T D E Y
ATT GAC AAC TAC CAG CCG TAC CCG TGC GCA GAG GAC GAG GAG TGC GGC ACT GAT GAG TAC

C A S P T R G G D A G v Q I [of L A [ R K
TGC GCT AGT CCC ACC CGC GGA GGG GAC GCA GGC GTG CAA ATC TGT CTC GCC TGC AGG AAG
K
CGC CGA AAAR CGC TGC ATG CGT CAC GCT ATG TGC TGC CCC GGG AAT TAC TGC AAA AAT GGA
ATA TGC GTG TCT TCT GAT CAA AAT CAT TTC CGA GGA GAA ATT GAG GAA ACC ATC ACT GAA

AGC TTT GGT AAT GAT CAT AGC ACC TTG GAT GGG TAT TCC AGA AGA ACC ACC TTG TCT TCA

K
AAA ATG TAT CAC ACC AAA GGA CAA GAA GGT TCT GTT TGT CTC CGG TCA TCA GAC TGT GCC

S G L C c A R H F W S K I C K
TCA GGA TTG TGT TGT GCT AGA CAC TTC TGG TCC AAG ATC TGT AAA CCT GTC CTG AAA GAA

G Q v o T K H R R K
GGT CAA GTG TGT ACC AAG CAT AGG AGA AAA GGC TCT CAT GGA CTA GAA ATA TTC CAG CGT

(o Y (o G E G L s c R
TGT TAC TGT GGA GAA GGT CTG TCT TGC CGG ATA CAG AAA GAT CAC CAT CAA GCC AGT AAT

S s R L H T c Q R H *
TCT TCT AGG CTT CAC ACT TGT CAG AGA CAC TAA

ACCAGCTATCCAAAATGCAGTGAACTCCTTTTATATAATAGATGCTATGhAAACCTTTTATGACCTTCATCAACTCAAT
CCTAAGGATATACAAGTTCTGTGGTTTCAGTTAAGCATTCCAATAACACCTTCCAAAAACCTGGAGTGTAAGAGCTTTG
TTTCTTTATGGAACTCCCCTGTGATTGCAGTAAATTACTGTAT TGTAAATTCTCAGTGTGGCACTTACCTGTAAATGCA
ATGAAACTTTTAATTATTTTTCTAAAGGTGCTGCACTGCCTATTTTTCCTCTTGTTA GTAAATTTTTGTACACATTGA
TTGTTATCTTGACTGACAAATATTCTATAT TGAACTGAAGTAAATCATTTCAGCTTATAGTTCTTAAAAGCATAACCCT

TTACCCCATTTNATTCTAGAGTCNAGAACGCAAGGATC TCTTGGAATGACAAATGATAGGTACCTAAAATGTAACATGA
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Figura 5

M 1
CTCGAGGCCAAAATTCCGCACCAGGCCGGGC TG TGGTCTAGCATAAAGGCGGAGCCCAGAAGAAGGGGCGGGGT ATG Ex

G E A s 14 P A P A R R H L L v L L L L L
GGA GAA GCC TCC CCA CCT GCC CCC GCA AGG CGG CAT CTG CTG GTC CTG CTG CTG CTC CT

(o]

137

41

S T L v 1 e s A A A P I H D A D A Q E S
CC CAA GAG AGC 197

TCT ACC CTG GTG ATC CCC TCC GCT GCA GCT CCT ATC CAT GAT GCT GAC G
T G L Q S L L Q G F S R L K 61

TCC TTG GGT ACA CGC CTC CAG AGC CTA CTC CAA GGC TTC AGC CGA CTT TTC CTG AAA 257
I D S L F S A P M 2] F L 81

C ATA GAC AGC TTA TTC TCT GCC CCC ATG GAC TTC CGG GGC CTC 317

Qo

L

CTC
[+ N L L R
GGT AAC CTG CTT CGG G
Y T L S 101

L N
CCT GGG AAC TAC CAC GAG ARC CAG GAG CAC CAG CTG GGG AAC AAC ACC CTC TCC 1377

o EX
$
Q

S H L Q 1 K L I S E 121
AGC CAC CTC CAG ATC GAC AAG ATG ACC GAC AAC ARG ACA GGA GAG GTG CTG ATC TCC GAG 4317
S

Q F E G D L X v P 141
AAT GTG GTG GCA TCC ATT CAA CCA GCG GAG GGG AGC TTC GAG GGT GAT TTG AAG GTA CCC 497
A

L v P I Q K A T o] S F H T 161
AGG ATG GAG GAC AAG GAG GCC CTG GTA CCC ATC CAG AAG GCC ACG GAC AGC TTC CAC ACA 557

E L H 4 R v A F W I I K L P R R R S H Q 181
GAA CTC CAT CCC CGG GTG GCC TTIC TGG ATC ATT AAG CTG CCA CGG CGG AGG TCC CAC CAG 617

K R H R L Q A I R 201
GAT GCC CTG GAG GGC GGC CAC TGG CTC AGC GAG AAG CGA CAC CGC CTG CAG GCC ATC CGG 677

D G L R K G T H K D v L E E G T E S S S 221
GAT GGA CTC CGC AAG GGG ACC CAC AAG GAC GTC CTA GAA GAG GGG ACC GAG AGC TCC TCC 737

H S R L S 14 R K T H L L Y I L R P s R Q 242
CAC TCC AGG CTG TCC CCC CGA ARG ACC CAC TTA CTG TAC ATC CTC AGG CCC TCT CGG CAG 797

L . 243
CTG TAG 803

GGG TGGGGACCGGGGAGCACCTGCCTGTAGCCCCCATCAGACCCTGCCCCAAGCACCATATGGAAATAAAGTTCTTTCT 882

TACATCTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAARAAAAAAAAT TGGCGGCCGC 928
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Figura 8A

FCTCGACCCACCGCGTCOGCTGTGGCAGCCCAGC TACCGGTCGTGACCAGATCCAGCTTGCAGCTCAGCTTTGTTCATTC

M Q R L <] G I L L c T L
GAATTGGGCGGCGGCCAGCGCGGAACARAC ATG CAG CGG CTC GGG GGT ATT TTG CTG TGT ACA CTG

L A A A v P T A P A P S 14 T v T W T P A
CTG GCG GCG GCG GTC CCC ACT GCT CCT GCT CCT TCC CCG ACG GTC ACT TGG ACT CCG GCG

E 3 G 4 A L N Y P Q E E A T L N E M F R
GAG CCG GGC CCA GCT CTC AAC TAC CCT CAG GAG GAA GCT ACG CTC AAT GAG ATG TTT CGA

E v E 4 L M E
GAG GTG GAG GAG CTG ATG GAA

T Q H

K L R s AV E E M
ACT CAG CAC AAA CTG CGC AGT GCC GTG GAG GAG ATG

D

GAC

E A E E A A A K T s S E v N L A S L P p

GAG GCG GAA GAA GCA GCT GCT AAA ACG TCC TCT GAG GTG AAC CTG GCA AGC TTA CCT ccc
T

=
<
-
=
™
-
n

E T R v G N N T v H v H
AAC TAT CAC AAT GAG ACC AGC ACG GAG ACC AGG GTG GGA AAT AAC ACA GTC CAT GTG CAC

E v H K I T N N Q S G Q v v F S E T v
CAG GAA GTT CAC ARG ATA ACC AARC AAC CAG AGT GGA CAG GTG GTC TTT TCT GAG ACA GTC

I T s v G D E E G K R s H E [ I I D E b
ATT ACA TCT GTA GGG GAT GAA GAA GGC AAG AGG AGC CAT GAA TGT ATC ATT GAT GAA GAC

o G P T R Y (o Q F s S F K Y T (o] Q 4 o R
TGT GGG CCC ACC AGG TAC TGC CAG TTC TCC AGC TTC AAG TAC ACC TGC CAG CCA TGC CGG

GAC CAG CAG ATG CTA TGC ACC CGA GAC AGT GAG TGC TGT GGA GAC CAG CTG TGT GCC TGG

Qa

GGT CAC TGC ACC CAA AAG GCC ACC AAA GGT GGC AAT GGG ACC ATC TGT GAC AAC CAG AGG

GAT TGC CAG CCT GGC CTG TGT TGT GCC TTC AGA GGC CTG TTC CCC GTG TGC ACA

o $o
o g

CCC CTG CCC GTG GAG GGA GAG CTC TGC CAT GAC CCC ACC AGC CAG CTG CTG GAT CTC ATC

ACC TGG GAAR CTG GAG CCT GAA GGA GCT TTG GAC CGA TGC CCC TGC GCC AGT GGC CTC CTA

TGC CAG CCA CAC AGC CAC AGT CTG GTG TAC ATG TGC AAG CCA GCC TTC GTG GGC AGC CAT
v

GAC CAC AGT GAG GAG AGC CAG CTG CCC AGG GAG GCC CCG GAT GAG TAC GAA GAT GTT GGC

TTC ATA GGG GAA GIG CGC CAG GAG CTG GAA GAC CTG GAG CGG AGC CTA GCC CAG GAG ATG
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ES 2 285768 T3

LISTA DE SECUENCIAS

(1) INFORMACION GENERAL:
(i) SOLICITANTE:

A)
(B)
©)
D)
(E)
F)
(€)
(H)

(ii) TITULO DE LA INVENCION: PROTEINA CRSP NOVEDOSA Y MOLECULAS DE ACIDO NUCLEI-

NOMBRE: MILLENNIUM BIOTHERAPEUTICS, INC.
CALLE: 620 MEMORIAL DRIVE

CIUDAD: CAMBRIDGE

ESTADO: MASSACHUSETTS

PAIS: EE.UU.

CODIGO POSTAL: 02319

TELEFONO:

FAX

CO Y USOS DE LAS MISMAS
(iiiy NUMERO DE SECUENCIAS: 18
(iv) DIRECCION DE CORRESPONDENCIA

A)
(B)
©
D)
(B
(F)

DIRECCION: LAHIVE & COCKFIELD, LLP
CALLE: 25 STATE STREET

CIUDAD: BOSTON

ESTADO: MASSACHUSETTS

PAIS: EE.UU.

CODIGO POSTAL: 02109

(v) FORMA LEGIBLE EN ORDENADOR

A)
(B)
©)
D)

TIPO DE MEDIO: DISQUETE

ORDENADOR: IBM PC compatible

SISTEMA OPERATIVO: PC-DOS/MS-DOS
SOFTWARE: PATENTIN Release # 1.0, Version # 1.25

(vi) DATOS ACTUALES DE SOLICITUD:

A)
(B)
©)

NUMERO DE SOLICITUD: PCT/US98/
FECHA DE PRESENTACION: 16 DE ABRIL 1998
CLASIFICACION:

(vii) DATOS DE SOLICITUD ANTERIOR:

(A)
(B)
©
D)
(E)
F)
(&)
(H)

NUMERO DE SOLICITUD: US 08/843,704
FECHA DE PRESENTACION: 16 DE ABRIL 1997
NUMERO DE SOLICTUD: US 08/842,898

FECHA DE PRESENTACION: 17 DE ABRIL 1997
NUMERO DE SOLICITUD: 60/071,589

FECHA DE PRESENTACION: 15 DE ENERO 1998
NUMERO DE SOLICITUD: 09/009,802

FECHA DE PRESENTACION: 20 DE ENERO 1998

(viii) ABOGADO/AGENTE DE INFORMACION

(A)
(B)
©

NOMBRE: MANDRAGOURAS, AMY E
NUMERO DE REGISTRO: 36.207
REFERENCIA/NUMERO DE DOCKET: MEI-008CPPC
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(ix) INFORMACION DE TELECOMUNICACION
(A) TELEFONO: (617)227-7400
(B) FAX:(617)742-4214

(2) INFORMACION PARA SEQ ID NO: 1:

(i) CARACTERISTICAS DE SECUENCIA
(A) LONGITUD: 2479 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN_

(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: CDS
(B) LOCALIZACION: 38..1087

(xi) DESCRIPCION DE SECUENCIA: SEQ ID NO: 1:

GQCACAAGGG GGCGGCGGLCT GCGGGCGCAG AGCGGAG ATG CAG CGG CTT GGG GCC 55
Met Gln Arg Leu Gly Ala
3 5

30

35

40

45

50

55

60

65

ACC CTG
Thr Leu

CcCC GCr
Pro Ala

AGC TAC
Ser Tyr
40

Glu Glu
55

GAG ATG
Glu Met

Leu Ala

Asn Val

cTG
Leu

ccG
Pro
25

cCG
Pro

CTG
Leu

GAG
Glu

AAC
Asn

GGA
Gly
108

TGC

Cys
10

ACG
Thr

CAG
Gln

ATG
Met

GCA
Ala

TTA
Leu
90

AAT
Asn

Ley

GCG
Ala

GAG
Glu

GAG
Glu

GAA
Glu
75

ccr

Pro

AAT
Asn

Leu

ACC
Thr

GAG
Glu

aac
Asp
€0

GAA
Glu

CCC
Pro

ACC
Thx

cee
Ala
45

ACG
Thr

Ala

AGC
Ser

ATC
Ile

ala

GCT
Ala
0

ACC
Thr

CAG
Gln

GCT
Ala

TAT
Tyr

CAT
His
110

GCG
Ala
15

CCA
Pro

cTc
Leu

CAC
His

GCT
Ala

CAC
His
95

GTG
val

GCG
Ala

GIC
val

AAT
Asn

Lys

Lys
80

AAT
Asn

CAC
His

GTC
Vval

AAG
Lys

GAaG
Glu

TTG
Leu
(3

GCA
Ala

GAG
Glu

CGA
Arg

ccc
Pro

cce
Pro

ATG
Met
50

cGe
Arg

TCA
Ser

ACC
Thr

GAA
Glu

ACG
Thr

GGC
Gly
35

TTC
Phe

AGC
Ser

TCA
Ser

AAC
Asn

ATT
Ile
115

GCC
Ala
20

CCG
Pro

cGC
Arxg

GCG
Ala

GAA
Glu

ACA
Thrx
100

CAC
His

CCC
Pro

GCT
Ala

GAG
Glu

GTG
val

GTG
val
8S

GAC

Aap

ARG
Lys

GCG
Ala

CcTC
Leu

GTT
Val

GAA
Glu
70

AAC

Asn

ACG
Thr

ATA
Ile

103

151

199

247

298

343

io1
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ACC
Thr

TCT
Ser
135

GAG
Glu

ACC
Thr

GAG
Glu

GCC
Ala

CAG
Gln
215

TGC
cys

tolele]
Arg

AGC
Serxr

AAC
Asn
120

GTG
val

GAC
Asp

TGC
Cys

TGC
Cys

ACC
Thr
200

cCG

Pxo

ACA
Thr

CTT

CGA
Arg

cTG
leu
280

GGG
Gly

AGC
Ser

Leu

AAC
Asn

GGA
Gly

TGT
cys

CAG
Gln

TGT

Ccys
185

AGG
Arg

Gly

cCcC
Pro

CIG
Leu

TGC
Cys
265

GTG
val

GAG
Glu

TrC
Phe

ACT
Thr

CAG
dln

GAC
Asp

QGG
Gly

CCA
Pro
170

GQGA
Gly

Gly

Leu

CTG

GAC
Asp
250

CcCT
Pro

TAT
Tyr

ATC
Ile

ATG
Met

GAA
Glu
330

ACT
Thr

Glu

cce
Pro
155

TGC
Cys

GAC
Asp

AGC
Serxr

TGC
Ccys

€ccC
Pro
238

aTC
Leu

TGT
Cys

TG
Val

TG
Leu

GAG
Glu
315§

GAG
Glu

GGA
Gly

GAA
Glu
140

AGC
Ser

CGG
Arg

CAG
Gln

ART
Asn

Cys
220

GTG
val

ATC
Ile

GCC
Ala

TGC
Cys

CTG
Leu
oo

GAG
Glu

ATG
Met

ES 2 285768 T3

CAA
Gln
128

GGC
Gly

ATG
Met

GGC
Gly

CTG
Leu

Gly
205

Gce
Ala

GAG
Glu

RCC
Thr

AGT
Ser

AAG
Lys
285

cce

Pro

GTG
Val

GCG
Ala

ATG GTC TTT

Met

AGA
Arg

TAC
Tyx

CAG
Gln

Tar
Cys
190

ACC
Thr

TTC
Phe

GGC
Gly

TGG
Trp

GGC
Gly
270

CCG

Pro

AGA
Arg

CGC
Arg

CTG
Leu

val

AGG
Arg

TGC

AGG
Arg
175

GTC
val

ATC
Ile

CAG
Gln

GAG
Glu

GAG
Glu
2SS

cTC
Leu

ACC
Thr

GAG
Glu

CAG
Gln

AGG
Arg
335

Phe

AGC
Ser

CAG
Gln
160

ATG
Met

GG
Trp

TCT
cys

AGA
Arg

Leu
240

CTA
Leu

CTC
Leu

TTC
Phe

GTC
val

GAG
Glu
320

GAG
Glu

TCA
Ser

CAC
His
145

Phe

cTC

GGT
Gly

GAC
Asp

GGC
Gly
225

TGC
Cys

GAG
Glu

TGC
Cys

GTG
Val

ccc
Pro
305

CTG

Leu

CCT
Pro

GAG
Glu
130

GAG
Glu

GCC
Ala

TGC
Cys

CAC
His

AAC
Asn
210

Leu

CAT
His

CcCT
Pro

CAG
Gln

GGG
Gly
290

GAT
Asp

GAG
Glu

GCG
Ala

ACA
Thr

TGC
Cys

AGC
Ser

ACC
Thr

TGC
Cys
185

CAG
Gln

CTG

GAC
Asp

GAT
Asp

cCc
Pro
275

AGC

Ser

GAG
Glu

GAC
Asp

Ger
Ala

GTT
val

ATC
Ile

TTC
Phe

folele]
Arg
180

ACC
Thr

AGG
Axrg

Phe

ccc
Ppro

GGA
Gly
260

CAC
His

CGT
Arg

TAT
Tyr

CTG
Leu

GCC
Ala
340

ATC
Ile

ATC
Ile

CAG
Gln
165

GAC
Asp

Lys

GAC
A8p

cCT
Pro

GCC
Ala
245

GCC
Ala

AGC
5ex

GAC
Asp

GAA
Glu

GAQ
Glu
325

GCC
Ala

ACA
Thr

GAC
Asp
150

TAC
Tyr

AGT
ser

ATG
Met

TGC
Cys

val
230

AGC
Ser

Leu

CAC
His

CAA
Gln

GTT
val
310

ACG
Arg

GCT
Ala

439

487

535

583

631

679

727

778

823

871

919

967

1015

1063
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TAGATCTGGA CCAGGCTGTG GGTAGATGTG 1117

Ala Leu Leu Gly Arg Glu Glu Ile
345 350

CAATAGAART AGCTAATTTA TTITCCCCANG TGTGTGCTTT AAGCGTGGGC TGACCAGGCT 1177
TCTTCCTACA TCTTCTTCCC AGTAAGTTTC CCCTCTGGCT TGACAGCATG AGGTGTTGTG 1237
CATTTGTTCA GCTCCCCCAG GCTGTTCTCC AGGCTTCACA GTCTGGTGCT TGGGAGAGTC 1297
AGGCAGGGTT AAACTGCAGG AGCAGSTTTGC CACCCCTGTC CAGATTATTG GCTGCTTTGC 1357
CTCTACCAGT TGGCAGACAG CCGTTTGTTC TACATGGCTT TGATAATTGT TTGAGGGGAG 1417
GAGATGGAAA CAATGTGGAG TCTCCCTCTG ATTGGTITTG GGGAAATGTG GAGAAGAGTG 1477
CCCTGCTTTG CAAACATCAA CCTGGCAAAA ATGCAACAAA TGAATTTTCC ACGCAGTTCT 1537
TTCCATGGGC ATAGGTAAGC TCTCCCTTCA GCTGTTGCAG ATGAARTGTT CTGTTCACCC 1597
TGCATTACAT GTGTTTATTC ATCCAGCAGT GTTGCTCAGC TCCTACCTCT GTGCCAGGGC 1657
AGCATTTTCA TATCCAAGAT CAATTCCCTC TCTCAGCACA GCCTGGGGAG GGGGTCATTG 1717
TTCTCCTCGT CCATCAGGGA TTTCAGAGGC TCAGAGACTG CAAGCTGCTT GCCCAAGTCA 1777
CACAGCTAGT GAAGACCAGA GCAGTTTCAT CTGGTTGTGA CTCTAAGCTC AGTGCTCTCT 1837
CCACTACCCC ACACCAGCCT TGGETGCCACC AARAAGTGCTC CCCAAAAGGA AGGAGAATGG 1897
GATTTTTCTT TTGAGGCATG CACATCTGGA ATTAAGGTCA AACTAATTCT CACATCCCTC 1957
TAAAAGTAAA CTACTGTTAG GAACAGCAQT GTTCTCACAG TGTGGGGCAG CCGTCCTTICT 2017
AATGAAGACA ATGATATTGA CACTGTCCCT CTTTGGCAGT TGCATTAGTA ACTTTGAAAG 2077
GTATATGACT GAGCGTAGCA TACAGGTTARA CCTGCAGAAA CAGTACTTAG GTAATTGTAG 2117
GGCGAGGATT ATAAATGAAA TTTGCAAAAT CACTTAGCAG CAACTGAAGA CAATTATCAA 2197
CCACGTGGAG AAAATCARAC CGAGCAGGGC TGTGTGAAAC ATGGTTGTAA TATGCGACTG 2257
CGARCACTGA ACTCTACGCC ACTCCACAAA TGATGTTTTC AGGTGTCATG GACTGTTGCC 2317
ACCATGTATT CATCCAGAGT TCTTAAAGTT TAAAGTTGCA CATGATTGTA TAAGCATGCT 2377
TTCTTTGAGT TTTAAATTAT GTATARACAT AAGTTGCATT TAGAAATCAA GCATARAATCA 2437
CTTCAACTGC TAAAAAAAAA AAAAAAAAAN AAAAAAAAAA AA 2473

(2) INFORMACION PARA SEQ ID NO: 2:

(i) CARACTERISTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 350 aminoacidos

(B) TIPO:

aminoacido

(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: proteina
(xi) DESCRIPCION DE SECUENCIA: SEQ ID NO: 2:
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Met

Val

Lys

Glu

Leu

&5

Ala

Glu

Arg

Ser

His

145

Phe

Leu

Gly

Asp

Gly
228

Gln

Pro

Pro

Met

50

Arg

Ser

Thr

Glu

Glu

130

Glu

Ala

Cys

His

Asn

210

Leu

Arg

Thr

Gly

3s

Phe

Ser

ser

Asn

Ile

125

Thr

Cys

Ser

Thr

Cys

195

Gln

Leu

Leu

Ala

20

Pro

Arg

Ala

Glu

Thr

100

His

val

Ile

Phe

Arg

180

Thr

Arg

Phe

Gly

Pro

Ala

Glu

val

val

85

Asp

Lys

Ile

Ile

Gln

165

Rap

Lys

Asp

Pro

ES 2 285768 T3

Ala

Ala

Leu

val

Glu

70

Asn

Thr

Ile

Thr

Asp

150

Tyr

Ser

Met

cys

Vval
230

Thr

Pro

Ser

Glu

55

Glu

Leu

Thr

Ser

135

Glu

Thr

Glu

Ala

Gln

215

Cys

Leu

Ala

Tyr

40

Gla

Met

Ala

val

Asn

120

val

Asp

Cysg

Cys

Thr

200

Pro

Thr

Leu

Pro

25

Pro

Leu

Glu

Asn

Gly

205

Asan

Gly

Ccys

Gln

Cys

185

Arg

Gly

Pro

Cys

10

Thr

Gln

Met

Ala

Leu

20

Asn

Gln

Asp

Gly

Pro

170

Gly

Gly

Leu

Leu

Ala

Glu

Glu

Glu

75

Pro

Asn

Thr

Glu

Pro

15%

Cys

Asp

Ser

Cys

Pro
238

Leu

Thr

Glu

Asp

60

Glu

Pro

Thr

Gly

Glu

140

Ser

Arg

Gln

Asn

Cys

220

val

Leu

Ser

Ala

45

Thr

Ala

Ser

Ile

Gin

125

Gly

Met

Cly

Leu

Gly

205

Ala

Glu

Ala

Ala

30

Thr

Gln

Ala

Tyr

Hig

110

Met

Arg

Tyr

Gln

Cys

190

Thr

Phe

Gly

Ala

1s

Pro

Leu

His

Ala

His

98

Val

val

Arg

Cys

Arg

175

val

Ile

Gln

Glu

Ala

Vval

Asn

Lys

Lys

80

Asn

His

Phe

Ser

Gln

160

Met

Trp

Cys

Arg

Leu
240
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Cys His

Glu Pro

Cys Gln

val Gly

2380

Pro Asp
305

Leu Glu

Pro Ala

Asp

Asp

Pro

275

Ser

Glu

Asp

Ala

Pro

Gly

260

His

Axg

Tyr

Leu

Ala
330

Ala

245

Ala

Ser

Asp

Glu

Glu

325

Ala

ES 2 285768 T3

Serx

Leu

His

Gln

val

310

Arg

Ala

(2) INFORMACION PARA SEQ ID NO: 3:

Arg

Asp

Ser

Asp

295

Gly

Ser

Ala

(i) CARACTERISTICAS DE SEQUENCIA
(A) LONGITUD: 1050 pares de bases

(B) TIPO: acido nucleico

(C) TIPO DE CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGIA: lineal
(i) TIPO DE MOLECULA: ADN¢

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

(B) LOCALIZACION: 1..1050

Leu

Arg

Leu

280

Gly

Ser

Leu

Leu

Leu

Cys

265

val

Glu

Phe

Thr

Leu
348

(xi) DESCRIPCION DE SECUENCIA: SEQ ID NO: 3:

ATG
Met

GTC
val

Lys

GAG
Glu

CAG CGG
Gln Arg

CCC ACG
Pro Thr

CCC GGC
Pro Gly
35

ATG TTC
Met Phe
50

CTT
Leu

GCC
Ala
20

CCG

CGC
Arg

GGG
Gly

cce
Pro

GCT
Ala

GAG
Glu

GCC
Ala

GCG
Ala

cTC
Leu

GTT
val

ACC
Thr

cce
Pro

AGC
Serx

GAG
Glu
SS

TG
Leu

GCT
Ala

TAC

40

Glu

CTG
Leu

CCG
Pro
25

CCG

Pro

TG
Leu

TGC
Cys
10

ACG
Thr

CAG
Gln

ATG
Met

Asp
250

Pro

Tyr

Ile

Met

Glu

330

Gly

Leu

GCG
Ala

GAG
Glu

GAG
Glu

Leu

Cys

Val

Leu

Glu

315

Glu

Arg

Leu

ACC
Thr

GAG
Glu

GAC
Asp
60

Ile

Cys
Leu
300

Glu

Met

Glu

CTG
Leu

TCG
Ser

GeCe
Ala
45

ACG
Thr

Thr

Sex

Lys

28S

Pro

Val

Ala

Glu

GCG
Ala

GCT
Ala
30

ACC
Thr

CAG
Gln

Trp

Gly
270

Pro

Arg

Arg

Leu

Ile
350

GCG
Ala
15

CCA

Pro

CTC
Leu

CAC
His

Glu

255

Leu

Thr

Glu

Gln

Arg
335

GCG
Ala

GTC
Val

AAT
Asn

Lys

Leu

Leu

Phe

val

Glu

320

Glu

48

26

144

is2
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Leu
65

GCA
Ala

Glu

CGA
Arg

TCA
Ser

CAC
His
145

TTT
Phe

cTC
Leu

GGT
Gly

GAC
Asp

Gae
Gly
225

TGC
Cys

GAG
Glu

TGC
Cys

cee
Arg

TCA
Sex

ACC
Thr

GAP
Glu

GAG
Glu
130

GAG
Glu

GCC
Ala

TGC
Cys

CAC
His

Asn
210

CTG

Leu

CAT
His

cCT
Pro

CAG
Gln

AGC
Ser

TCA
Ser

AAC
Asn

ATT
Ile
115

ACA
Thr

TGC
Cys

AGC
Ser

ACC
Thr

TGC
Cys
195

CAG
Gln

CcTG
Leu

GAC
Asp

GAT
Asp

cce
Pro
278

GCG
Ala

GAA
Glu

ACA
Thr
100

CAC
His

val

ATC
Ile

TTC
Phe
CGG
180
ACC

Thr

AGG
Arg

TTC
Phe

cce
Pro

GGA
Gly
260

CAC
His

GTG
val

GTG
val
8s

GAC
Asp

ARG
Lys

ATC
Ile

ATC
Ile

CAG
Gln
165

GAC
Asp

Lys

GAC
Asp

CCT
Pro

GCC
Ala
245

GCC
Ala

AGC
Ser

GAA
Glu
70

ARC
Asn

ACG
Thr

ATA
Ile

ACA
Thx

GAC
Asp
150

TAC
TYyx

AGT
ser

ATG
Met

TGC
Cys

GTG
val
230

AGC

Ser

T1Ie
Leu

CAC
fHiig

ES 2 285768 T3

GAG
Glu

CTG
Leu

AAC
Asn

ACC
Thr

TCT
Ser
135

GAG
Glu

ACC
Thr

GAG
Glu

GCC
Ala

CAG
Gln
218

TGC
Cys

CGG
Arg

GAC
Asp

AGC
Ser

ATG
Met

GCA
Ala

GTT
Val

ARC
Asn
120

GTG
Val

GAC
Asp

TGC
Cys

TGC
Cys

Acc
Thx
200

Pro

ACA
Thr

CTT
Leu

CGA
Arg

lagye]
Leu
280

GAG
Glu

Asn

GGA
Gly
105

AAC
Asn

GGA
Gly

TGT
Cys

CAG
Gln

TGT
Cys
185

AGG
Arg

GGG
Gly

ccce
Pro

CTG
Leu

TGC
Cys
265

GTG
Val

GCA
Ala

TTA
Leu
90

AAT
Asn

CAG
Gln

GAC
Asp

Gly

CCA
Pro
170

GGA
Gly

GGC
Gly

CTG
Leu

CTG
Leu

GAC
Asp
250

cCT

Pro

TAT
Tyx

GAA
Glu
75

CCT

Pro

AAT
Asn

ACT
Thr

GAA
Glu

cce
Pro
1585

TGC
Cys

GAC
Asp

AGC
Serx

TGC

ccce
Pro
235

cre
Leu

TGT
Cys

Val

Glu

cce
Pro

ACC
Thr

GGA
Gly

GAA
Glu
140

AGC
Ser

CGG
Arg

CAG
Gln

AAT
Asn

TGT
Cys
220

GTG
Val

ATC
Ile

GCC
Ala

TGC
Cys

GCT
Ala

AGC
Ser

ATC
1le

CAAR
Gln
125

GGC
aly

ATG
Met

GGC
Gly

CTG
Leu

GGG
Gly
205

GCC
Ala

GAG
Glu

ACC
Thr

AGT
Ser

ARG
Lys
28%

GCT
Ala

TAT
Tyr

CAT
His
110

ATG
Met

AGA
Arg

TAC
Tyx

CAG
Gln

TGT
Cys
190

AcCC
Thr

TTC
Phe

GGC
Gly

TGG
Trp

GGC
Gly
270

[ofalc]
Pro

GCT

Ala

cAC
His
9s

GTG
Vval

GTC
val

AGG
Rxg

TGC
Cys

AGG
Arg
173

GTC
val

ATC
lle

CAG
Gln

GAG
Glu

GAG
Glu
255

C¢TC

Leu

ACC
Thr

Lys
80

AAT
Asn

CAC
His

TTT
Phe

AGC
Ser

CAG
Gln
160

ATG
Met

TGG
TYp

TGT
Cys

AGA
Arg

CcTT
Leu
240

CTA

Leu

CTC
Leu

TTC
pPhe

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720

768

816

864
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GTG
Val

cce
Pro
30%

CTG

Leu

cer
Pro

GGG AGC
Gly Ser
290

GAT GAG
Asp Glu

GAG GAC
Glu Aap

GCG GCT
Ala Ala

CGT
Arg

TAT
TYYX

CTG
Leu

Gce
Ala
340C

GAC
Asp

Glu

GAG
Glu
325

GCC
Ala

CAA
Gln

GTT
Val
310

AGG
Arg

GCT
Ala

ES 2 285768 T3

GAT
Asp
295

efc o
Gly

AGC
Ser

GCA
Ala

(2) INFORMACION PARA SEQ ID NO: 4:

GGG
Gly

AGC
Ser

CTG
Leu

CTG

(i) CARACTERISTICAS DE SECUENCIA:

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN¢

(A) LONGITUD: 848 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico

(C) TIPO DE CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ix) CARACTERISTICA:

GAARTTCGGCA CGAGAGACGA CCTGCTGAGC TGCCAGCTTA GTGGAAGCTC TGCTCTGGGT
GGAGAGCAGC CTCGCTTTGG TGACGCACAG TACTGGGACC CTCCAGGAGC CCCGGGATTG
AAGG ATG GTG GCG GCC GTC CTG CTG GGG CTG AGC TGG CTC TGC TCT CCC

Met Val Ala Ala Val Leu Leu Gly Leu Ser Trp Leu Cys Ser Pro
5

(A) NOMBRE/CLAVE: CDS

(B) LOCALIZACION: 125..796
(xi) DESCRIPCION DE SECUENCIA: SEQ ID NO: 4:

1

GGA GCT
Gly Ala

CAT GGG
His Gly

ACC AGA
Thr Arg
50

CTGQ
Leu

GCC
Ala
35

RAG
Lys

GTC
val
20

CcGG
Arg

TTC
Phe

CTG GAC
Leu Asp

ARG GGC
Lys Gly

TGC CTC
Cys Leu

TTC
Phe

TCA
Ser

CAG
Gln
55

GAG ATC CTG CTG CCC

Glu

TTC
Phe

ACT
Thr

CcTG
Leu
345

AAC
Asn

CAG
Gln
40

cee
Pro

Ile

ATG
Met

Glu
330

GGA
Gly

AAC
Asn
25

TGC
Cys

CGC
Arg

Leu Leu Pro
300

GAG GAG GTG
Glu Glu val
318

GAG ATG GCG
Glu Met Ala

AGG GAA GRG
Arg Glu Glu

10

ATC AGG AGC
Ile Arg Ser

CTG TCT GAC
Leu Ser Asp

GAT GAG ARG
Asp Glu Lys
60

AGA
Arg

CGC
Arg

Leu

ATT
Ile
350

TCT
Ser

ACG
Thr
45

CcCcG
Pro

GAG
Glu

CAG
Gln

AGG
Arg
335

GCT
Ala
30

GAC
Asp

TTC
Phe

GTC
val

GAG
Glu
320

GAG
Glu

1s
GAC
Asp

TGC
cys

TGT
Cys

912

260

1008

1050

60

120

169

217

265

Ji3



20

25

30

35

40

50

55

60

65

GCT
Ala

Cys
80

GCA

Ala

GCA
Ala

Lys

AGT
Ser

His
160

cys

CRG
Gln

AGC
Ser

(2) INFORMACION PARA SEQ ID NO: 5:

ACA
Thr
65

cCcT
Pro

ACC
Thx

GAA
Glu

CCA
Pro

Cys
145

Phe

TCC
Ser

CGT
Axg

TGT
Cys

GGG
Gly

cca
Pro

GGA
Gly

AGT
Ser
130

CTG
Leu

TGG
Trp

AGA
Axg

TGC
Cys

CGG
Arg

CGT

ACA
Thr

ATA
Ile

ACA
Thr
115

ATT

fle

AGA
Arg

RCG
Thyr

RGA

GAC
Asp
195

CAG
Gln

GGG
Gly

CcTC
Leu

TTA
Leu
100

ACT
Thr

ARG
Lys

ACT
Thy

Lys

GGG
Gly
180

TGT
Cys

CAT
His

TTG
Leu

TGT
Cys
85

Glu

GGG
Gly

Lys

Phe

ATT
Ile
16S

CAT

His

GGC
Gly

GCT
Ala

ES 2 285768 T3

caG
Arg
70

GTG
val

AGG

CAC
His

TCA
Ser

GAC
Asp
150

TCT
Cys

Lys

cer
Pro

CGA
Arg

AGG
Axg

AAC
Asn

CAG
Gln

CCA
Pro

CAA
Gln
135

Cys

AAG
Lysa

GAC
Asp

GGA
Gly

TTA
Leu

(i) CARACTERISTICAS DE SEQUENCIA:
(A) LONGITUD: 224 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(C) TOPOLOGIA: lineal
(i) TIPO DE MOLECULA: proteina

AGG
Arg

GAT
Asp

Leu

GTC
val
120

GGC
Gly

Gly

cca
Pro

ACT
Thr

CTA
Leu
200

AGA
Arg

Cys

val

GAT
Asp
105

CAG
Gln

Arg

cCT
Pro

aTc
val

GCT
Ala
188

CTG

Leu

GTA
val

(xi) DESCRIPCION DE SECUENCIA: SEQ ID NO: 5:

CAG
Gln

TGT
Cys
90

GAG
Glu

GAA
Glu

AAG
Lys

GGA
Gly

Leu
170

CAA
Gin

TGT
Cys

TGC
Cys

Arg
75

ACT
Thr

CAA
Gln

AAC
Asn

GGA
Gly

CTT
Leu
155

Leu

GCT
Ala

CGA
Arg

CRA
Gln

GAT
Asp

ACG
Thr

GAT
Asp

Gln

Gln
140

TGC
Cys

GAG
Glu

CCA
Pro

AGC
Ser

Lys

[eloled
Ala

ATG
Met

GGC
Gly

cce
Pro
125

GAG
Glu

TGT
Cys

GGA
Gly

GAR
Glu

CAA
Gln
208

ATA
Ile

ATG
Met

Glu

ACA

Thr,

110

Lys

GGA
Gly

GCT
Ala

Gln

ATC
Ile
190

TTG
Leu

Glu

TGC
Cys

GAT
Asp
95

CAT
His

AGG
Arg

GAA
Glu

CGT
Arg

GTC
val
175

TTC
Phe

RCC
Thr

ARG
Lys

361

409

457

505

583

601

649

697

745

733
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MetC

Gly

Risg

Thy

Thr

65

Pro

Thr

Glu

Pro

Cys

1458

Phe

Ser

Arg

Asn

val

Ala

Gly

Arg

S0

Cys

Gly

Pro

Gly

Ser

130

Leu

Trp

Arg

Cys

Arg
210

Ala

Leu

Ala

3s

Lys

Arg

Thr

Ile

Thr

115

Ile

Arg

Thr

Arg

Asp

198

Gln

Ala

Vval

20

Arg

Phe

Gly

Leu

Leu

100

Thrx

Lys

Thr

Lys

Gly

180

Cys

His

Val

Leuy

Lys

Cys

Leu

Cys

BS

Glu

Gly

Lys

Phe

Ile

165

His

Gly

Ala

Leu

Asp

Gly

Leu

Arg

70

val

Axrg

His

Ser

Asp

150

Cys

Lys

Pro

Axrg

(2) INFORMACION PARA SEQ ID NO: 6:
(i) CARACTERISTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 672 pares de bases

(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN_

(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: CDS
(B) LOCALIZACION: 1..672

(xi) DESCRIPCION DE SECUENCIA: SEQ ID NO: 6:

ES 2 285768 T3

Leu

Phe

Ser

Gln

55

Arg

Asn

Gln

Pro

Gln

135

Cys

Lys

Asp

Gly

Leu
215

Gly

Asn

Gln

40

Pro

AYXg

Asp

Leu

val

120

Gly

Gly

Pro

Thr

Leu

200

Arg

10

Leu

Asn

25

Cys

Arg

Cys

val

Asp

105

Gln

Arg

Pro

val

Ala

185

Leu

val

Ser

10

Ile

Leu

AsSp

Gln

Cys

90

Glu

Glu

Lys

Gly

Leu

170

Gln

Cys

Cys

Trp

Arg

Ser

Glu

Arg

75

Thr

Gln

Asan

Gly

Leu

155

Leu

Ala

Arg

Gln

Leu

Serx

Asp

Lys

60

Asp

Thr

Asp

Gln

Gln

140

Glu

Pro

Ser

Lys
220

Cys

Ser

Thy

45

Pro

Ala

Met

Gly

Pro

125

Glu

Cys

Gly

Glu

Gln

205

Ile

Serx

Ala

30

ASp

Phe

Met

Glu

Thr

110

Lys

Gly

Ala

Gln

Ile

1350

Leu

Glu

Pro

1S

Asp

cys

Cys

Cys

Asp

His

Arg

Glu

Arg

val

175

Phe

Thr

Lys

Leu

Leu

Asn

Ala

Cys

80

Ala

Ala

Lys

Ser

His

160

Cys

Gln

Ser

Leu
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ATG
Met

GGA
Gly

CAT
His

ACC
Thy

ACA
Thr
65

cCT
Pro

ACC
Thr

GAA
Glu

CCA
Pro

Cys
145

Phe

TCC
Ser

GTG
Vval

GCT
Ala

GGG
Gly

AGA
Axrg
50

TGT
cys

GGG
Gly

CCA
Pro

GGA
Gly

AGT
Ser
130

CcTG

Leu

TGG
Trp

AGA
Rrg

GCG
Ala

CTG
Leu

GCC
Ala
3s

AAG
Lys

CGT
Arg

ACA
Thr

ATA
Ile

ACA
Thr
115

ATT
Ile

AGA
Arg

ACG
Thr

AGA
Arg

GCC
Ala

GTC
val
20

CGG
Arg

™C
Phe

GGG
Gly

CTC
Leu

TTA
Leu
100

ACT
Thr

AAG
Lys

ACT
Thr

AAA
Lys

GGG
Gly
i8¢

GTC
Vval

CcTG
Leu

ARG
Lys

TGC
cys

TTG
Leu

TGT
Cys
85

GAA
Glu

GGG
Gly

Lys

TTT
Phe

ATT
Ile
165

CAT
His

<16
Leu

GAC
Asp

GGC
Gly

CcTC
Leu

CGG
Arg
70

GTG
val

AGG
Arg

CAC
His

TCA
Ser

GAC
Asp
150

TGT
Cys

AAA

ES 2 285768 T3

cTG
Leu

Phe

TCA
Ser

CAG
Gln
S5

AGG
Arg

ARC
Asn

CAG
Gln

CCA
Pro

Gln
135

TGT
Cys

AAG
Lys

GAC

GGG
Gly

ARC
Asn

CRG
Gln
a0

cce
Pro

Axg

GAT
Asp

cTT
Leu

GTC
Val
120

6GC
Gly

GGC
Gly

CCA
Pro

ACT

Lys Asp Thr

CTG
Leu

ARAC
Asn
25

TGC
Cys

cae
Arg

Cys

GTT
val

GAT
Asp
105

CAG
Gln

AGG
Arg

CCT
Pro

GTC
val

GCT
Ala
185

AGC TGG CTC

Ser
10

ATC
Ile

CTG
Leu

GAT
Asp

CAG
Gln

TGT
Cys
90

GAG
Glu

GAA
Glu

AAG
Lys

GGA
Gly

CTT
Leou
170

CAA
Gln

Trp

AGG
Arg

TCT
Serx

GAG
Glu

CGA
Arg
75

ACT
Thr

CAA
Gln

ANC
Asn

GGA
Gly

CTT
Leu
155

TTG

Leu

ccT
Ala

CGT TGC GAC TGT GGC CCT GGA CTA CTG TGT CGA
Arg Cys Asp Cys Gly Pro Gly Leu Leu Cys Arg

195

200

AAT CGG CAG CAT GCT CGA TTA AGA GTA TGC CAA
Asn Arg Gln His Ala Arg Leu Arg vVal Cys Gin

210

215

(2) INFORMACION PARA SEQ ID NO: 7:

(i) CARACTERISTICAS DE SEQUENCIA:
(A) LONGITUD: 1529 pares de bases

(B) TIPO: 4cido nucleico

(C) TIPO DE CADENA: sencilla

11

Leu

AGC
Ser

GAC
Asp

AAG
Lys
60

GAT
ASp

ACG
Thr

GAT
Asp

CAA
Gln

CAA
Gln
140

TGC
Cys

GAG
Glu

CCA
Pro

AGC

Ser

Lys
220

Tac
Cys

Ser

ACG
Thr
45

cCca
Pro

GCC
Ala

ATG
Met

aGC
Gly

cce
Pro
12S

GAG
Glu

TGT
Cys

GGA
Gly

GAA
Glu

Gln
205

ATA
Ile

TCT
Ser

GeT
Ala
30

GAC
Asp

TTC
Phe

ATG
Met

Glu

ACA
Thx
110

Lys

GGA
Gly

Ala

CAG
Gln

ATC
Ile
190

TTG
Leu

Glu

cee
Pro
15

GAC
Asp

TGC
Cys

TGT
Cys

TGC
Cys

GAT
Asp
95

CAT

His

AGaQ
Aryg

GAA
Glu

CGT
Arg

GTC
val
175

Phe

ACC
Thr

ARG
Lys

cTG
Leu

CTQ
Leu

AAT
ARan

GCT
Ala

TGC
Cys
80

GCA
Ala

GCA
Ala

AAG
Lys

AGT
Ser

CAT
His
160
TGC
Cys

CAG
Gln

AGC
Ser

CTA
Leu

48

96

144

192

240

288

336

las

432

480

528

576

624

6§72
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(D) TOPOLOGIA: lineal
(i) TIPO DE MOLECULA: ADN¢

(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: CDS
(B) LOCALIZACION:93..890

(xi) DESCRIPCION DE SECUENCIA: SEQ ID NO: 7:

CCGGACGCGT GGGCGACACG GTTTCGTGEE GACCCAGGCT TGOCAAAGTGA CGGTCATTTT 60
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55

60

65

CTCTTTCTTT CTCCCTCTTG AGTCCTTCTG AG ATG

GGA
cly

CAC
His

aAsn
40

CcCa
Pro

Asn

GAC
Asp

GeT
Ala

cCcT
Pro
25

GCT
Ala

GGC
Gly

ARG
LYs

GAG
Glu

ACC
Thr
10

CTG
Leu

ATC
1le

TCT
Ser

TAC
Tyr

GAG
Glu
90

CGG
Arg

Leu

AAG
Lys

GCA
Ala

CAG
Gln
75

TGC
Cys

aGTC
val

GGA
Gly

Asn

GTC
val
60

ACC
Thx

GGC
aly

TIT
Phe

GTG
val

Leu
45

AGC

Ser

ATT
Ile

ACT
Thy

GTC
Val

RGC
Ser
30

cce

Pro

GCC
Ala

GAC
Asp

GAT
Asp

GCG
Ala
15

GCC
Ala

CCA
Pro

GCa
Ala

AAC
Asn

GAG
Glu
Ss

ATG
Met

ACC
Thx

[§ee)
Pro

cCcG
Pro

TAC
Tyr
80

TAC
Tyr

12

Met
1

GTA
val

TTG
Leu

CTG
Leu

GGA
Gly
65

CAG
Gln

TGC
Cys

ATG
Meat

GCG
Ala

AAC

aGce
Gly
S0

ATC
Ile

ofale]
Pro

GCT
Ala

GCT
Ala

GCG
Ala

TCG
Ser
35

GGC
aly

CTG
Leu

TAC
Tyx

AGT
Ser

CTG
Leu

Ala
20

GTT
val

GCT
Ala

TAC
Tyr

CCa
Pro

[alal o
Pro
100

GGC
Gly
5

cTC

Leu

CTC
Leu

GCG
Ala

cCca
Pro

TGC
Cys

ACC
Thr

GCA
Ala

GGC
Gly

AAT

GGG
Gly

GGC
Gly
70

GCA
Ala

cGeC
Arg

felale]
Ala

aae
aly

TCC
Ser

CAC
His
55

Gly

GAG
Glu

GGA
Gly

113

1612

209

257

3os

353

401
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ES 2 285768 T3

GGG GAC GCA GGC GTIGC CAA ATC TGT CTC GCC TGC AGG ARG CGC CGA AARA 449
Gly Asp Ala Gly Val Gln Ile Cys Leu Ala Cys Arg Lys Arg Arg Lys
105 110 115
CGC TGC ATG CGT CAC GCT ATG TGC TGC CCC GGG AAT TAC TGC AAA AAT 497
Arg Cys Met Arg His Ala Met Cys Cys Pro Gly Asn Tyr Cys Lys Asn
120 125 130 135
GGA ATA TGC GTG TCT TCT GAT CAA AAT CAT TTC CGA GGA GAA ATT GAG 545
Gly Ile Cys Val Ser Ser Asp Gln Asn His Phe Arg Gly Glu Ile Glu
140 145§ 150
GAA ACC ATC ACT GAR AGC TTT GGT AAT GAT CAT AGC ACC TTG GAT GGG 593
Glu Thr Ile Thr Glu Ser Phe Gly Asn Asp His Ser Thr Leu Asp Gly
158 160 165
TAT TCC AGA RGA ACC ACC TTG TCT TCA AAR ATG TAT CAC ACC AAA GGA 641
Tyr Ser Arg Arg Thr Thr Leu Ser Ser Lys Met Tyr His Thr Lys Gly
170 178 180
CAA GAA GGT TCT GTT TGT CTC CGG TCA TCA GAC TGT GCC TCA GGA TTG 689
Gln Glu Gly Ser Val Cyg Leu Arg Ser Ser Asp Cys Ala Ser Gly Leu
185 190 195
TGT TGT GCT AGA CAC TTC TGG TCC AAG ATC TGT AAA CCT GTC CTG AAA 137
Cys Cys Ala Arg His Phe Trp Ser Lys Ile Cys Lys Pro Val Leu Lys
200 208 210 215
GAA GGT CAA GTG TGT ACC AAG CAT AGG AGA AAA GGC TCT CAT GGA CTA 18%
Glu Gly Glan val Cys Thr Lys His Arg Arg Lys QGly Ser His Gly Leu
220 228 230
GAA ATA TIC CAG CGT TGT TAC TGT GGA GAA T CTG TCT TGC CGG ATA 833
Glu Ile Phe Gln Arg Cys Tyr Cys Oly Glu Gly Leu Ser Cys Arg Ile
235 240 245
CAG AAA GAT CAC CAT CAA GCC AGT AAT TCT TCT AGG CTT CAC ACT TGT 881
Gln Lys Asp His His Gln Ala Ser Asn Ser Ser Arg Leu His Thr Cys
250 258 260
CAG AGA CAC TAAACCAGCT ATCCAAAATG CAGTGAACTC CTTTTATATA 930
Gln Arg His
265
ATAGATGCTA TGAAARCCTT TTATGACCTT CATCAACTCA ATCCTAAGGA TATACAAGTT 290
CTGTGGTTTC AGTTAAGCAT TCCAATAACA CCTTCCAAAA ACCTGGAGTG TAAGAGCTTT 1050
GTTTCTTTAT GGAACTCCCC TGTGATTGCA GTAAATTACT GTATTGTAAA TTCTCAGTGT 1110
GGCACTTACC TGTAAATGCA ATGAAACTTT TAATTATTTT TCTAAAGGTG CTGCACTIGCC 1170
TATTTTTCCT CTTGTTATGT AARATTTTTGT ACACATTGAT TGTTATCTTG ACTGACAMAT 1230
ATTCTATATT GAACTGAAGT AAATCATTTC AGCTTATAGT TCTTAAAAGC ATAACCCTIT 1290
ACCCCATTTN ATTCTAGAGT CNAGAACGCA AGGATCTCTT GGAATGACAA ATGATAGGTA 1350
CCTAAAATGT AACATGAAAA TACTAGCTTA TTTTCTGAAA TGTACTATCT TAATGCTTAA 1410
ATTATATTTC CCTTTAGGCT GTGATAGTTT TTGAAATAAA ATTTAACATT TAATATCATG 1470
AAATGKTATA AGTAGACATA AAARAAAAAA AAAAAARAAA AGGGCGGCCG CTAGACTAG 1529

13
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(2) INFORMACION PARA SEQ. ID NO: 8:

(i) CARACTERISTICAS DE SECUENCIA
(A) LONGITUD: 266 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacidos

(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: proteina
(xi) DESCRIPCION DE SECUENCIA: SEQ ID NO: 8:

Met

val

Leu

Leu

Gly

65

Gln

Cys

Ala

Pro

His

145

Asp

Met

Ala

Asn

Gly

50

Ile

Pro

Ala

Cys

Gly

130

Phe

His

Ala

Ala

Ser

35

Gly

Tyr

Ser

Axrg

118

Asn

Arg

Ser

Leu Gly Ala

Ala

20
val
Ala
Tyr
Pro
Pro
100
Lys
Tyr

Gly

Thy

5

Leu

Leu

Ala

Pro

Cys

85

Thr

Arg

Cys

Glu

Leu
165

Gly

Asn

Gly

Gly

70

Ala

Arg

Arg

Lys

Ile

150

Asp

Ala Gly Ala

Gly

Ser

His

55

Cly

Glu

Gly

Lys

Asn

135

Glu

Gly

His

Asn

40

Pxo

Asn

Asp

Gly

Arg

120

Gly

Glu

Pro

25

Ala

Gly

Lys

Glu

Asp

105

Cys

Ile

Thr

Ser

14

Thr

10

Leu

Ile

Ser

Tyr

Glu

S0

Ala

Met

Cys

Ile

Arg
170

Arg

Leu

Lys

Ala

Gln

75

Cys

Gly

Arg

val

Thr
155

Arg

Val

Gly

Asn

val

60

Thx

Gly

Val

His

Ser

140

Glu

Thr

Phe

val

Leu

45

Ser

Ile

Thr

Gln

Ala

125

Sex

Ser

Thr

val

Ser

30

PYo

Ala

Asp

Asp

Ile

110

Met

Asp

Phe

Leu

Ala

15

Ala

Pro

Ala

Asn

Glu

95

Cys

Cys

Gln

Gly

Ser
175

Met

Thr

Pro

Pro

Tyr

80

Tyr

Leu

Cys

Asn

Asn

160

Ser
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Lys Met Tyr His Thr Lys Gly Glan Glu Gly Ser Val Cys Leu Arg Ser
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180
Ser Asp Cys Ala Ser Gly Leu Cys Cys Ala Arg His Phe Trp Ser Lys
Ile Cys Lys Pro Val Leu Lys Glu Gly Gln val Cys Thr Lys His Arg
210 215 220
Arg Lys Gly Ser His Gly Leu Glu Ile Phe Gln Arg Cys Tyr Cys Gly
228 230 23% 240
Glu Gly Leu Ser Cys Arg Ile Gln Lys Asp His His Gln Ala Ser Asn
245 250 255§
Ser Ser Arg Leu His Thr Cys Gln Arg His
260 265
(2) INFORMACION PARA SEQ ID NO: 9:
(i) CARACTERISTICAS DE SEQUENCIA:
(A) LONGITUD: 798 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal
(i) TIPO DE MOLECULA: ADN¢
(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: CDS
(B) LOCALIZACION:1..798
(xi) DESCRIPCION DE SECUENCIA: SEQ ID NO: 9:
ATG@ ATG GCT CTG GGC GCA GCG GBA GCT ACC CGG GTC TTT GTC GCG ATG 48
Met Met Ala Leu Gly Ala Ala Gly Ala Thr ARrg Val Phe Val Ala Met
1 S 10 15
GTR GCG GCG GCT CTC GGC GGC CAC CCT CTG CTQ GGA GTG AGC GCC ACC 96
Val Ala Ala Ala Leu Gly Gly His Pro Leu Leu Gly val Ser Ala Thr
20 25 30
TTG AAC TCG GTT CTC AAT TCC AAC GCT ATC AAG AAC CTG CCC CCA ccag 144
Leu Asn Ser Val lLeu Asn Ser Asn Ala Ile Lys Asn Leu Pro Pro Pro
35 40 45
CTG GGC GBC GCT GCG GGG CAC CCA GGC TCT GCA GTC AGC GCC GCG CCG 192
Leu Gly Gly Ala Ala GQly His Pro Gly Ser Ala Val Ser Ala Ala Pro
50 55 60
GGA ATC CTG TAC CCG GGC GGG AAT AAG TAC CAG ACC ATT GAC AAC TAC 240
Gly Ile Leu Tyr Pro Gly Gly Asn Lys Tyr Gin Thr Ile Asp Asn Tyr

65

180 185

70

75

15

8o
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CAG
Gln

Cys

GCC
Ala

cccC
Pro

CAT
His
145
GAT
Asp

Lys

TCA
Ser

ATC
Ile

AGA
Arg
225

Glu

TCT
Serx

CCG
Pro

GCT
Ala

TGC
Cys

Gly
130

TIC
Phe

CAT
His

ATG
Met

GAC
Asp

TGT
Cys
210

Lys

GGT
Cly

TCT
Ser

TAC
Tyr

AGT
Ser

AGG
Arg
115

AAT
Asn

CGA
Arg

AGC
Ser

TAT
Tyr

TGT
Cys
195

Lys

GGC
Gly

Leu

AGG
Arg

cCa
Pro

cce
Pro
100

Lys

TAC
Tyr

GGA
Gly

ACC
Thr

CAC
His
180

GCC
Ala

cCT
Pro

TCT
Ser

TCT
Ser

cTT
Leu
260

7ac
Cys
s

ACC
Thr

Arg

TGC
Cys

Glu

TTG
Leu
168

ACC
Thr

TCA
Sex

GTC
val

CAT
His

TGC
Cys
245

CAC
His

GCA
Ala

CGC
Arg

CGA
Axg

Lys

ATT
Ile
150

GAT
Asp

Lys

Gly

CcTG
Leu

GGA
Gly
230

CGG
Axrg

ACT
Thr

ES 2 285768 T3

GAG
Alu

GGA
Gly

Lys

AAT
Asn
135

GAG
Glu

Gly

GGA
Gly

Leu

Lys
218

CTA

Leu

ATA
Ile

TGT
Cys

(2) INFORMACION PARA SEQ ID NO: 10:

GAC
Asp

GGG
Gly

cGe
Arg
120

GGA
Gly

GAA
Glu

TAT
Tyr

Gln

Cys
200

Glu

GAA
Glu

CAG
Gln

Gln

(i) CARACTERISTICAS DE SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 702 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN_

(ix) CARACTERISTICA:

(A) NOMBRE/CLAVE: CDS
(B) LOCALIZACION: 1..537

(xi) DESCRIPCION DE SECUENCIA: SEQ ID NO: 10:

GAG GAG TGC GGC

Glu Gilu
30

GAC GCA
Asp Ala
1058

TGC ATG
Cys Met

ATA TGC
ile Cys

ACC ATC
Thr Ile

TCC AGR
Ser Arg
170

GAR GGT
Glu Gly
185

TGT GCT
Cys Ala

GGT CAA
Gly Gln

ATA TTC
Ile Phe

ARA GAT
Lys Asp
250

AGA CAC

Arg His
265

16

Cys

GGC
Gly

CGT
Arg

GTG
val

ACT
Thr
1585

AGA
Arg

TCT
Sex

AGA
Arg

GTG
Val

CAG
Gln
235

CAC
His

Gly

GTG
Val

CAC
His

T
Ser
140

GAA
Glu

ACC
Thyr

GTT
val

CAC
His

TaT
Cys
220

CGT
Axg

CAT
His

ACT
Thr

CAR
Gln

Ger
Ala
125

pyesy
Ser

AGC
Sex

ACC
Thr

T
Cys

TTC
Phe
205

ACC
Thr

TGT
Cys

CAA
Gln

GAT
Asp

ATC
Ile
110

ATG
Met

GAT
Asp

pPhe

TTG
Leu

CTC
il.eu
190

TGG
Trp

AAG
Lys

TAC
Tyr

GCC
Ala

GAG
Glu
9s

TGT
Cys

TGC
Cys

CAA
Gln

GGT
Gly

TCT
Sex
1758

CGG
Arg

TCC
Ser

CAT
His

TGT
Cys

AGT
ser
255

TAC
Tyr

CTC
Leu

TGC
cys

ART
Asn

AAT
Asn
160

TCA

Ser

TCA
Ser

Lys

AGG
Atrg

GGA
Gly
240

AAT
Asn

288

3136

ig4

480

528

576

624

672

720

768

798
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Glu

TCA
Ser

CGAT
ASp

cca
Pro

ACT
Thr
65

GGA
Gly

GGG
Gly

Phe

CAT
His

Leu
145

GTA
Val

CAG
Gln

GTTGTGTATT TAATGCATTA TAGCATGGTA GAAAATAAGG TTCAGATGCA GARGAATGGC

TARAATAAGA AACGTGATAA GAATATAGAT GATCACAAARA AAAAMAAAAA ARAAGATGCG

TTC
Phe

TCG
Serx

GGC
Gly

GTT
val
50

GG
Arg

TGG
Trp

CAT
His

TGC
Cys

CAG
Gln
%30

GAA
Glu

TGG
Trp

ARA
Lys

GCCGC

GGC
Gly

GCC
Ala

ATG
Met
3s

ACT
Thr

CAC
His

CAG
Gln

GAA
Glu

TGT
Cys
115

Gly

ATT

Ile

Lys

ATT
Ile

ACG
Thr

TGC
Cys

TGC
cys

GAR
Glu

AGA
Arg

AAT
Asn

GGA
Gly
100

GCT
Ala

GAA
Glu

TTC
Phe

GAT
Asp

AGQa
Arg

ATC
Met

TGC

AGC
Ser

GAT
Asp

Leu
85

GAC
Asp

CGT
Arg

GTC
val

CAG
Gln

GCC
Ala
165

GTT
val

GTG
val

cce
Pro

ATC
Ile

CGA
Arg
70

GGA
Gly

cee
Pro

CAT
His

TGT
Cys

CGT
Arg
150

ACC
Thr

ES 2 285768 T3

GGG
Gly

Cys

AGT
Ser

TTA
Leu
58

AAC
Asn

AGA
Arg

TGC
Cys

TTC
Phe

ACC
Thr
138

TGC

Cys

TAC
Tyx

AGG
Axrg

CGG
Arg

ACC
Thr
40

ACC
Thr

CAC
Kis

CCA
Pro

CTA
Leu

TGG
Trp
120

AAA
Lys

GAC
Asp

TCC
Ser

TAT
Tyr

AGA
Arg
25

¢GC
Arg

CCT
Pro

GGT
Gly

CAC
His

CGA
Arg
i0s

ACC
Thr

CAA
Gln

TGT
Cys

TCC
Ser

TGC
Cys

Lys

T6C
Cys

CAC
His

CAT
His

ACT
Thr
90

TCA
Ser

Lys

cGe
arg

GCG
Ala

ARA

Lys
170

CAC
His

Lys

AAT
Asn

ATC
Ile

TAC

Tyr
75

AAG
Lys

TCA
Ser

ATC
Ile

AAG
Lys

AAG
Lys
155

GCC
Ala

Ser

Lys

AAT
Asn

cCG
Pro
60

TCA
Ser

ATG
Met

AAC
Asp

TGC
Cys

ARG
Lys
140

GGC
Gly

AGA
Arg

cce
Pro

CGC
Arg

GGC
Gly
45

GCT
Ala

AAC
Asn

TCA
Ser

TGC
Cys

Lys
125

aaT
Gly

CTG
Leu

cTC
Leu

CAC
His

TGC
Cys
30

ATC
Ile

CTG
Leu

CAT
His

CAT
His

ATT
Ile
110

CCA

Pro

TCT
Ser

TCT
Ser

CAT
His

TGATCACCAT TGAGGAACAT CATCAATTGC AGACTGTGAA

(2) INFORMACION PARA SEQ ID NO: 11:

(i) CARACTERISTICAS DE SECUENCIA
(A) LONGITUD: 179 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido

(D) TOPOLOGIA: lineal
(ii) TIPO DE MOLECULA: proteina

(xi) DESCRIPCION DE SECUENCIA: SEQ ID NO: 11:

17

CAR
Gln
15

CAC
His

TGT
Cys

GAT
Asp

GAC
Asp

ATA
Ile
95

GAA
Glu

GTG
val

CAT
His

TGC
Cys

GTG
val
17s

GGA
Gly

CGA
Arg

ATC
lle

GGT
Gly

Leu
80

Lys

GGG
Gly

CTC
Leu

GGG
Gly

Lys
160

TGT

48

36

144

192

240

288

136

384

432

480

528

577

837

697

702
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Glu Phe

Seyr Ser

Asp Gly

Pro Vval
SO

Thr arg
65

Gly Trp

Gly His

Phe Cys

His Gln

130

Leu Glu
145

val Trp

Gln Lys

Gly

Ala

Met

35

Thr

His

Gln

Glu

Cys
118
Gly
Ile

Lys

Ile

Thr

Cys

20

Cys

Glu

Arg

Asn

Gly

100

Ala

Glu

Phe

Asp

Met

Cys

Ser

Asp

85

Asp

Arg

Val

Gln

Ala
165

ES 2 285768 T3

Val Gly

Val Cys

Pro Ser

Ile Leu
ss

Arg Asn
70

Gly Arg

Pro Cys

His Phe

Cys Thr
13%

Arqg Cys
150

Thr Tyr

(2) INFORMACION PARA SEQ ID NO: 12:

(i) CARACTERISTICAS DE SECUENCIA:

Ary

Arg

Thr

40

Thr

His

Pro

Leu

Trp

220

Asp

Ser

(A) LONGITUD: 537 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN_

(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: CDS
(B) LOCALIZACION: 1..537

(xi) DESCRIPCION DE SECUENCIA: SEQ ID NO: 12:

Tyr

Arg

25

Arg

Pro

Gly

His

Arg

105

Thr

Gln

Cys

Ser

18

Cys

10

Lys

cys

His

His

Thr

90

Sey

Lys

Arg

Ala

Lys
170

His

Lys

Asn

Ile

TyY

75

Lys

Ser

Ile

Lys

Lys
155

Ser

Lys

Asn

Pro

60

Ser

Met

Asp

Cys

Lys

140

Gly

Arg

Pro

Arg

Gly

45

Ala

Asn

Ser

Cys

Lys

125

Gly

Leu

Leu

His

Cys

30

Ile

Leu

His

His

Ile

110

Pro

Ser

Ser

His

Gln

15

His

Cys

Asp

Asp

Ile

95

Glu

val

His

cys

Val
175

Gly

Arg

Ile

Gly

Leu

8o

Lys

Gly

Leu

Gly

Lys

160

Cys
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GAA
Glu

TCA
Ser

GAT
Asp

CCA
Pro

ACT
Thr
65

GGA
Gly

GGG
Gly

TTT
Phe

CAT
His

Leu
145

GTA
Val

Gln

TTC
Phe

TCG
Ser

GGC
Gly

GTT
Val
50

cac
Arg

Trp

CAT
His

TGC
Cys

CAG
Gln
130

GAA
Glu

Trp

Lys

Gly

GCC
Ala

ATG
Met
35

ACT
Thr

CAC
His

CAG
Gln

GAR
Glu

TGT
Cys
115

GGG
Gly

ATT
Ile

Lys

ATT
Ile

ACG
Thr

TGC
Cys
20

TGC
cys

GAA
Glu

AGA
Arg

AAT
Asn

GGA
Gly
100

GCT
Ala

GAA
Glu

TTC
Phe

GAT
Asp

AGG
Arg

ATG
Met

TGC
Cys

AGC
Ser

GAT
Asp

CTA
Leu
85

GAC
Asp

CGT
Arg

GTC
val

CAG
Gln

ace
Ala
165

GTT
val

GTG
Val

cce
Pro

ATC
Ile

CGA
Arg
70

GGA
Gly

cce
Pro

CAT
His

TGT
Cys

cGTr
Axg
150

ACC
Thr

ES 2 285768 T3

Gly

TGT
Cys

AGT
Ser

TTA
Leu
55

AAC
Asn

AGA
Arg

TGC
Cys

TTC
Phe

ACC
Thrx
135

TGC
Cys

TAC
Tyr

(2) INFORMACION PARA SEQ ID NO: 13:

AGG TAT TGC
Arg Tyr Cys

Arg

ACC
Thr
40

ACC
Thr

CAC
His

CCA
Pro

CTA
Leu

TGG
Trp
120

Lys

GAC
Asp

TCC
Ser

(i) CARACTERISTICAS DE SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 928 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN_

(ix) CARACTERISTICA:

AGA
Arg
25

olcod
Arg

CcCT
Pro

GGT
Gly

CAC
His

CGA
Arg
105

ACC
Thr

CAA
Gln

TGT
cys

TCC
Ser

19

10

AAA
Lys

TGC
Cys

CAC
HiB

CAT
His

ACT
Thr
90

TCA
Ser

Lys

Cac
Arg

GCG
Ala

ARR
Lys
170

CAC
His

ARG
Lys

AAT
Asn

ATC
Ile

TAC
Tyr
75

AAG
Lys

TCA
Ser

ATC
Ile

ARG
Lys

ARG
Lys
155

GCC
Ala

AGT
Ser

AAG
Lys

AAT
Asn

CCG
Pro
60

TCA
Ser

ATG
Met

GAC
Asp

TGC
Cys

ARG
Lys
140

GGC
Gly

AGA
Arg

cee
Pro

CGC
Arg

GGC
Gly

GCT
Ala

AAC
Asn

TCA
Ser

TGC
Cys

Lys
125

GGT
Gly

Leu

CTC
Leu

CAC
His

Cys
30

ATC
Ile

TG
Leu

CAT
His

CAT
His

ATT
Ile
110

CCA

Pro

TCT
Ser

TCT
Ser

CAT
His

CARA
Gln
1s

CAC
His

TGT
Cys

GAT
Asp

GAC
Asp

ATA
Ile
95

GAA
Glu

GTG
val

CAT
His

TGC
Cys

GTG
Val
175

GGA
Gly

CGA
Arg

ATC
Ile

GGT
Gly

TTG
Leu
80

Lys

GGG
Gly

CTC
Leu

Gly

Lys
160

TGT
Cys

48

96

144

192

240

288

384

432

480

528

537
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ES 2 285768 T3

(A) NOMBRE/CLAVE: CDS

(B) LOCALIZACION: 75..800

(xi) DESCRIPCION DE SECUENCIA: SEQ ID NO: 13:

CTCGAGGCCA AAATTCGGCA CGAGGCCGGG CTGTGGTCTA

AGAAGGGGCG GGGT ATG

CAT
His

GCT
Ala

cTC
Leu
45

Lys

GAC

Leu

GCA
Ala
30

ACA
Thr

GGT
Gly

TTC
Phe

CTG
Leu
15

GCT

Ala

GGC
Gly

AAC
Asn

CGG
Arg

aTC
val

cCT
Pro

cre
Leu

CTG
Leu

GGC
Gly
80

Met
1

CTG
Leu

ATC
Ile

CAG
Gln

65

cTC
Leu

GGA
Gly

CTG
Leu

CAT
His

AGC
Ser
50

CGG

Arg

ccr
Pro

GAA
Glu

Leu

GAT
Asp
35

CTA

GGC
Gly

GGG
Gly

GCC
Ala

cTC
Leu
20

GCT
Ala

cTC
Leu

ATA
Ile

AAC
Asn

TCC
Ser

S
CTC
Leu

GAC
Asp

Gln

GAC
Asp

TAC
Tyr

20

CCA
Pro

TCT
Serx

GCC
Ala

GGC
Gly

AGC
Ser
70

CAC
His

cCT
Pro

ACC
Thr

CAA
Gln

TTC
Phe
3]

TTA
Leu

Lys

GCATAAAGGC GGAGCCCAGA

GCC
Ala

CTG
Leu

GAG
Glu
40

AGC

Ser

TrC
Phe

GAG
Glu

cce
Pro

GTG
Val
25

AGC

Ser

CGA
Arg

TCT
Sex

GAG
Glu

GCA
Ala
10

ATC
Ile

TCC
Ser

cTT
Leu

GCC
Ala

Asn
90

AGG
Arg

cce
Pro

Leu

TTC
Phe

cce
Pro
75

CAG
Gln

CGG
Arg

TCC
Ser

3GT
Gly

CTG
Leu
60

ATG

Met

GAG
Glu

60

110

158

206

254

302

350
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CAC
Hig

ATG
Met

GCA
Ala
125

cce

Pro

GAC
Asp

Lys

TGG
Trp

CGC
Arg
208

TCC

Ser

AGG
Axg

TAGCCCCCAT CAGACCCTGC CCCARGCACC ATATGGAAAT ARAGTTCTTT CTTACATCTA

CAG CTG
Gln Leu
95

ACC GAC
Thr Asp
110

TCC ATT
Sexr Ile

AGG ATG
Arg Met

AGC TTC
Ser Phe

CTG CCA
Leu Pro
175

CTC AGC
Leu Ser
150

AAG GGG
Lys Gly

CAC TCC
His Ser

CCC 1TCT
Pro Ser

GGG
Gly

AAC
Asn

CAR
Gln

GAG
Glau

CAC
His
160

CGG
Arg

GAG
Glu

ACC
Thy

AGG
Arg

(ofel]
Arg
240

AAC
Asn

ARG
Lys

CCA
Pro

GAG
Glu
145

ACA
Thr

CGG
Arg

ARG
Lys

CAC
His

CTG
Leu
225

CAG
Gln

ARC
Asn

ACA
Thy

GCG
Ala
130

AAG
Lys

GAA
Glu

AGG
Arg

CGA
Arg

AAG
Lys
210

TCC

Ser

CTG
Leu

ES 2 285768 T3

ACC
Thr

GGA
Gly
115

GAG
Glu

GAG
Glu

CTC
Leu

TCC
Ser

cac
His
135
GAC
Asp

cce
Pro

cTC
Leu
100

GAG
Glu

GGG
Gly

GCC
Ala

CAT
His

CAC
His
180
¢Ge
Arg

GTC
val

CGA
Arg

TCC AGC CAC

Ser

GTG
val

AGC
Ser

CTG
Leu

cccC
Pro
165

CAG
Gln

Leu

CTA
Leu

AAG
Lys

Ser

CTG
Leu

TTC
Phe

GTA
val
150

CGG
Axg

GAT
Asp

CAG
Gln

GAA
Glu

ACC
Thr
230

His

ATC
Ile

GAG
Glu
135

ccC
Pro

val

GCC
Ala

GCC
Ala

GAG
Glu
215

CAC
His

Leu

TCC
Ser
120

Gly

ATC
Ile

GCC
Ala

CTG
Leu

ATC
Ile
200

GGG
Gly

TTRA
Leu

CRG
Gln
105

GAG
Glu

GAT
Asp

CAG
Gln

TTC
Phe

GAG
Glu
185

CGa
Arg

ACC
Thr

CTG
Leu

ATC
Ile

AAT
Asn

TTG
Leu

ARG
Lys

TGG

Trp
170

GGC
Gly

GAT
Asp

GAG
Glu

TAC
Tvyr

GRC
Asp

GTG
val

ARG
Lys

GCC
Ala
155

ATC
Ile

GGC
Gly

GGA
Gly

AGC
Ser

ATC
Ile
235

TRGGGGTGGG GACCGGGGAG CACCTGCCTG

AAMAAAARAAA RAARAPAAAAA AMAAAAATTG GCGGCCGC

(2) INFORMACION PARA SEQ ID NO: 14:

(i) CARACTERISTICAS DE SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 242 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido

(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: proteina

(xi) DESCRIPCION DE SECUENCIA: SEQ ID NO: 14:

21

AAG
Lys

GTG
val

GTA
val
140

ACG
Thr

ATT
Ile

CAC
His

CcTC
Leu

TCC
Ser
220

CTC
Leu

398

448

494

542

590

638

686

734

830

8399

928
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Met Gly Glu Ala Ser Pro Pro

teu Leu Leu Leu Leu Ser Thr
20

Ile His Asp Ala Asp Ala Gln
35

Gln Ser Leu Leu Gln Gly Phe
50 5%

Leu Arg Gly Ile Asp Ser Leu
65 70

Leu Pro Gly Asn Tyr His Lys
85

Asn Asn Thr Leu Ser Ser His
100

Lys Thr Gly Glu Val Leu Ile
115

Pro Ala Glu Gly Ser Phe Glu
130 135

Glu Lys Glu Ala Leu Val Pro
145 150

Thr Glu Leu His Pro Arg Val
165

Arg Arg Ser His QGln Asp Ala
180

Lys Arg His Axrg Leu Gln Ala
195

His Lys Asp Val Leu Glu Glu
210 215

Leu Ser Pro Arg Lys Thr His
225 230

G.n Leu

(2) INFORMACION PARA SEQ ID NO: 15:

(i) CARACTERISTICAS DE SEQUENCIA:
(A) LONGITUD: 726 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN¢
(ix) CARACTERISTICA:

Ala

Glu

40

Ser

Phe

Glu

Leu

Ser

120

Gly

Ille

Ala

Leu

Ille

200

Gly

Leu

22

Pro

Val

25

Ser

Arg

Ser

Glu

Gln

108

Glu

Asp

Gln

Phe

Glu

185

Arg

Thr

Ala

10

Ile

Sex

Leu

Ala

Asn

30

Ile

Asn

Leu

Lys

Trp

170

Gly

Asp

Glu

Tyr

Arg

Pro

Leu

FPhe

Pro

75

Gln

Asp

val

Lys

Ala

155

Ile

Gly

Gly

Ser

Ile
2135

Arg

Serx

Gly

60

Met

Glu

Lys

vVal

val

140

Thy

Ile

His

Leu

Ser

220

Leyu

His

Ala

Leu

45

Lys

Asp

His

Met

Ala

125

Pro

Asp

Lys

Trp

Arg

208

Ser

Arg

leu

Ala

30

Thr

Gly

Phe

Gln

Thr

110

Ser

Arg

Ser

Leu

Leu

120

Lys

His

Pro

Leu

15

Ala

Gly

Asn

Arg

Leu

95

Asp

Ile

Met

Phe

Pro

178

Ser

Gly

Ser

Ser

val

Pro

Leu

Leu

Gly

80

Gly

Asn

Gln

Glu

His

160

Arg

Glu

Thr

Arg

Arg
240
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(xi) DESCRIPCION DE SECUENCIA :SEQ ID NO: 15:

ATG
Met

CTG
Leu

ATC
Ile

CAG
Gln

CTT
Leu
65

CcTC
Leu

CCA
Pro

GAG
Glu
145

ACA
Thr

ES 2 285768 T3

(A) NOMBRE/CLAVE: CDS
(B) LOCALIZACION: 1..726

GGA
Gly

CTG

CAT
His

AGC
Ser
S0

CGG
Arg

ccr
Prxo

AAC
Asn

ACA
Thrx

CGCG
Ala
130

AAG
Lys

GAA
Glu

Glu

Leu

GAT
Asp
3s

CTA
Leu

GGC
Gly

GGG
Gly

ACC
Thr

GGA
Gly
115

GAG
Glu

GAG
Glu

cTC
Leu

GCC
Ala

Leu
20

GCT
Ala

CTC
Leu

ATA
Ile

AAC
Asn

cTC
Leu
100

GAG
Glu

GGG
Gly

GCC
Ala

CAT
His

TCC
Ser

CTC
Leu

GAC
Asp

CAA
Gln

GAC
Asp

TAC
Tyx
85

TCC
Ser

GTG
val

AGC
Ser

CTG
Leu

cce
Pro
165

CCA CCT GCC

Pro

TCT
Ser

GCC
Ala

GGC
Gly

AGC
Ser
70

CAC
His

AGC
Ser

CTG
Leu

TTC
Phe

GTA
val
150

CGG
Arg

Pro

ACC
Thr

CAA
Gln

TTC
Phe
55

TTA
Leu

Lys

CAC
His

ATC
Ile

GAG
Glu
135

CCC

Pro

GTG
Val

Ala

CTG
Leu

GAG
Glu
40

AGC
Ser

TTC
Phe

GAG
Glu

CTC
Leu

TCC
Ser
120

GGT
Gly

ATC
Ile

GCC
Ala

cce
Pro

val
25

AGC

Ser

CGA
Arg

TCT
Sex

GAG
Glu

CAG
Gln
105

GAG
Glu

GAT
AsSp

CAG
Gln

TTC
Phe

23

GCA
Ala
10

ATC
Ile

TCC
Ser

CTT
Leu

GCC
Ala

AAC
Asn
90

ATC
Ile

AAT
Asn

TTG
Leu

AAG
Lys

TGG
Trp
170

AGG
Arg

cee
Pro

TTC
Phe

cee
Pro
75

CAG
Gin

GAC
Asp

GTG
Val

ARG
Lys

GCC
Ala
15%

ATC
Ille

CGG
Arg

TCC
Seyr

GGT
Gly

CTG
Leu
60

ATGC
Met

Glu

ARG
Lys

GTG
val

GTA
val
140

ACG
Thr

ATT
Ile

CAT
His

GCT
Ala

cTe
Leu
45

Lys

GAC
Asp

CAC
His

ATG
Met

GCA
Ala
12%

cce

Pro

GAC
Asp

AAG
Lys

CTG
Leu

GCA
Ala
30

ACA
Thr

GGT
Gly

TTC
Phe

CAG
Gln

ACC
Thr
110

TCC

Ser

AGG
aArg

AGC
Ser

CcTG
Leu

CTG
Leu

GCT
Ala

Gly

AAC
Asn

CGG
Arg

CcTC
Leu
95

GAC
Asp

ATT
Ile

ATG
Met

TTC
Phe

CCA
Pro
175

GTC
Val

ccT
Pro

cTC
Leu

TG
Leu

GGC
Gly
80

Gly

AAC
Asn

CAA
Gln

GAG
Glu

CAC
His
160

CGG
Arg

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528
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CGG
Arg

Lys

CAC
His

Leu
225

CAG
Gln

AGG
Arg

CGA
Arg

AAG
Lys
210

TCC

Ser

CTG
Leu

TCC
Ser

CAC
His
19%

GAC

Asp

cce
Pro

CAC
His
180
CGC
Arg

GTC
val

CGA
Arg

CAG
Gln

CcTG
Leu

CTA
Leu

ANG
Lys

GAT
Asp

CAG
Gln

Glu

ACC
Thr
230

ES 2 285768 T3

GCC
Ala

Ala

GAG
Glu
215

CAC
His

(2) INFORMACION PARA SEQ. ID NO: 16:

(i) CARACTERISTICAS DE SECUENCIA:

cTG
Leu

ATC
Ile
200

GGG

-

G¢Y

TTA
Leu

GAG
Glu
185

CGG
Arg

ACC
Thr

CTG
Leu

(A) LONGITUD: 2381 pares de bases

(B) TIPO: acido nucleico

(C) TIPO DE CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGIA: lineal
(i) TIPO DE MOLECULA: ADN¢

(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: CDS
(B) UBICACION: 110..1156

(xi) DESCRIPCION DE SECUENCIA: SEQ ID NO: 16:

FGTCGACCCA CGCGTCCGCT GTGGCAGCCC AGCTACCGGT CGTGACCAGA TCCAGCTTGC

GGC
Gly

GAT
Asp

GAG
Glu

TAC
Tyr

GGC
Gly

GGA
Gly

AGC
Ser

ATC
Ile
235

CAC
His

cTC
Leu

TCC
Ser
220

CTC
Leu

TGG
Trp

CGC
Arg
205

TCC

Ser

AGG
Arg

cTC
Leu
190

AAG
Lys

CAC
His

cce
Pro

AGC GAG
Ser Glu

Gly Thr

TCC AGG
Ser Arg

TCT CGG
Ser Arg
240

AGCTCAGCTT TGTTCATTCG AATTGGGCGG CGGCCAGCGC GGAACAANS ATG CAG
Met Gln

CcGG
Arg

ACT
Thr

GGC
Gly
as

cTe
Leu

GCT
Ala
20

CCA
Pro

GGG
Gly

olay 3
Pro

GCT
Ala

GGT
Gly

GCT
Ala

Leu

ATT TTG
Ile Leu

CCT TCC
Pro Ser

AAC TAC
Asn Tyr

40

CTG
Leu

fuaic]
Pro
25

[ecay o
Pro

TGT
Cys

ACG
Thr

CAG
Gln

ACA
Thr

GTC
val

GAG
Clu

cTa
Leu

ACT
Thr

GAA
Glu

24

CTa
Leu

Trp

GCT
Ala
a5

GCG
Ala

ACT
Thr
30

ACG
Thr

GCG
Ala
15

CCG

Pro

cIC
Leu

GCG
Ala

GCG
Ala

AAT
Asn

1

GTC ccc
Val Pro

GAG CCG
Glu Pro

GAG ATG
Glu Met
50

576

624

672

720

236

60

115

163

211

259
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TT?
Phe

AGT
Serx

TCT
Ser

AGC
Ser

GTT
val
115

ACA
Thr

TGT
Cys

AGC
Sex

ACC
Thr

Cys
19%

CAG
Gln

CTG
Leu

GAC
Asp

GAA
Glu

CGA
Arg

GCC
Ala

GAG
Glu

ACG
Thr
100

CAC
His

GTC
val

ATC
Ile

TIC
Phe

CGA
Axg
180

ACT
Thy

AGG
Arg

TTC
Phe

cce
Pro

GGA
Gly
260

GRG
Glu

QTG
val

GTG
val
as

GAG
Glu

ARG
Lys

ATT
Ile

ATT
Ile

ARG
Lys
165

GAC
Asp

CAA
Gln

GAT
Asp

cce
PYo

ACC
Thry
245

GeT
Ala

GTG
val

GAG
Glu
70

AAC
Asn

ACC
Thr

ATA
Ile

ACA
Thr

GAT
Asp
150

TAC
Tyx

AGT
Ser

AAG
Lys

TGC
Cys

GTG
val
230

AGC

Ser

TTG
Leu

Glu
55

GAG
Glu

Leu

AGG
Axg

ACC
Thr

TCT
Serx
13§

Glu

ACC
Thr

GAG
Glu

Ala

CAG
Gln
215

TGC

Cys

CRG
Gln

GAC
Asp

Glu

ATG
Met

Ala

GTG
val

AARC
Asn
120

GTA
val

GAC
Asp

TGC
Cys

TGC
Cys

ACC
Thr
200

CCT

Pro

ACA
Thr

CTG
Leu

CGA
Arg

ES 2 285768 T3

CTG
Leu

GAG
Glu

AGC
Ser

GGA
Gly
105

AAC
Agn

Gly

TGT
cys

CAG
Gln

TGT
Cys
185

Lys

Gly

cce
Pro

[0 A ¢
Leu

TGC
Cys
265

ATG
Met

GCa
Ala

TTA
Leu
90

AAT
Asn

CAG
Gln

GAT
Asp

elec]
Gly

CCha
Pro
170

GGA
Gly

GGT
Gly

CTG
Leu

CTG
Leu

GAT
Asp
250

ccc
Pro

GAA
Glu

GAA
Glu
75

ccr

Pxo

AAC
Asn

AGT
Ser

GAM
Glu

cce
Pro
1585

Cys

GAC
Asp

GGC
Gly

TGT
Cys

cCce
Pro
2318

CTC
Leu

TGC
Cys

25

GAC
Asp
60

GAA
Glu

cce
Pro

ACA
Thr

GGA
Gly

GAA
Glu
140

ACC
‘Thr

CGG
Arg

CAG
Gln

AAT
Asn

TGT
Cys
220

CTG

val

ATC
1le

GCC
Ala

ACT
Thr

GCA
Ala

AAC
Asn

GTC
val

CAG
Gln
125

GGC
Gly

AGG
Arg

GAC
Asp

CTG
Leu

GGG
Gly
208

GCC
Ala

GAG
Glu

ACC
Thr

AGT
Ser

CAG
Gln

GCT
Ala

TAT
Tyr

CAT
His
110

GTG
val

AAG
Lys

TAC
Tyr

CAG
Gln

TGT
Cys
190

ace
Thr

TIC
Phe

GGA
Gly

TGG
Tp

GGC
Gly
270

CAC
His

GCT
Ala

CAC
His
95

val

Val

AGG
Arg

TGC
Cys

CAG
Gln
175

GCC
Ala

ATC
Ile

CAA
Gln

GAG
Glu

GAA
Glu
255

cre
Leu

Lys

AAA
Lys
80Q

AAT
Asn

CAC
His

TTT
Phe

AGC
Ser

CAG
Gln
160

ATG
Met

TGG
Trp

TGT
Cys

AGA
Arg

CTC
Leu
240

CTG

Leu

CTA
Leu

CTG
Leu
6S

ACG
Thr

GAG
Glu

CAG
Gln

TCT
Ser

CAT
His
145

TIC
Phe

CTA
Leu

GGT
Gly

GAC
Asp

GGC
Gly
225

TGC
Cys

GAG
Glu

TGC
Cys

cGC
Arg

TCC
Ser

ACC
Thr

Glu

GAG
Glu
130

Glu

TCC
Ser

CAC
His

AAC
Asn
210

oy yed

Leu

CAT
His

cCcT
Pro

CAG
Gln

307

355

403

451

499

$47

595

643

691

739

87

835

883

931
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AGC
Sar

CCA
Pro
27%

CAC
His

GAC
Asp

AGC
Ser

CAT
His

GAG
Glu

TAC

Tyr Glu

GRG
Glu
325

GAC

Asp Leu

CCT a1G
Pro Val
340

TCACTAGTAG

3aG
Glu

GGAATGGCCG

ACATTTCTTC

CAGCGGTGAG

ATTTGTTTGA

ACAGGGAGGA

GTCTTGCGCC

CCTCCCACAT

AGCCACGCCC

GCCCCATGCT

TGGAGGGAGT

GGTCAGGCTG

ACCGACTGCT

TGCAGGAAGT

CTTAGCAACA

TGTAGAGTAC

TGACGGTTTC

GAAAGTTGCA

ACAAACATGT

GAA

CAC
His

AGT
Ser

CTG
Leu

ES 2 285768 T3

GTG TAC
val Tyr

280

CAC
His

AGT
Ser
295

GAT
Asp
310

GTT
val

CGG
Axrg

AGC
Ser

TCA CTA

GAG
Glu

aGC
Gly

CTA
Leu

GGC
Ser Leu Gly

GAG
Glu

AGC
Ser

TTC
Phe

ATA
Ile

ATG TGC
Met

CAG
Gln

GGG
Gly

AAG
Lys
285

Cys

CTG
Leu
300

cce
Pro

GAA
Glu

GTG
vVal

315

Gce
Ala

CAG
Gln
330

GGA
Gly
345

GAG
Glu

GAG GAG
Glu dlu

ATG
Met

GCA
Ala

GAG
Glu

ATT
Ile

ATGTGCAATA GAAATGGCTA ATTTATTTTC

CAGCTCCTTC

CAGCCGCCCT

TCGTCCCTCA

AGGGAGAGGA

GGATGCCTGC

GCTCCCATGG

ATTCATCCCT

CCTCTTGCTC

CTCTCTCTCA

GAAATCCTTT

ACTTGCATGT

TCAATACCTC

ATACTTGGCT

ATGGAAAGCC

AGCTGTGACA

AGGTGCCAGG

CACATTTIGTA

GGCCCTCAAA

JTTTCTCTTTG

GCCGC

ATTTTCAATA

CCAGTAGCTT

GCTTCTCTGA

CTGTTGCTAG

TGGGAAGGGG

CTTGCAGACG

GCTGAGGCAG

GTGTTTCAGC

ACCACAGCCT

ACCCCATACC

GGTTTAATTA

CCCTCTAACG

TGAAAGCCAG

ARTTGTAGGG

TTTCTCAGTC

TACAGACAGA

AACTATTACC

TAAGCATGCC

GATCATGCAC

AATACAAARTC

(2) INFORMACION PARA SEQ ID NO: 17:

TTCCTCTGGC

CTTGGGAAAG

AARCGCTGTC

TGAAGTCTGC

TGGACTTGGC

TGGCTACACA

TCCTACCTCA

AGGAGGGGAC

AGCCTCTGTG

TTTTCTCCTT

TTCGTAGCAG

TGCTCGGAGT

CTAGGATTGT

ACACCGAGAA

AGAAGGCTGG

ATTCTGTATC

TTTCTCCTGA

AAACCACTAC

CCCTTCATGC

26

CCA
Pro

GCC
Ala

TTC
Phe

AGG
Arg

GAG
Glu

GCC
Ala

cGC
Arg

CAG
Gln

GAG
Glu
320

TTT
Phe

GAG
Glu
335

GGG
Gly

TAGGCCCAGA

CCAGGAGTGT
TTGACAAGGT
ACAGGTATGG
TTGTTCTTCA
TCATGATGGA
AAARTGTAAC
AGAGCTATGC
CTGTCAGCAC
CAGAGGGGAC
CCAGCGACAG
CAAGGCACGC
TGTGGTGGAC
GCAGTTCGTG
GAATGAAATT
GTCACAACCA
GCTGGATGTC

TATCCAGACT

GTG
Val

GGC
Gly
290

CCG
Pro
305

GAT
Asp

GAA

Leu Glu

cer
Pro

GCC
Ala

CCCAGCTGAG

CCCCAAGTGT

ACAGTGCAGT

CGGGTAAGGG

TGGATGGAAG

TTTGGGGGAT

CTTTGCTTTT

TGCTCTGTGG

AGCCCTTCAT

TTCTCTCAGA

TCCTTCCAAA

CTGCCACTAA

ACTGTCTTCC

TAAATTAATT

TGCARAGTCG

AGCCAGGTTG

AGGCCTCAGA

TATTAARATT

GTTTTAAATT ATATGTATAC

TCTTTGCTAA TTCTTGGACT

AAAAPARAAA ARAAAGGGCG

979

1027

1075

1123

1176

1236

1295

1356

1416

147€

1518

1596

1696

1716

1776

1836

1886

1956

2018

2076

2136

2196

2256

231se

2376

2381
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ES 2 285768 T3

(i) CARACTERISTICAS DE SECUENCIA
(A) LONGITUD: 349 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido

(D) TIPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: proteina

(xi) DESCRIPCION DE SECUENCIA: SEQ ID NO: 17:

Met.

Val

Glu

Glu

Leu

65

Thr

Glu

Gln

Ser

His

145

Phe

Leu

Pro

Pro

Met

50

Arg

Ser

Thr

Glu

Glu

130

Glu

Ser

Arg

Thr

Gly

35

Phe

Ser

Ser

Ser

val

115

Thr

Cys

Ser

Thr

Leu

Ala

20

Pro

Arg

Ala

Glu

Thy

100

His

Val

Ile

Phe

Arg
180

Gly

S

Pro

Ala

Glu

val

val

85

Glu

Lys

Ile

Ile

Lys
168

Gly

Ala

val

Glu

70

Asn

Thr

Ile

Thy

Asp

180

Tyx

Ser

Ile
Pro
Asn
Glu

55
Glu
Leu
Axg
Thr
Ser
135
Glu
Thx

Glu

Leu

Ser

Tyr

40

Glu

Met

Ala

val

Asn

120

val

Asp

Cys

Cys

27

Leu

Pro

25

Pro

Leu

Glu

Ser

Gly

105

Asn

Qly

Cys

Gln

Cys
185

Cys

10

Thr

Gln

Met

Ala

Leu

90

Asn

Gln

Asp

Gly

Pro

170

Gly

Thr

val

Glu

Glu

Glu

15

Pro

Asn

Ser

Glu

Pro

185

Cys

Asp

Leu

Thy

Glu

Asp

60

Glu

Pxo

Thr

Gly

Glu

140

Thr

Arg

Gln

Leu
Trp
Ala

45

Thr

Ala

val

Gin

125

Gly

Arg

Asp

Leu

Ala

Thr

30

Thr

Gln

Ala

Tyr

His

110

Lys

Tyr

Gln

Cys
1390

Ala

15

Pro

Leu

His

Ala

His

95

val

Val

Arg

Cys

Gln

175

Ala

Ala

Asn

Lys

Lys

80

Asn

His

Phe

Ser

Gln

160

Met

Trp



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

Gly

Rsp

Gly

225

Cys

Glu

Cys

val

Pro

305

Leu

Pro

His

Asn

210

His

Pro

Gln

Gly

290

Asp

Glu

Ala

Cys
195

Gln

Asp

Glu

Pro

275

Ser

Glu

Asp

Pro

Thr

Arg

Phe

Pro

Gly

260

His

His

Tyr

Leu

Val
340

Gln

Asp

Pro

Thr

245

Ala

Ser

Asp

Glu

Glu

325

Glu

ES 2 285768 T3

Lys Ala Thr
200

Cys Gln Pro
218

val Cys Thr
230

Ser Gln Leu
Leu Asp Arg
His Ser Leu

280

His Ser Glu
295

Asp Val Gly
310

Arg Sey Leu

Ser Leu Gly

(2) INFORMACION PARA SEQ ID NO: 18:

(i) CARACTERISTICAS DE SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 1047 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico

(C) TIPO DE CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN¢

(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: CDS
(B) LOCALIZACION: 1..1047

(xi) DESCRIPCION DE SECUENCIA: SEQ ID NO: 18:

ATG CAG CGBG CTC GGG GGT ATT TTG CIG TGT ACA CTG CTG GCG GCG
Met Gln Arg Leu Gly Gly Ile Leu Leu Cys Thr Leu Leu Ala Ala
15

1

GTC CCC ACT GCT CCT GCT CCT TCC CCG ACG GTC ACT TGG ACT CCG
Val Pro Thr Ala Pro Ala Pro Ser Pro Thr Vval Thr Trp Thr Pro
20

5

25

28

Lys

Gly

Pro

Leu

Cys

265

val

Glu

Phe

Ala

Gly
345

10

Gly

Leu

Leu

Asp

250

Pro

Tyx

Sex

lle

Gln

330

Glu

Gly

Cys

Pro

23S

Leu

Cys

Met

Gln

Gly

315

Glu

Glu

Cys
220
Val

Ile

Ala

Leu
300
Glu

Met

Glu

Gly

205

Ala

Clu

Thr

Ser

Lys

285

Pro

Val

Ala

Ile

30

Thr

Phe

Gly

Trp

Gly

270

Pro

Arg

Arg

Phe

Ile

Gln

Glu

Glu

255

Leu

Ala

Glu

Gln

Glu
335

GCG
Ala

GCG
Ala

Cys

Arg

Phe

Ala

Glu

320

Gly

48

96
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GAG
Glu

GAG
Glu

CTG
Leu
65

ARCG
Thx

Glu

CAG
Gln

TCT
Ser

His
145

Phe

CTA
Leu

Gly

GAC
Asp

GGC
Gly
22s

TGC
Cys

CCG
Pro

ATG
Metb
50

cGe
Arg

TCC
ser

ACC
Thr

GAA
Glu

GAG
Glu
130

GAA
Glu

TCC
Ser

TGC

CAC
His

AAC
Asn
210

CTG

Leu

CAT
His

GGC
Gly
35

TTT
Phe

AGT
Ser

TCT
Ser

AGC
Ser

GTT
val
115

RCA
Thr

TGT
Cys

AGC
Ser

ACC
Thr

TGC
Cys
195

CAG
Gln

CTG
Leu

GAC
Asp

CCA
Pro

CGA
Arg

GCC
Ala

GAG
Glu

ACG
Thr
100

CAC
His

GTC
Val

ATC
Ile

TTC
Phe

CGA
Arg
180

ACC
Thr

AGG
Arg

TS
Phe

ceC
Pro

GCT
Ala

GAG
Glu

G7TG
val

GTG
Val
85

GAG
Glu

NAG
Lys

ATT
Ile

ATT
Ile

AAG
Lys
165

GAC
Asp

CAR
Gln

GAT
Asp

ceC
Pro

AcCC
Thr
245

CcTC
Leu

GTG
val

GAG
Glu
70

RAC
Asn

ACC
Thr

ATA
Ile

ACA
Thr

GAT
Asp
150

TAC
Tyr

AGT
Ser

AAG
Lys

TGC
Cys

GTG
val
230

AGC
Ser

ES 2 285768 T3

ARAC
Asn

GAG
Glu
55

GAG
Glu

TG
Leu

AGG
Arg

ACC
Thr

T
Ser
135

GAA
Glu

ACC
Thr

GAG
Glu

GCC
Ala

CAG
Gln
215

TAaC

Cys

CAG
Gln

TAC

>

40

GAG
Glu

ATG
Met

GCA
Ala

GTG
val

AAC
Asn
120

GTA
val

GAC
Asp

TGC
cys

TGC
Cys

ACC
Thr
200

cCcT

Pro

ACA
Thr

CTG
Leu

CCT CAG GAG

Pro

CTG
Leu

GAG
Glu

AGC
Ser

GGA
Gly
108

AAC
Asn

GGG
Gly

TGT
Cys

CAG
Gln

TGT
Cys
185

Lys

GGC
Gly

cce
Pro

CTG
Leu

29

Gln

ATG
Met

GCG
Ala

TTA
Leu
90

AAT
Asn

CAG
Gln

GAT
Asp

GGG
Gly

CCA
Pro
170

GGA
Gly

GGT
Gly

C1GQ
Leu

CTG
Leu

GAT
Asp
250

Glu

Glu

GAA
Glu
78

ccT
Pro

ARC
Asn

AGT
Sex

GAA
Glu

cce
Pro
155

TGC
Cys

GAC
Asp

GGC
Gly

TGT
Cys

ccC
Pro
235

cTe
Leu

GAA
Glu

GAC
Asp
60

Glu

cCe
Pro

ACA
Thr

GGA
Cly

GRA
Glu
140

ACC
Thr

CGG
Arg

CAG
Gln

AAT
Asn

TGT
Cys
220

G1G
val

ATC
1le

GCT
Ala
45

ACT
Thr

GCA
Ala

AAC
Asn

GTC
val

CAG
Gln
125

GGC
Gly

AGG
Axrg

AsSp

CTG
Leu

Gly
205

GCC

Ala

GAG
Glu

ACC
Thr

ACG
Thr

CAG
Gln

GCT
Ala

TAT
Tyr

CAT
His
110

GTG
Val

AAG
Lys

TAC
Tyr

CRG
Gln

TGT

Cys
196

ACC

Thr

TTC
Phe

GGA
Gly

TGG
Trp

cTC
Leu

CAC
His

GCT
Ala

CAC
His
95

GTG
Val

GTC
Val

RGG
Arg

TGC
Cys

CAG
Gln
175

GCe
Ala

ATC
Ile

CAA
Gln

GAG
Glu

GAA
Glu
255

AAT
Asn

Lys

Lys
80

AAT
RAsn

CAaC
His

Phe

AGC
Ser

CAG
Gln
160

ATG
Met

TGG
Trp

TGT
Cys

AGA
Arg

CTC
Leu
240

cTG
Leu

144

192

240

288

336

k1T

432

480

528

576

624

672

120

768
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Glu

TGC

GTG
val

CcCa
Pro
308

Leu

cCcT
Pro

ALIGN calcula una alineacién global de dos secuencias

cCcT
Pro

CAG
Gln

Gly
290

GAT
Asp

GAA
Glu

GCC
Ala

GAA
Glu

CCA
Pro
275

Ser

GAG
Glu

Asp

CcCT
Pro

GGA
Gly
260

CAC

His

CAT
His

TAC
Tyr

Leu

GTG
val
340

GCT
Ala

AGC
Ser

GAC
Asp

Glu

GAG
Glu
328

GAG
Glu

Leu

CAC
His

CAC
His

GAT
ASp
310

folcc]
Arg

TCA
Ser

ES 2 285768 T3

GAC
Asp

AGT
Ser

AGT
Ser
295

GTT
val

AGC
Sex

CTA
Leu

CGA
Arg

Leu
280

GAG
Glu

GGC
Gly

CTA
Leu

GGC
Gly

TGC
Cys
265

TG
val

GAG
Glu

TTC
Phe

GCC
Ala

GGA
Gly
345

CCC TGC GCC

Pro

TAC
Tyx

AGC
Ser

ATA
Ile

CAG
Gln
330

GAG
Glu

Cys

ATG
Met

CAG
Gln

GGG
Gly
315

GAG
Glu

GAG
Glu

Ala

Cys

CTG
Leu
300

GAA
Glu

ATG
Met

GAG
Glu

Version 2.0u, citese por favor: Myers y Miller, CABIOS (1989) 4:11-17
Seq 1 2479 nt frente a D1 rev 465 nt

Matriz de puntuacién: ADN, penalizaciones de hueco: -14/-4

Identidad del 18,7%; puntuacién de alineacién global: -5757

30

AGT
Ser

AAG
Lys
285

ccc

Pro

G116
Val

GCA
Ala

ATT
Ile

aGC
Gly
270

CCA
Pro

Arg

cGe
Arg

TTT
Phe

Leu

GCC
Ala

GAG
Glu

CAG
Gln

GAG
Glu
335

CTA
Leu

Phe

GCC
Ala

GAG
Glu
320

GGG
Gly

816

864

912

960

1008
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. [wwwt

D1

. [wwwt

D1

. fwwwt

D1

S wwwt

D1

./ wwwt

Dl

. /wwwt

D1

. /wwwt

D1

ES 2 285768 T3

10 20 30 40 50 60
GGCALGAGGGGGCGGCEGCTGCAGGCGCAGAGCGGAGATACAGCGECTTAGGGCCACCCT

70 80 90 100 110 12¢
GCTGTGCCTGCTGCTGGCGECGGCEGTCCCCALGECCCCCGCGCCCOCTCCOACGECGAC

130 140 150 160 170 18¢C
CTCGECTCCAGT CAAGCCCGGCCCGGCTCTCAGCTACCCGCAGGAGGAGBECCACCCTCAN

. e e e e E e e e E e N E T T, e YR e TSN % e T ar e e e e W e

190 200 210 220 230 240
TGAGATGTTCCGCCAGGTTGAGGAACTGATGGAGGACACGCAGCACAARTTGCGCAGCGC

250 260 270 280 290 300
GGTGGAAGAGATGCAGGCAGAAGAAGCTCCTCCTAARGCATCATCAGAAGTGAACCTGGC

310 320 330 340 350 360
AAACTTACCTCCCAGCTATCACAATGAGACCAACACAGACACGAACGTTGGAAATAATAC

e e e e e e m e e M M e e o W e e A ms e e e e e M e e B e e e o e e

370 380 390 400 410 420
CATCCATGTGCACCGAGAAATTCACAAGATAACCAACAACCAGACTGCACAAATGGTCTT

R R i e B . T AU Ul o U Vg

430 440 450 460 470 480
TTCAGAGRCAGTTATCACATCTGTGGGAGACGAAGARGGCAGAAGGAGCCACGAGTACAT
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./ wWwwe

D1

. /wwwt

D1

./ wwwt

b1

. /wwwt

D1

D1

. /wwwt

D1

. /wwwt

D1

./ wwwt

D1

. Jwwwt

ES 2 285768 T3

490 500 510 520 S30 540
CATCGACGAGGACTCTEGGCCCAGCATEGTACTGCCAGTTTGCCAGCTTCCAGTACACCTG

550 560 570 580 5%0 600
CCAGCCATGCCGGGGCCAGAGGATGCTCTGCACCCGGGACAGTGAGTGCTGTGGAGACCA

610 620 630 €40 650 660
GCTGTGTGTCTGGGGTCACTGCACCAAAATGGCCACCAGGGGCAGCAATGGGACCATCTG

e o em e T  m e e e m e = e e o e A e = e s W e M v e e s e e T e W e M e e

670 680 690 700 710 720
TGACAACCAGAGGGACTGCCAGCCGAGGCTATGCTGTGCCTTCCAGAGAGCCCTGCTGTT

730 740 750 760 770 780
CCCTATGTGCACACCCCTGCCCGTGGAGAGCCAGCTTTGCCATGACCCCGCCAGCCGGET

- e e - o e e e e e B A M e = e e T o e Am e T e e e e e e M e e e e m W e

790 800 B1l0O 820 930 B40
TCTGGACCTCATCACCTGGGAGCTAGAGCCTGATGGAGCCTTGGACCGATGCCCTTGTGC

B T T e T e . L g

850 B60O 870 880 830 9200
CAGTGGCCTCCTCTGCCAGCCCCACAGCCACAGCCTGGTGTATGTGTICAAGCCGACCTT

R e e e e e W M W M N = Bk e e e C e W S e W ey W e e AT M W

910 520 830 940 850 960
CGTGGGAAGCCGTGACCAAGATCCGGGAGATCCTACTGCCCAGAGAGGTCCCCGATGAGTA

970 980 990 1000 1010 1020
TGAAGTTGGCAGCTTCATGGAGAAGRTGCGCCAGGAGCTGGAGGACCTGGAGAGGAGCCT
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Dl

. /wwwt

D1

. fwwwt

D1

. /wwwt.

D1

. /wwwt

D1

. [wwwt

DL

. /wwwt

D1

. [wwwt

D1

. fwwwt

D1

. Jwwwt

ES 2 285768 T3

e - v v = R Y > S m  E = wY  T m  e @ me  m  m et m m  m - -  — a

1030 1040 10s0 1060 1070 1080
GACTGAAGAGATGGCGCTGAGGBAGCCTGCRGCTGCCECCGCTGCACTGCTGEGAAGGGA

1090 1100 1110 1120 1130 1140
AGAGATTTAGATCTGGACCAGGCTGTGGGTAGATGTGCAATAGAAATAGCTAATTTATTT

1150 1160 1170 1180 1190 1200
CCCCANGTGTGTGCTTTAAGCGTGGGCTGACCAGGCTTCTTCCTACATCTTCTTCCCAGT

e e e e e e e o e A ke A e m e s e W e e e — e e . e e @ W W .

1210 1220 %230 1240 1250 1260
AAGTTTCCCCTCTGGCTTGACAGCATGAGGTGTTGTGCATTTGTTCAGUTCCCCCAGGCT

1270 1280 1290 1300 1310 1320
GTTCTCCAGGCTTCACASTCTGETGC TTGGGAGAGTCAGGCAGGGTTAAACTG CAGGAGC

1330 1340 1350 1360 1370 1380
AGTTTGCCACCCCTGTCCAGATTATTGGCTGCTTTGCCTCTACCAGTTGGCAGACAGCCS

L et T T O VU

1330 1400 1410 1420 1430 1440
TITGTTCTACATGGCTTTGATAAT TG T TTGAGGGGAGGAGATGGAAACAATGTGGAGTCT

e e s A e e e e e . e W M m s s e e e s o e e e e e e e — m v . - .

1450 1460 1470 1480 1490 1500
CCOTCTGATTGGTT TTGGGGAAATGTEGGAGAAGAGTGCCCTGCTTTGCAAACATCAACCT

. e e R B et e e N e RN TR N B Ml o C B e m ok m e m e o e — o = e = - — -

1510 1520 1530 1540 1550 +560
GGCAAAAATGCAACAAATGAATT T TCCACGCAGTTCTTTCCATCGECATAGGTAAGCTGT
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D1

. Jwwwt

D1

. /wwwt

D1

. fwwwt

D1

. /wwwt

b1

. /wwwt

D1

./ wwwt

DL

. fwwwt

D1

. /wwwt

D1

ES 2 285768 T3

i R R R I e U

1570 1580 1590 1600 1610 1620
GCCTTCAGCTGTTGCAGATGAAATGTTCTGTTCACCCTGCATTACATGTGTTTATTCATC

T e e e e e e e e e e e e e e mE e e e G, E N NS -" .- ..o .o - e o oo

1630 1640 1650 1660 1670 1680
CAGCAGTGTTGCTCAGCTCCTACCTCTGTGCCAGGGCAGCATTTTCATATCCAAGATCAA

o T o o e P e e e e e e e h e e m e e e e e e e e T e e

1690 1700 1710 1720 1730 1740
TTCCCTCTCTCAGCACAGCCTGGGGAGAGGATCATTETTCTCCTCGTCCATCAGGGAT T

T T T T N e T M C A e e e e S e e e e e m e e m e o e =

1750 1760 1770 1780 1790 1800
CAGAGGCTCAGAGACTGCAAGCTGCTTGCCCAAGTCACACAGCTAGTGAAGACCAGAGCA

181¢ 1820 1830 1840 1850 1860
GTTTCATCTGGTTGTGACTCTAAGCTCAGTGCTCTC TCCACTACCCCACACCAGCOTTRG

P T T M B R L e e e m e e M T e R R M e R e e W M w R e M e o

1870 1880 1890 1900 1910 1820
TGCCACCAAAAGTGCTCCCCAAARGGAAGGAGAATGGGAT ' TT TCT TTTGAGGCATGCAC

1930 1940 1950 i960 1970 1980
ATCTGGAATTAAGGTCAAACTAATTCTCACATCCCTCTAAAAGTARACTACTGTTAGGAA

T T N e e e e e e e R NN e e LN E TR R e e SR e e, .. e .. . o -

1990 2000 2010 2020 2030 2040
CAGCAGTGTTCTCACAGTGTGAGGCAGCCGTCCTTCTAATGAAGACAATGATATTGACAC

.........................................................
.........................................................

= - -CAGTGTTCTCACAGTGTGGCGCAGCCGTCCTTCTAATGAAGACAATGATATTGACAC
10 20 30 40 50

2050 2060 2070 2080 2090 2100
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. /wwwt

D1

. [wwwt

D1

. /wwwt

D1

. /wwwt

D1

D1

. /wwwt

D1

. /Wt

D1

./ wWwt

D1

ES 2 285768 T3

TGTCCCTCTTTGGCAGTTGCATTAGTAACTTTGAAAGGTATATGACTGAGCGTAGCATAC

TGTCCCTCTTTGGCAGTTGCATTAGTAACTTTGAAAGGTATATGACTGAGCGTAGCATAC
60 70 80 90 100 110

2110 21290 2130 2140 2150 2160
AGGTTAACCTGCAGAAACAGTACTTAGGTAATTGTAGGGCGAGGATTATAAATGAAATTT
AGGTTAACCTGCAGAAACAGTACTTAGGTAATTGTAGGGCGAGGATTATAAATGAAATTT
120 130 140 150 160 170

2170 2180 2190 2200 2210 2220
GCAAAATCACTTAGCAGCAACTGAAGACAATTATCAACCACGTCGGAGAAAATCAAACCGA

GCAAAATCACTTAGCAGCAACTGAAGNCAATTATCAACCACGTGGAGAAAATCAAACCGA
180 180 200 210 ‘220 230

2230 2240 2250 2260 2270 2280
GCACGGGCTGTGTGAAACATGAGTTGTAATATGCGACTGCCAACACTGAACTCTACGCCACT

GCAGGGCTGTGTGAAACATGGTTGTAATATGCGACTGCGAACACTGAACTCTACGCCACT
240 250 260 270 280 290

2290 2300 2310 2320 2330 2340
CCACAAATGATGTTTTCAGGTGTCATGGACTGTTGCCACCATGTATTCATCCACACTTCT
CCACAAATGATGTTTTCAGGTGTCATGGACTGTTGCCACCATGTATTCATCCAGAGTTCT
300 310 320 330 340 350

2350 2360 2370 2380 2390 2400
TAAAGTTTAAAGTTGCACATGATTGTATAAGCATGCTTTCTTTGAGTTTTAAATTATGTA
TAAAGTTTAAAGTTGCACATGATTGTATAAGCATGCTTTCTTTGAGTTTTAAATTATGTA
360 370 380 390 400 410

2410 2420 2430 2440 2450 2460
TAAACATAAGTTGCATTTAGAAATCAAGCATAAATCACTTCAACTGCTAAAAAAAAAAAA

TAAACATAAGTTGCATTTAGAAATCAAGCATAAATCACTTCAACTGCT - - = -~~~ - == ==
420 430 440 450 460

ALIGN calcula una alineacién global de dos secuencias

Version 2.0u, citese por favor: Myers y Miller, CABIOS (1989) 4:11-17
Seq 1 2479 nt frente a D2 rev 416 nt

Matriz de puntuacién: ADN, penalizaciones de hueco: -14/-4

Identidad del 14,3%; puntuacién de alineacién global: -7400
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. [wwwt

D2

. Jwwwt

D2

.S wuwt

D2

./ wwwt

D2

. [ wwwt

D2

./ wwwt

D2

/vt

D2

. /wwwt

D2

ES 2 285768 T3

10 20 a0 40 50 60
GUECACGAGGGGGCGECAGCTGCGGOCGCAGAGCBGAGATACAGCGGCTTGGGACCACCCT

70 80 20 100 110 120
GCTGTGCCT@CTGCTGGCGGCGGCGGTCCCCACGGCCCCCGCGCCCGCTCCGACGGCGAC

10

130 140 150 160 170 180
CTCGGCTCCAGTCAAGCCCGGCCCGGCTCTCAGCTACCCGCAGGAGGAGGCCACCCTCAA

190 200 210 220 230 240
TGAGATGTTCCGCGAGGTTGAGGAACTCATGGAGCACACGCAGCACAAATTGCGCAGCAC

30
250 260 270 280 290 300

GGTGGAAGAGATGGAGGCAGAAGAAGCTGCTACTAAAGCATCATCAGAAGTGAACCTGGC

--------------------------------- TAAATTCTCA- - - - - -GTG- - - -TGGC

40 50
310 320 330 340 350 360

AAACTTACCTCCCAGCTATCACAATGAGACCAACACAGACACGABCCTTGGAAATAATAC

............. sl
...... .

A--CTTACCT——--GTAAATGCAATGA ----------- - AACTTT- -TAATTAT- -
60 70 80

370 380 390 400 410 420
CATCCATGTGCACCGAGAAATTCACAAGATAACCAACAACCAGACTGGACAAATGGTCTT

430 440 450 460 470 480
TTCAGAGACAGTTATCACATCTGTGGGAGACCGAAGAAGGCAGANGGAGCCACGAGTGCAT
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. /wwwt

D2

. /Wt

D2

D2

. /wwwt

D2

. /wwwt

D2

. fwwwt

D2

< fwwwt

. Jwwwt

D2

. /wwwt

90

490

ES 2 285768 T3

500

540

CATCUACGAGGACTGTGGGCCCAGCATGTACTGCCAGTTTGCCAGCTTCCAGTACACCTG

e e e e e e s e M s e

550

560

........

600

CCAGCCATACCGGAGCCAGAGGATGCTCTGCACCCGGGACAGTCAGTGCTGTGGAGACCA

610

620

510 520 530
TGCACTGCCTATTT--~-~-- TTCC- -
100 110
570 580 590
-------- “smee o -TGT
120
630 640 650

660

GCTGTGTGTCTGGEGTCACTGCACCAAAATGGCCACCAGGGGCAGCAATGGGACCATCTG

~---TATGT

€70

680

690

700

710

720

TGACAACCAGAGGGACTGCCAGCCEGEGCTETGCTGTGCCTTCCAGAGAGGCCTGCTGTT

- . e - e W M s e M R % e m M A N Ml A= m -

CCCTGTGTGCACACCCCTGCCCGTG!

~ = -TTTGTACACA

730

140

780

740

800

750

+.
b

810

760

TEIY
2l

820

770

..

B30

730

GAGGGCGAGCTTTGCCATGACCCCGCCAGCCGGLT

B840

TCTGGACCTCATCACCTGOGAGCTAGAGCCTGATGGAGCCTTGGACCGATGCCCTTGTGC

850

860

870

880

8290

300

CAGTGGCCTCCTCTGCCAGCCCCACAGCCACAGCCTEGTCGTATGTGTGCAAGCCGACCTT

910

540

950

9260

CGTGGGGAGBCCGTGACCAACATCGGCAGATCCTGCTGCCCAGAGAGGTCCCCGATGAGTA

270

920 930
TGACAAATAT- - -~ =~~~ ™
170
980 990

1000

1010

1020

TGAAGTTGGCAGCTTCATGGAGGAGGTGCGCCAGGAGCTGGAGCGACCTGGAGAGGAGCCT

.

..
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D2

. Jwwwt

D2

. /wwwt

D2

. /wwwt

D2

. /wwwt

D2

. Jwwwt

D2

. /wwwt

D2

. /wWwwe,

D2

S wwwt

D2

L/ wwwt

ES 2 285768 T3

Teoecccmmmecncena ATTGA- == === === =mwemmmamooe oo e
180
1030 1040 1050 1060 1070 1080
GACTGAAGAGATGGCGCTCAGGGAGCCTGCEECTGCCGCCGCTGCACTGCTGGGARGAGA
“ACTGARG = ~ - === === == e e o el caoaoo
1090 1100 1110 1120 1130 1140
AGAGATTTAGATCTGGACCAGGCTATGGGTAGATGTGCAATAGAAATAGCTAATTTATTT
---------------------------------------------- 4~ - -TARATCATTT
190
1150 1160 1170 1180 1190 1200
CCCCANGTGTGTGCTTTAAGCGTGGGCTAACCAGGCT TCTTCCTACATCTTCTTCCCAGT
o e ~GCTTAT-=----=-===--==- N
200
1210 1220 1230 1240 1250 1260
AAGTTTCCCCTCTGGCTTGACAGCATGAGGTGTTGTGCATTTGTTCAGCTCCCCCAGGCT
CAGTT-mmwmmmmne CTTAAAAGCAT - - === - === === =wmmasacemoemmooeos
210 220
1270 1280 1290 1300 1310 1320
GTTCTCCAGGCTTCACAGTCTACTGCTTGGGAGAGTCAGGCAGGGTTAAACTGCAGAAGC
................................................ AAC-~-ev--=x
1330 1340 1350 1360 1370 1380
AGTTTGCCACCCCTGTCCAGATTATTGGCTGCTTTGCCTCTACCAGTTGGCAGACAGCCG
------------------------------------ CCTTTACC- - == === =~++-CCA
230

1390 1400 1410 1420 1430 1440
TTTGTTCTACATGGCTTTGATAATTGT TTGAGGRGAGGAGATGGAAACAATGIGGAGTCT
TTTwewwmmmmmmmmmnmnn AATTOT « - - = e mm e mmm e e e eee o m AGAGTCT
240 250

1450 1460 1470 1480 1490 1500
CCCTCTGATTGG TTTTGGGGAARTGTGGAGAAGAGTGCCCTGCTTTGCAAACATCAACCT
---------------------------- AGRAC -~ ~~~ -~ ~ - - - ~-GCARGGATCT-CTT

260
1510 1520 1530 1540 1550 1560

GCGCARAAATGCAACAAATGAATTTTCCACGCAGTTCTTTCCATGGGCATAGGTAAGCTGT
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ES 2 285768 T3

.. IR e e e v e e L e L e e
P s

D2 GG- -~ -AATG- ~ACAAATGA-====-m=m=-mcmeancos e TAGGTA- - - - - -
270 280
1570 1580 1590 1600 1610 1620

. /wwwt GCCTTCAGCTGTTGCAGATGAAATGCTTCTGTTCACCCTGCATTACATGTGTTTATTCATC

see s e e e e e e e
I - - 4

D2 ~CCTA-= == =+ = 2v=u-AAATGTA- == - === - == mmw e ACATG~w-c=—mmomm-
290 300

1830 1640 1650 1660 1670 1680
. Jwwwt CAGCAGTGTTGCTCAGCTCCTACCTCTGTGCCAGGECAGCAT TT TCATATCCAAGATCAA

D2 e e ce-- AAAAT-- -

1630 1700 1710 1720 1730 1740
. /wwwt TTCCCTCTCTCAGCACAGCCTGGGCAGCGGGTCATTETTCTCCTCGTCCATCAGGGATTT

D2 eemeeaea B R R i SO U S U

1750 1760 1770 1780 1790 1800

. /wwwt CAGAGGCTCAGAGACTGCAAGCTGCTTGCCCARGTCACACAGCTACTGRAGACCAGAGCA

D2 - -- ~ew s eACT- - ~AGCT m-- = mmmvmm s mm e TA--cecmme e
310

1810 1820 1830 1840 1850 1860

- /wwwt GTTTCATCTGGTTGTGACTCTAAGCTCAGTGCTCTCTCCACTACCCCACACCAGCCTTGG

»
<

D2 ST T = ~TCT G == === == = m e e e e emmnacaa.

1870 1880 1890 1900 1910 1920

. /wwwt TGCCACCAAAAGTGCTCCCCARAAGGAAGGACGAATGGGATTTTTCTTTTGAGGCATGCAC

D2 ce--e-- AARTGTACT - === - =~ e T T R
330

1930 1940 1950 1360 1870 1980
. /wwwt ATCTGGAATTAAGGTCAAACTAATTCTCACATCCCTCTAAMAGTAAACTACTGTTAGGAA

D2 ATCT--- == cmmmeen TAATGCTTA - = === == ==~ mm e m e e a e mmaeaee o
340

1950 2000 2010 2020 2030 2040
. /wwwt CAGCAGTGTTCTCACAGTGTGGGGCAGCCETCCTTCTAATGAAGACAATCATATTCACAC

.....
.....

D2 mm e e e e i AATTATATT- - - -
350

2050 2060 2070 2080 2090 2100
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. /wwwt

D2

. /wwwt

. /wwwt

ba

. /wWwwt

D2

. /wwwt

D2

. [ wwuit

./ wwwt

D2

./ wWwwt

D2

ES 2 285768 T3

TGTCCCTCTTTGGCAGTTGCATTAGTAACTTTGAAAGGTATATGACTGAGCGTAGCATAC

2110 2120 2130 2140 2150 2160
AGGTTRACCTGCAGAAACAGTACTTAGGTAATTGTAGGGCGAGGATTATAAATGAAATTT

.....

2170 2180 2190 2200 2210 2220
GCAAAATCACTTAGCAGCAACTGAAGACAATTATCAACCACGTGGAGARAATCAAACCGA

o e e G e Gt e e e e N Me s T G e e e S e e e e B e e e % = e e

2230 2240 2250 2260 2270 2280
GCAGGGCTGTGIGAAACATGETTGTAATATGCGACTGCGAACACTGAACTCTACGCCACT

..... v ss . oot e
IR 2 PR S I S HE R

~ == CTGTG~=~ = ~ATAGTTTT-~--~~===-~ ===~ -TGAART ~~—=-==--
370 380
2290 2300 2310 2320 2330 2340

CCACAAATGATGTTTTCAGGTGTCATGGACTATTGCCACCATGTATTCATCCAGAGTTCT

2350 2360 2370 2380 2350 2400

-----

2410 2420 2430 2440 2450 2460
TAAACATAAGTTGCATTTAGAAARTCAAGCATAAATCACTTCAACTGCTAAAAAAAAAANA

o« % 4w L R
...... LR ]

400

.........

ALIGN calcula una alineacién global de dos secuencias

Version 2.0u, citese por favor: Myers y Miller, CABIOS (1989) 4:11-17
Seq 1 2479 nt frente a D3 rev 469 nt

Matriz de puntuacién: ADN, penalizaciones de hueco: -14/-4

Identidad del 16,0%; puntuacién de alineacién global: -7115
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. /wwwt
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. /wwwt

D3

. /wwwt

D3

./ wwwt

D3

./ wwwt

D3

AT NN

D3

. [wwwt

D3

ES 2 285768 T3

10 20 30 40 50 60
GBCACGAGGGGEGCGGCEECTECCEGCGCAGACGCGGAGATGCAGCCGCTTGGGGCCACCCT

----------------------------------------------- TTNGG -~~~ -

70 80 90 100 110 120
GCTGETGCCTGCTACTGGCCGCEGCGGTCCCCACGGCCCCCGCGCCCGCTCCGACGGCGAC

130 140 150 160 170 180
CTCGGCTCCAGTCAAGCCCGGCCCAECTCTCAGCTACCCGCAGGAGGAGGCCACCCTCAA

190 200 210 220 230 240
TGAGATGTTCCGCGAGGTTGAGCAACTGATGGAGGACACGCAGCACAAATTGCGCAGCGC

HEE R R I HR
10

250 260 270 280 290 300
GATGGAAGAGATGEAGGCAGAAGARGCTGCTGCTAAAGCATCATCAGAAGTGAACCTGGE
--------- GATOAAGG-~- -~ - e m e o c et et mc e b

20

310 320 330 340 350 360
AAACTTACCTCCCAGCTATCACAATGAGACCAACACAGACACGAACGTTGGAARTAATAC

370 380 390 400 410 420
CATCCATGTGCACCTAGAAATTCACAAGATAACCAACAACCAGACTGGACAAATGETCTT

RN s . I3
. .

430 440 450 460 470 480
TTCAGAGACAGTTATCACATCTGTGCGGAGACCAAGAAGGCAGAAGGAGCCACGAGTGCAT

re e e be e '
[ R IR . .. “ e

TTCATAG-CATCTATTATAT - -+ wmvmamcamaccmean AANAGGAG- ~=~==- =<~~~

L S SN UPS SY
¢ e DR
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D3

a5

D3

. wwwt

D3

. /wwwt

D3

oS wwwt

D3

. [wwwt

D3

. /wwwt

D3

./ wwwt

D3

.S wwwt

ES 2 285768 T3

40 S0 60

490 500 510 520 530 540
CATCGACGAGGACTGTGAGCCCAGCATATACTGCCAGTTTGCCAGCTTCCAGTACACC TG

550 560 570 580 530 600
CCAGCCATGCCGGGACCAGAGBATGCTCTGCACCCGGGACAGTGACTGCTGTGGAGACCA

i :

--------------------------- CTGCA-~~==m=sws-ceu--TTTGAATA~--A

70 80
610 620 630 640 650 660

GCTGTETETCTGGGGTCACTGCACCAARATGGCCACCAGEGGCAGCAATGGGACCATCTG

»oes s

670 680 630 700 710 720
TGACAACCAGAGGGACTGCCAGCCGEGGCTGTGCTGTGCCTTCCAGAGAGGCCTGCTGTT

730 740 750 760 1790 780
CCCTGTGTGCACACCCCTAGCCCATGGAGGGCEAGCTTTGCCATGACCCCGCCAGCCGGCT

e e e e W YOV R e e e M e e S e e e A e e e % e e M e W e . W e

730 800 810 820 830 840
TCTGGACCTCATCACCTAGGAGCTAGAGCC TGATGGAGCCTTGGACCGATCGCCCTTETGE

20
850 860 870 880 890 200
CAGTGGCCTCCTCTGCCAGCCCCACAGCCACAGCCTEGTGTATG TCTCCAAGCCGACCTT
---------- CTCTGACA- -~~~ - =mmemecamecaacmcecanmasmamcn oo
100
910 920 930 940 950 960

COTGGGGAGCCGTEGACCAAGATGGGCGAGATCCTGUTGCCCAGAGAGGTCCCCGATGAGTA

R I ettt R R U R R X S A €

570 380 990 1000 1010 1020
TGAAGTTGGCAGCTTCATGGAGGAGGTGCGCCAGGAGCTCEAGGACC TGGAGAGGAGCCT

v s e -
..... e Ve
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ES 2 285768 T3

D2 TGAAG- -~ - === - = - - mm e e -+~ ~CCTAGA---=------

1030 1040 1050 1060 1070 1080
. /wwwt GACTGAAGAGATGGCGCTGAGGGAGCCTECGGUTGCCGCCGCTECACTGCTCGGARGGGA

D3 ce e e e e e mm e

1090 1100 1110 1120 1130 1140

. /wwwt AGAGATTTAGATCTGGACCAGGCTGTGGGTAGATGTGCAATACAAATAGCTAATTTATTT

D3 — - AGARTTA- - -CTGGn - o e e e e e e e e e
120

1150 1160 1170 1180 1150 1200
. /wwwt CCCCANGTGTGTGCTTTAAGCGTGGGCTGACCAGGCTTCTTCCTACATCITCTTCCCAGT

s e e e .. Y ] s
IR S 4 H R sisr 3 R

D3 e CTTGA- ~ - ~TGG~-TGA- - - = - == TCTTTCT - =~ - =~ - - - - - ~=GT
130 140
1210 1220 1230 1240 125¢ 1260

. Swwwt AAGTTTCCCCTCTGGCTTGACAGCATGAGGTGTﬂCTGCATTTGTTCAGCTCQCPPAGGCT

D3 Acmeecnens TCCEGCAAGACAGA - -~ - - -~~~ m .. CCuvcvnnnn

150 160
1274 1280 1296 1300 1310 1320

< /vt GTTCTCCAGGCTTCACAGTCTGGTGCT”GGGAGAGTCAGGCAGGGTTAAACTGCAGGAGC

D3 ~TTCTCCA- ===~~~ CAGT- == mm-immcmm e R Y e

170
1330 1340 1350 1360 1370

. /vrawt AGTTTGLCACCCCTGTCCAGATTATTGGCTGCTITGCCTCPACCAGTTGCCA “GACAGCC

[ IR [ RN [ [

D3 emeee-e- ARCGCTG - - - ~GAATATT ~ - - - - - - - TCTA——-CT—-CCATGAGAGCC
180 190 200
1380 1390 1400 1410 1420 1430

. Wt GTTTGTTCTACATGGCTTTGATAATTGCTTTGAGGGUASGAGATGGAAACAATGTGGAGTC

D3 T T T OO T A~ - = =~ === == oo m s e e e e e e e el

210
1440 1450 1460 1470 1480 1490
. /it TCCCTCTGATTGGTTTTGGGGAAATGTGGAGAAGAGTGCCCTGCTTTGCAAACATCAACC
ok S e ACA-~----
220 230
1500 1510 1520 1530 1540 1550

./ wwwt TGGCAARAATGCAACAAATGAATTTTCCACGCAGT TCTTTCCATGGECATACGTAAGCTG
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ES 2 285768 T3

D3 cmeeeeeeno-eea CACTTGA- -- -~ cC------ TTCTTTC---=- -~ -~ AGGACAGGT-
240 250

1560 1570 1580 1590 1600 1610
. /vwwt TGCCTTCAGCTGTTGCAGATGAAATGTTCTGTTCACCCTGCATTACATGTG T ITATTCAT

.....

D3 -ereeesmman- TTACAGAT -« v - - =mvmmmmm oo - CTTGGA- -+ = - =wcmmmmmnn-

260
1620 1630 1640 1650 1660 1670
. /wwwt CCAGCAGTGTTGCTCAGCTCCTACCTC TG TGCCAGGGCAGCATTTTCATATCCAAGATCA
D3 CCAGAAGTGT-------=u==wrn-= CTemmcsmemmmnn AGCA--- - e o meme e
270 280
1680 1690 1700 1710 1720 1730
. /wwwt ATTCCCTCTCTCAGCACAGCCTGAGGAGEGEGETCATTGTTCTCCTCGTCCATCAGGGATT
0% S CAACACAA -~ - ~=c-mcmmmmsmecnmmue TCCT-=vmcmmmmmevmnn
290
1740 1750 1760 1770 1780 1790
. /wwwt TCAGRGGCTCAGAGACTGCAAGCTGCTTGCCCARGTCACACAGC TAGTGARGACCAGAGC
D3 - - -GAGGCACAG-~-=-======-m-mememmnnn TCmr-mwmem - TGATGACCGGAG -
300 310 120
1800 1810 1820 1830 1840 1850

. /wawt AGTTTCATCTGGTTGTGACTCTAAGCTCAGTGCTCTCTCCACTACCCCACACCAGCCTTG

D3 e e oo ACA-----vmnn

1860 1870 1880 1830 1900 1910
. fwwwt GTGCCACCAAAAGTGCTCCCCAAAAGGAAGGAGRATGGCATTTTTCTTTTCAGGCATGCA

1R S T L TR L TP R PP PR
1920 1930 1940 1950 1860 1970

. /wwwt CATCTGGAATTAAGGTCAAACTAATTCTCACATCCCTCTAAAAGTAAACTACTGTTAGGA

3 A
1980 1990 2000 2010 2020 2030

D3 ACAGRA- -~ ~~«m-ammmmmmnmmmaee o CCTTCT -~ =-==cmmmammmonmmmao e

2040 2050 206C 2070 2080 2090
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ES 2 285768 T3

. [wwwt CTGTCCCTCTTTGGCAGTTGCATTAGTAACTTTGAARGGTATATGACTGAGCGTAGCATA

t1se R o +we
<. e s d i Poe e

D3 ~TGTC= = ~CTTTGG- ==~ === =vmmm oo mm TGTGA=---==~=n- S TA
340 350

2100 2110 2120 2130 2140 2150
. /wwwt CAGGTTAACCTGCAGAAACAGTACTTAGGTAATTGTAGGGCGAGGATTATAAATGAAATT

.. ve v
Y av 223

D3 CATTTT--- - TGAAGACA -~ -~ - - ~ AGGTGGT T~ == == m e mmmm e e e -

360 370
2160 2170 2180 2190 2200 2210
. /wwwt TGCAAARTCACTTAGCAGCAACTGAAGACAATTATCAACCACGTGGAGAAAATCARACCG
D} ---meee-e- CTT-mmmmm- o 1 R r L LT T T T pu—— GAATACCCATCCA
380 390
2220 2230 2240 2250 2260 2270
. /wwwt AGCAGGGCTGTGTGAAACATGGT TG TAATATGCGACTGCGAACACTGAACTCTACGCCAC
D3 AG- -GTGCTATG " = ~ATCAT - =~ ==~~~ = = m o s e mmmemcmeeemama e TAC-~~--
400 410
2280 2290 2300 2310 2320 2330
. /wwwt TCCACAAATGATGTTTTCAGGTGTCATGGACTCTTGCCACCATGTATICATCCAGAGTTC
Tl HEES- - S H 1 Trove s HH PTlo3:
D3 -~ --CAAA- - - ~-GCTTTCAG- - -TGATGG- - - - TTTCCTCAAT~ - - TTC-TCC = = = <~ -
420 430 440
2340 2350 2350 2370 2380 2390

. /wwwt TTAAAGTTTAAAGTTGCACATGATTGTATAAGCATGCTTTCT T TGAGT T TTAAATTATGT

F R T N A A A -

D3 v emmemeeeooo TCGRAAATGATT - -~ -~ == - ==~ mmm = TTG--=memmmmmmmmn
450 460

2400 2110 2420 2430 2440 2450
. /wwwt ATAAACATAAGTTGCATTTAGAAATCAAGCATAAATCACTTCAACTGCTAAAAAAARAAA

v e s xae
N N

D3 - - -ATCAGAAG-- - -~~~ -~~~ e e e e e omas

2460 2470
. /wwwt ARAAAAAAAAAAAAAAAAAA

o S

ALIGN calcula una alineacién global de dos secuencias

Version 2.0u, citese por favor: Myers y Miller, CABIOS (1989) 4:11-17
Seq 1 2479 nt frente a D4 rev 416 nt

Matriz de puntuacién: ADN, penalizaciones de hueco: -14/-4

Identidad del 14,6%; puntuacién de alineacién global: -7433
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D4

. /wwwt
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. /wwwt

D4

. /wwwt

D4

. /wwwt

D4

. Swwwt

D4

./ wawt

D4

. fwwwt

D4

ES 2 285768 T3

10 20 30 40 S0 60
GGCACGAGGGGGCGECGCCTGCGEGCGCAGAGCGEAGATEGCAGCEGCTTEGGGCCACCCT
---------------------------------------------- CTTG-- - -CGTT

70 80 S0 100 110 120
GCTGTGCCTGCTGCTGGCEGCEGACAGTCCCCALGGCCCCCGCGCCCACTCCGACGGCGAL
t ot tee
GTT--mmmmmmmme G c
10

130 140 150 160 170 180
CTCGGCTCCAGTCAAGCCCGGCLCGGUTCTCAGCTACCCGCAGGAGGAGGCCACCCTCAA
------- TACAGAC-=~===cmsemacmecomecceimimemsccanscacacmocnasans

20

190 200 210 220 230 240
TGAGATGTTCCGCGAGGTTGAGGAACTGATGGAGGACACGCAGCACAAATTGCGCAGCGT
~om e PPCCCC - e m e e m s CTGATGGAGCAL T » e m v - e e e e e s

30 40

250 260 270 280 290 300
GGTGGAAGAGATGGAGGCAGAAGAAGCTGCTGUTAAAGCATCATCAGAAGTGAACCTGGC
7 7 PO TTGC

310 320 330 340 350 360
AAACTTACCTCCCAGCTATCACAATGAGACCAACACAGACACGAACGTTGGAAATAATAC
T P
AGATTT === === m=mmmmammn oo em e o ammncon = TGG--=m e

50

370 380 390 400 410 420
CATCCATGTGCACCGAGAAATTCACAAGATRACCAACAACCAGACTGGACAAATGGTCTT
S PCCRA= - m e o GAAAT-=~~=v--smmmcmmmmemnman o GAC---—-—==n-

60
430 440 45¢C 460 470 480

TTCAGAGACAGTTATCACATCTGTGECAGACGAAGAAGGCAGAAGGAGCCACGAGTGCAT

.. ..
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D4

. fwwwt

D4

. et

D4

. /wwwt

D4

. Jwwwt

. /wwwt

D4

. /wwwt

D4

. [ wiwwt

D4

. /wwwt

ES 2 285768 T3

70 80

490 500 510 520 530 540
CATCGACGAGGACTGTGGACCCAGCATGTACTGCCAGT T TGCCAGCTTCCAGTACACCTG

550 560 570 580 590 600
CCAGCCATGCCBGGGCCAGAGGATGCTCTGCACCCGEGACAGTGAGTECTGTGCAGACCA

.
H

610 620 630 640 €50 660

.

100
670 680 690 700 710 720

TGACAACCAGAGGGACTGCCAGCCGGEGEECTGTACTATGCCTTCCAGAGAGGCC TGOTGTT

a0 e e ) 2 s s e
LR IR4 .. LR IR

y QU AGG-~v=-- CAG- -GGGTCT--—— -~~~ CCTTC= = mmmmmsmmmmeen

110 120
730 740 750 760 770 780

CCCTGTGTGCACACCCCTACCCETGGAGCGECGAGCTTTGCCATGACCCCECCAGLCGGCT

790 800 8lo0 820 830 840
TCTGGACCTCATCACCTGOGAGCTAGAGCCTGATEGAGCCTTGGACCCATGCCOTTGT

130

850 860 870 880 890 200
CAGTGGCCTCCTCTGCCAGCCCCACAGCCACAGCCTGGTGTATS TG TGCAAGCCGACCTT

IR} . 2 e e - .. [y
BRI e e s . PR R

ATGTGem==mmmmmm e o oo ACATCTTAGTGTGTG-GT- -~~~ -~ - - CTT

140 150 160
210 920 930 540 950 960

CGTGGGGAGCCGTGACCAAGATGCGCOAGATCCTGC IGCCCAGAGAGETCCCCGATCGAGTA

& o B LT T AGATTCTG- ~-~CQCA=~~ - - TCCC- - mm -~ - -
170

970 980 990 1000 1210 1020
TGAAGTTGGCAGCTTCATGGAGGAGGTGCGCCAGGAGCTGGAGGACCTGGAGAGOAGCCT

cr e e 4y s . .
LI S - 4 H
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D4

. /wwwt

D4

D4

. [wwwt

D4

,/wwwt

D4

. /wwwt

D4

. /wwwt

D4

S wwwt

D4

.S werwt
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. Jwwwt

ES 2 285768 T3

~~ABAGT---=~c=n= CATGQAT--~-wvmmmmancooon TTGAGTAA- - -=-==-=-=== T
180 190
1030 1040 1050 1060 1070 1080

GACTGAAGAGATGGCGCTGAGGGAGCCTGCGECTGCCACCGCTEGCACTEC TGGEAAGGGA

.

1090 1100 1110 1120 1130 1140
AGAGATTTAGATCTGAACCAGGCTGTGGG TAGATGTGCAATAGAAATAGCTAATTTATTT

IR IR
LRI I

210
1150 1160 1170 1180 1190 1200

CCCCANGTGTGTGCTTTAAGCETGGGCTGACCAGGCTTC TTCCTACATCTTCTTCCCAGT

..

------------------------------------------------------ CCGAGT
220

1210 1220 1230 1240 1250 1260
ARGTTTCCCCTCTGGCTTGACAGCATGAGGTGTTGTGCATTI TG T TCAGCTCCCCCAGGCT

1270 1280 1290 1300 1310 1320
GTTCTCCAGGCTTCACAGTCTGGTCCTTGECAGAGTCAGGCAGGGTTAAACTGCAGGAGC
----TCCAG-=~----- AGCOGGG- - -ATGTOAG== ~ === - - - GBGTTAR- - - <= = 2=~ -

230 240 250
1330 1340 1350 1360 1370 1380

AGTTTGCCACCCCTGTCCAGATTATTGGCTGCTTIGCCICTACCAG TTGGCAGACAGCCG

...... I

260
13390 1400 1410 1420 1430 1440

TTTGTTCTACATGGCTTTGATAATTATTTGAGGGGAGGAGATGGARACAATGTGGAGTCT

1450 1460 . 1470 1480 1490 1500
CCCTCTGATTGGTTTTGGGGAAATGTGGAGAAGAGTGCCCTGCT TTGCAAACATCAACCT

1510 1520 1530 1540 1550 1564
GGECARAAATGCAACAAATGAATTTTCCACGCAGTTCTTTCCATGGGCATAGGTAAGCTGT
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. /wwwt

o l]
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ES 2 285768 T3

----------------------------------------------- ATA----nmau-

1570 1580 1590 1600 1610 1620
GCCTTCAGCTGTTGCAGATGAAATGTTCTG I 'CACCCTGCATTACATGTGTTTATTCATC
-------------- CAGATGC- - - -~ = -~ === mmem e s CATTA= <=~ m = cmm oo o

280

1630 1640 1650 1660 1670 1680
CAGCAGTGTTGCTCAGCTCCTACCTCTGTGCCAGGGCAGCATTTTCATATCCAAGATCAA
-------- TTG--CAGC----ccccmmma e - GGGTA- === m=mmmmemeemmeemnn

290 300

1690 1700 1710 1720 1730 1740
TTCCCTCTCTCAGCACAGCCTECEGAGGGAGTCATTGT TCTCCTCGTCCATCAGGGATTT
------------------- CTGGGG - === = === == o e m e wmam e

1750 1760 1770 1780 1790 1800
CAGAGGCTCAGAGACTGCAAGCTGCTTGCCCAAGTCACACAGCTAGTGARGACCAGAGCA
CAG= == mwm s mm e o CACA-=cmocmccmccmaaann
310

1810 1820 1830 1840 1850 1860
GTTTCATCTGGTTGTGACTCTAAGCTCAGTGCTCTCTCCACTACCCCACACCAGCCTTCG
------------------------------ TGCCATCTC m -~ - — == e meem o e e e o (G

320

1870 1880 1890 1900 1910 1920
TGCCACCAAAAGTGCTCCCCARAAGGAAGGAGAATGGGATTTTTCTTTTGAGGCATGCAL
TGGCAGC- - - - - - GCT- ~~=mmmemmmmm oo TCTTTT-v-=-=mm---

330 340

1930 1940 1950 1960 1970 1980
ATCTGGAATTAAGGTCAAACTAATTCTCACATCCCTCTAAAAG TAAACTACTATTAGGAA
----------------------- TTCTC-= - - mmmemme e e cCGAC == == =A

350

1990 2000 2010 2020 2030 2040
CAGCAGTGTTCTCACAGTGTGGGGCAGCCGTCCTTCTAATGAAGACAATGATATTGACAC
CACCA-TG------ CAG-~~mvrunn GCCG- === rmmemoons ATGAT----==--

360 370
2050 2060 2070 2080 2090 2100
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. [wwwt
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ES 2 285768 T3

TGTCCCTCTTTGACAGTTGCATTAGTAACT TTGAAAGGTATATGACTGAGCG TAGCATAC
------- GO GG~ = — = ==~ = - - = e e e maaao——a
2110 2120 2130 2140 2150 2160

AGGTTAACCTGCAGAAACAGTACTTAGGTAATTGTAGGGCCAGGATTATAAATGAARTTT

2170 2180 2190 2200 2210 2220
GCARAATCACTTAGCAGCAACTGAAGACAATTATCARCCACGTGGAGAAAATCAAACCGA
HE $:
------------------------------------------ TGGGGA~~ -~ -cvmem-
380
2230 2240 2250 2260 2270 2280
GCAGGGCTGTATAAAACATGGTTGTAATATGCGACTGCGAACACTGAACTCTACGCCACT
------ CTGTG---~-==c=n==GCAATAC- - ===~ -2ccc-mcmcmmcemmaceaa (T
390
2290 2300 2310 2320 2330 2340
CCACAAATGATGTT TTCAGGTATCATGGACTATTGCCACCATGTATTCATCCAGAGTTCT
CC-CAACNGCTGT -~ -+ - == smmommocnnane e R e L L LT TS
400 410
2150 2360 2370 2380 2390 2400

TAAAGTTTAAAGTTGCACATGATTGTATAAGCATGCTTTCTTTGAGT T TTAAATTATGTA

2410 2420 2430 2440 2450 2460
TAAACATAAGTTGCATTTAGAAATCAAGCATARATCACTTCAACTGCTAAARAANARARA
------------------- GAANT - - === = = %« e m = e e e em e aa

2470
ARAAAAAARARAAAARAAA

LR R RS

ALIGN calcula una alineacién global de dos secuencias

Version 2.0u, citese por favor: Myers y Miller, CABIOS (1989) 4:11-17
Seq 1 2479 nt frente a D8 rev 355 nt

Matriz de puntuacién: ADN, penalizaciones de hueco: -14/-4

Identidad del 12,7%; puntuacién de alineacién global: -7722
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ES 2 285768 T3

10 20 30 40 50 60
GGCACGAGGGGGCEECEECTGCEGGCGCAGAGCEGAGATGCAGCGGCTTGGGGCCACCCT

70 80 90 100 110 120
GCTGTGCCTGCTGCTEECGBCCCCGETCCCCACGGCCCLEGOGCCCGCTCCEGACGGCGAC

N AR e N N G N E W RS S E S E S A e A 2 e N M e e e e e o

130 140 150 160 170 180
CTCGGCTCCAGTCAAGCCCGGCCCGGCTCTCAGCTACCCGCAGGAGGAGGCCACCCTCAA

YL e e
L B -

--------- AGTC-----=--ccmcmecnennannnaneCAGGAAAA - -CCAACC - - -
10 20

190 200 210 220 230 240
TGAGATGTTCCGCEAGGTTGAGGAACTGATGGAGGACACGCAGCACAAATTGCGCAGCGC

..

250 260 270 280 290 300
GGTGGAAGAGATGGACGCAGAAGAAGC TGCTGCTAAAGCATCATCAGAAGTGAACCTECC

2 e aaas L) . . e
. v e R

-------------------- AGGAAGCC- - - - - - ~AAGTAT- - TAAGAA - -~~~ = = = ===

30 40
310 320 330 340 350 360

AAACTTACCTCCCAGCTATCACAATGAGACCAACACAGACACGAACGTTGGARATAATAC

....... . ' -

----------------- ATCACAAGG----~==~- -~ -~ -CAGGAAGGG-~==-w=nm =~

50 60
370 380 390 400 410 420

CATCCATGTGCACCGAGAAATTCACAAGATAACCAACAACCAGACTGGACAAATGGTCTT

43¢ 440 450 460 470 480

......

------------------------ GGGAGA- - -~ ===~ ARG~ ~ - = m = m = m - e
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ES 2 285768 T3

80

490 500 510 520 530 540
CATCGACGAGGACTGTAGGCCCAGCATATACTGCCAGTTTGCCAGCTTCCAGTACACCTG

PR

550 560 570 580 550 600
CCAGCCATGCCGGGGCCAGAGGATGCTCTGCACCCGGGACAGTAAGTGCTGTGBAGACCA

TR
EER

610 620 630 640 650 660
GCTGTETGTCTGEGGTCACTGCACCARAATGCGCCACCAGGGGCAGCAATGGGACCATCTG

670 680 690 700 710 720
TGACAACCAGAGGGACTGCCAGCCGGEECTETGCTGTGCCTTCCAGAGAGGCCTGCTGTT

3

730 740 750 760 770 780
CCCTQTATGCACACCCCTGCCCGTGGAGGGCGAGCTTTACCATGACCCCGCCAGCCGACT

s e s e e e s se
......

------------------ GCCC-TGGA~ ==~ -~ =CTTTGC- = ~~evwnmmcmmmmaanon
110

790 800 810 820 830 840
TCTGGACCTCATCACCTGGGAGCTAGAGCCTGATGGAGCCTTGGACCGATGCCCTTGTGT

-----

85S¢ 860 870 880 890 900
CAGTGGCCTCCTCTGCCAGCCCCACAGCCACAGCCTGGTGTATGTGTGCARGCCGACCTT

910 920 330 940 950 960
CGTGGGGAGCCGTGACCAAGATGGGGAGATCCTGCTGCCCAGAGAGGTCCCCGATGAGTA

370 280 390 1000 1010 1020
TGAAGTTGECAGCTTCATGGAGGAGGTGCGCCAGGAGC TGGAGGACCTGGAGAGGAGCCT
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./ wwwt

ES 2 285768 T3

1030 1040 1050 1060 1070 1080
GACTGAAGAGATGGCGCTIAGGGAGCCTGCGGCTGCCGCCGCTGCACTGUTGGCGAAGEGA

e e e e b e e e i v e ML e e e e e © e o hs e M = = = A = e e = = e v = o . ™ W e = -

1090 1100 1110 1120 1130 1140
AGAGATTTAGATCTGGACCAGGCTGTCGGCTAGATGTGCAATAGAAATAGCTAAT TTATTT

x s a0 . T S S
R

1150 1160 1170 1180 1190 1200
CCCCANGTGTETGCTTTAAGCATEGGCTGACCASGCTTCTTCCTACATCTTCTTCCCAGT

1210 1220 1230 1240 1250 1260
AAGTTTCCCCTCTGGCTTGACAGCATGAGGTGTTGTGCATTTGTTCAGCTCCCCCAGGCT

ARG~ == m = m o e e e dae e e ee e CCAGTC-

1276 1280 1290 1300 13190 1320
GTTCTCCAGGCTTCACAGTCTGGTGCTTGGGAGAGTCAGGCAGGGTTAAACTGCAGCAGE

R

160
1330 1340 1350 1360 1370 1380

AGTTTGCCACCCCTGTCCAGATTATTGGCTGCTTTGCCTCTACCAGT PGECAGACAGCCE

1390 1400 1410 1420 1430 1440
TTTGTTCTACATGGCTTTGATAATTGT TTGAGGGGAGGAGATGGAAACAATGTGCAGTCT

1450 1460 1470 1480 1490 1500
CCCTCTGATTGGTTT TGGGAAAATGTGGAGAAGAGTECCCTECTTTGCAAACATCAACCT
HR § P -
CCmmmmmmw e oo AGAAGAG--=~~+=n~msmmcmmmmmaccmean

180
1510 1520 1530 1540 1550 1560

GGCAAMAATGCAACAAATGAATTTTCCACGCAGTTCTTTCCATGGGCATAGGTAAGCTGT
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D8

. Jwrewt

D8

. Jwwwt

D8

. [vwrwwt

Dg

. [erwwt

D8

. /wwwt

D8

. [wwwt

D8

. /wwwt

D8

o Jerwwt

D8

ES 2 285768 T3

......

190

1570 1580 15390 1600 1610 1620
GCCTTCAGCTGTTGCAGATGARATGTTCTGTTCACCCTGCATTACATGTGTTTATTCATC

e s e s ea
HIR TR I A E A

--------------------------- ~e--==ACACTGC--=m~v==mnmemn_TCA- -
200
1630 1640 1650 1660 1670 1680

CAGCAGTGTTGCTCAGCTCCTACCTCTGTGCCAGGGCAGCATTT'TCATATCCARGATCAA

. s e .
......

-------------- AGCTCC-==-===~=cwem--wemececu-ao-o----AGA--AA
210
1690 1700 1710 1720 1730 1740

TTCCCTCTCTCAGCACAGCCTCCCGAGGGGGTCATTCTTCTCCTCGTCCATCAGGSATTT

y S CTTCCAGC - == = = = = = m e e e e et e e ae oo ana
220

1750 1760 1770 1780 1790 1800
CAGAGGCTCAGAGACTGCAAGCTGCTTGCCCAAGTCACACAGC T AGTGAAGACCAGAGCA

1810 1820 1830 1840 1850 1860
GTTTCATCTGGTTGTGACTCTAAGCTCAGTGCTCTCTCCACTACCCCACACCAGCCTTGE
---------- GTTGCGACT~---~-=--GTG-~--m=======. «=m---~-. GCCCTGG

230 240
1870 1880 1890 1900 1910 1920

TGCCACCAAAAGTGCTCCCCAAAAGCAAGGAGAATGGCATTTTTCTTTTGAGGCATGCAC

1930 1940 1950 1960 1970 1980
ATCTGGARTTAAGGTCAARCTAATTCTCACATCCCTCTARAAGTAAACTACTGTTAGGAA

---------------------------------------------- ACTACTGT- - - - - -
250
1990 2000 2010 2020 2030 2040
CAGCAGTGTTCTCACAGTGTGGGGCAGCCATCCTTCTAATGAAGACAATGATATTGACAC
----------- NmemcescccmneceaeaQTCn -~ -=~-GAAGCCA- - - - -ATTGAC- -
260
2050 2060 2070 2080 2090 2100
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. /wwwt TGTCCCTCTTTGGCAGTTGCATTAGTAACTTTGAARGGTATATGACTGAGCCTAGCATAC

DB e e eemaaa

2110 2120 2130 2140 2150 2160
A AGGTTARCCTGCAGAAACAGTACTTAGGTARTTGTAGGGCGAGGATTATAAATGAAATTT

D8 @ —ee-e- DL U R T T r xS e e e iedhemcccea
2170 2180 2190 2200 2210 2220
. /ot GCAAARTCACTTAGCAGCAACTGAAGACAATTATCAAC CACGTGGACARAATCAAACCAA
D8 cemmeeeeeeooa. CAGCAATCG- - ~~ -~ RS RS
270
2230 2240 2250 2260 2270 2280
. /wwwt GCAGGGCTGTGTGARACATGGTTGTAATATGCAACTGCGARCACTGAACTCTACGCCACT
D8 GCAG---~mmmocm - CATGCTCG-ATTAAGAG —~ - - ==~~~ = e o= n v e TATGCCA- -
280 290 300
2290 2300 2310 2320 2330 2340

- /wwwt CCACAAATGATGTTTTCAGGTGTCATGGACTGTTGCCACCATGTATTCATCCAGAGTTCT

PRy -

D8 ~ ~AAAAAT-=-~«-~—~- AGr~-ecccmunnnn e mee o

310
23S0 2360 2370 2380 2390 2400

. /wwwt TAAAGTTTAARGTTGCACATGATTICTATAAGCATGCTT TCTTTGAGTTTTAAATTATGT

y e ey LY

DB mcmmemeeemmeceiccccan.- AAAAGC- ==~ =~ == o mmmeeme oo TA
320
2410 2420 2430 2440 2450 2460
. /wwwt TAAACATAAGTTGCATTTAGAAATCARGCATAAATCACTTCAACTGCTAAAARARAAAAA
D8 TARATAT -~ == -~ === TTCAAARTAAAGRAGAATCCACAT - - - - TGC-c=m == cm
130 340 350
2470

ALIGN calcula una alineacién global de dos secuencias

Version 2.0u, citese por favor: Myers y Miller, CABIOS (1989) 4:11-17
Seq 3 1050 nt frente a D1 rev 465 nt

Matriz de puntuacién: ADN, penalizaciones de hueco: -14/-4

Identidad del 30,3%; puntuacién de alineacién global: -1869
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. /wwwt

D1

./ wwwt

D1

- /wwwt

D1

. /wwwt

Dl

. /wwrat

D1

.S wwwt

D1

./ wwwt

Pl

. /wwwt

Dl

ES 2 285768 T3

10 20 30 40 50 60

ATGCAGCGGCTTGGGGCCACCCTGCTGTGCCTGCTGCTGGCGGCGGCGGTCCCCACGGCC

---CAG----- TGTTCTCACAGTG - « - - - < == <<= TGG -GGCAGCCGTCLET- - - - -~
10 20 30

70 80 90 100 110 120

CCCGCGCCCGCTCCGACGGCGACC”CGGCTCCAG”CAAGCCCGGCCCGGCTCTCAGCTAC

: : s B . s s

----------- TCTAATGAAGACAATGA TATTGACA---CTGTCCC---TCTTTGGCAG

40 50 60 70
130 140 150 160 170 180
CCGCAGGAGGAGGCCACCCTCAATGAGATGTTCCGCGAGGTTGAGGAACTGATCGAGGAC
: I I HER 3oz
TTGCATTAGTA- - < -ACTTTGAR- « - - - - - < == AGGTATATGA-CTGA- - - - - - -
80 90 100
190 200 210 220 230 240
ACGCAGCACAAATTGCGCAGCGCGGTGGAAGAGATGGAGGCAGAAGAAGCTGCTGCTAAR
---------------- GCGTAGC~-«-~———--»~-~~~ATACAGGTTAACCTGCAGH—AAA
110 120 130
250 260 270 280 290 300

CCATCATCAGAAGTGAACCTCGCAAAFFTALCTCCLAGCTATCACAA”CAGACCAACACA

- . s .
: . - Y

140 150

310 320 330 340 350 360
GACACGAACGT'TGGAAATAATACCATCCATGTGCACCGASAAALTCACAAGATAACCAAC

.. . e e R « s 0 .« I .
< v a « 3 Ve e v e LR a4l Y . -

- = ~CGAGGATTATARAT - = = == - === e mmmm oo m o GARATTTGCAAAATCACTTAG
160 170 180 190
370 380 390 400 410 420
AACCAGACTGGACAAATGGTCTTTTCAGAGACAGTTATCACATLrbTGGGAGACGAAGAA
CAGCA-ACTGAR - - - = <<= mm— - m o= GNCAATTATCAACCACGTGG-AGA- - - - - AA
200 210 220
430 440 450 460 470 480

GCCAGAAGGAGCCACGAGTGCATCATCGACGAGGACTGTCGGCCCAGCATGTACTGCCAG

H PRI e t ey e w A . [
P

ATCARACCGAGC- <= - <= - - - - - Ceee e ACGGCTGTGTGA--AACATG--——»w--G
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230 240 250
490 500 510 520 530 540
. /wwwt TTTGCCAGCTTCCAGTACACCTGCCAGCCATGCCGGGGCCAGAGGATGCTCTGCACCCGa
D1 TT-mecmmemmmmn GTA-ATATGCGR -~ - =rmmmmmmacamcans s ann CTGC-~- -~ G
260 270
550 560 570 580 590 600
. /Wt GACAGTGAGTGCTGTGGAGACCAGCTGTGTGTCTGGGGTCACTGCACCAAAATGGCCACC
D1 AACACTGAACTCT - - - - - - ACm-mmmmcmmmmmcans GCCACTCCACAAA- - - - - - <<« -
280 290 300
610 620 630 640 650 660
. /wwwt AGGGGCAGCAATGGGACCATCTGTGACAACCAGAGGGACTGCCAGCCAGGGCTGTGCTGT
>3 T T LT T T T T L R TGATGT
310
670 680 690 700 710 720
. /wwwt GCCTTCCAGAGAGGCCTGCTGTTCCCTGTGTGCACACCCCTGCCCGTGGAGGGCGAGCTT
DL D CSTTTCRG - e wmm e amme GTGT-=--~-=-=-nm= CATGGACTG- - - - - T
320 330
730 740 750 760 770 780
. /wwwt TGCCATGACCCCGCCAGCCGGCTTCTGGACCTCATCACC TGGGAGCTAGAGCOTGATGGA
D1 TGCCA-- -~~~ COA-=--~mmn-- TGTAT-TCATCC -+ = === m = = AGAG= = -- ===~
340 350
790 800 810 820 830 840
. /wwwt GCCTTGGACCGATGCCCTTGTGCCAGTEECCTCCTCTGCCAGCCCCACAGCCACAGCCTG
5 B L TTCTTAARGT -~~~ ==v == TTAAAGTTGCACA=- - - - ~= === -
360 370
850 860 870 880 890 900
. / wwwt GTGTATGTGTGCkAGCCGACCTTCGTGGGGAGCCGTGACCAAGATGGGGAGATCCTGCTG
D1 - TGATTGTAT - - ARGCATGCTTTCTT - - - - <= = - =< < = =< e v mm e e
380 190
910 920 230 940 950 960
-/ Wt CCCAGAGAGGTCCCCGATGAGTATGAAGTTGGCAGCTTCATGGAGGAGGTGCGLCACGAG
DL cemmeemmes S TGAGTTITAAATT- - - - -« - « - ATGTATAAA- - - - - -CATAAG
400 410 420
970 980 990 1000 1010
. /wwwt CTGGAGGACCTGGAGAGGAGCCTGACTGAAG - AGATGGCGCTGAGGGAGCCTGCGGCTGC
D1 TG - -  CATTTAGA- - - - - - ARTCAAGCATARATCACT - - - < = = == <= e mmm - -
430 440 450
1020 1030 1040 50

. /wwwt CGC CGC’I‘GCACTGCTGGGMGGGAAGAGATI'

D1
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ALIGN calcula una alineacién global de dos secuencias

Version 2.0u, citese por favor: Myers y Miller, CABIOS (1989) 4:11-17
Seq 3 1050 nt frente a D2 rev 416 nt

Matriz de puntuacién: ADN, penalizaciones de hueco: -14/-4

Identidad del 26,1%; puntuacién de alineacién global: -2234

. /wwwt

D2

. Jwwwt

D2

./ wwwt

D2

. /wwwt

D2

. [ wwwt

D2

. /wwwt

P2

. fwwwt

D2

10 20 30 40 50 60
ATGCAGCGACTTGGGACCACCCTGCTGTACCTCC TGCTGGCGGCEGCGATCCCCACGGCT
A-cmmeommecee oo ACTCCCCTGTGATTGCAGTAAATTACTGTATT -~ - -~ - ==~

10 20 30

70 80 20 100 110 120
CCCGCGCCCECTCCARCGGCGACCTCGGCTCCAGTCAAGCCCEGCCCGGCTCTCAGCTAC
---------- <=~=<=-~GTAAATTCT- - - - CAGTGT~~-- - - -~ -~GGCACT - - - - TAC

40 50
130 140 150 160 170 180

CCBCAGGAGGAGGCCACCCTCAATGAGATGTTCCGCGAGGTTCGAGGAACTGATGGAGGAC

CTGTARNATG- - - - ===~~~ CAATGA=- —-~=--==c==mcmcacn- AACTTIT-----~-
60 70

190 200 210 229 230 240
ACGCAGCACAAATTACGCAGCGCGGTGGAAGAGATGGAGGCAGANGAAGCTGCTGCTAAA

250 260 270 280 290 300
GCATCATCAGAAGTGAACCTGGCAAACTTACCTCCCAGCTATCACAATGAGACCAACACA

GGTGCTGCA ~~ === ==~ CTGCCTATTTTTCCTCTT~GTTAT = == == —— == mm s == oo = o
100 110 120

310 320 330 340 350 360
GRCACGAACGTTGGAAATAATACCATCCATGTGCACCGAGARATTCACAAGATAACCAAC
ot T R S
------------ GTAAATTTT--- - - - - -TGTACAC-~~ - - ~ATT--- - ~GAT- - - - - -
130 140

370 380 390 400 410 420
AACCAGACTGGACAAATGGTCTTTTCAGAGACAGTTATCACATCTGTGGGAGACGAAGAA
R A A R S I - T

---------------- TGTTATCTTGACTGACAAATATTCTATATT- - - - - - - -GAA- - =

150 160 170 180
430 440 450 460 470 480

GGCAGBAAGGAGCCACGAGTGCATCATCGACCGAGGACTGTGGGCCCAGCATGTACTGCCAG

“ . « s e e s 80 - ) -
- & s ee e H H HE -

- ~CTGAAGTAA-----~-~- -~ ATCATTT----~-mmmmv e m e CAGCTTATAGTTC- - -
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190 200 210
490 500 510 520 530 540
. /wwt TTTGCCAGCTTCCAGTACACCTGCCAGCCATGCCGGGGCCAGAQGATGCTCTGCACCCGG
D2 ~TTAAAAGCAT -+ ~--~====-==~= ARCCmm-wmmmmme oo CTTTACCC- -
220 230
550 560 570 580 590 600
. /wwwt GACAGTGAGTGCTGTGGAGACCAGCTGTGTGTCTGGGGTCACTGCACCAAAATGGCCACC
D2 - ~CATTTARTTCT- - - ~AGA« < == n-- GTCTAG- == === mmm-—-- AA----- CGCA
240 250
610 620 630 640 650 660
. Jwwwt AGGGGCAGCAAmGGGACCATCTGrcACAACCAGAGGGaCTGCCAGCCGGGGCTGTGCTGT
D2 AGG- - ~ATCTCTTGGAA - - - - - TGACARA==~=~----- TGATAG- =~~~ ~=<==-=- GT
260 270 280
670 680 690 700 710 720
. /Wt GCCTTCCAGAGAGGCCTGCTGTTCCCTGTGTGCACACCCCTGCCCGTGGACGGCGAGCT1
D2 ACCTARAA -~ ~v=-- === TGTAACATG- -~ - - ARAATACT- - - - - - -~ -=--AGCTT
290 300 310
730 740 750 760 770 780
. /Wt TGCCATCACCCCGCCAGCCGGCTTCTGGACCTCATCACCTGCGAGCTAGAGCCTGATGGA
D2 e ATTe o cemmmm e annne TTCTGAA- - - -ATGTACT -~ - - - - -~ ATCTTAATG- -
320 330 340
790 800 810 820 830 840
. /wwwt GCCTTGGACCGATGCCCTTGTGCCAGTAGCCTCCTCTGCCAGCCCCACAGCCACAGCCTG
o2 = = QT TARBT -~ = = === == === = %= = m e e e mmmmadmmam o oeoo o as
350
850 860 870 880 890 9090
. [t CTGTATGTGTGCAAGCCGACCTTFGTGGGGAGCCGTGACCAACATGGGGAGATCCTGCTG
D2 - TATATTTCC- - - CTTTAG- - - - - -GCTGTGA- - TAGTTTTTGAARTAA - - - -
360 370 380
910 920 930 940 950 960
- [ wwwit CCCAGACAGGTCCCCGATGAGTATGAAGTTGGCAGCTTLATGGAGGAGGTuCGCCAGGAG
D2 mmmmm oo AATTTAACAT - TTART- < - - - - ~ <= << 2 m < - - =
390 400
570 980 990 1000 1010 1020
. /wwwt CTGGAGGACCTGGAGAGGAGCCTGACTGAAGAGATGECGCTGAGGGAGCCTGCGECTGCC
D2 cheeeemmm o e AT-- - r oL
1030 1040 1050
. /wwwt GC! ﬂc;c'rccacmc'rsemsccmcmcz\rr
D2 --eeee- CA---mmun- AA-- -AAAAAARA
410
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ES 2 285768 T3

ALIGN calcula una alineacién global de dos secuencias

Version 2.0u, citese por favor: Myers y Miller, CABIOS (1989) 4:11-17
Seq 3 1050 nt frente a D3 rev 469 nt

Matriz de puntuacién: ADN, penalizaciones de hueco: -14/-4

Identidad del 31,2%; puntuacién de alineacién global: -1835

. fwwwt

D3

. /wwwt

D3

. wwwt

D3

. /wwwt

D3

. fwrwwt

D3

. Swwwt

D3

. /wawt

D3

./ wwwt

D3

10 20 30 40 50 60
ATGCAGCGGCTTGGGGCCACCCTGCTGTGCCTGCTGCTGGCEGCEGCEETCCCCACGGLC

o . .. T I T e
s e w3 T s .

“me ewae-TTNGOA=~ -~~~ TGGAGT - - -TGATGARGG -~~~ =~ ~ === =mommmmmem
10 20
70 80 90 100 110 120

CCCGCGCCCGCTCCGACGGCGACCTCGGCTCCAGTCAAGCCCGGCCCGGCTCTCAGCTAC

. . : s 3
H

----------------------------- TCCATAAAAG---------GTTTTCA--TA-
30 10
130 140 150 160 170 180

CCGCAGGAGGAGGCCACCCTCAATGAGATGTTCCGCGAGGTTGAGGAACTGATGGAGGAC

e [ . H . : . .
s - 3 P

e (o SR TCTATTATAT - < - - - = 2o e AA- - - AAGGAG- - -
S0 60

190 200 210 220 230 240
ACGCAGCACAAATTGCGCAGCGCGGTGGAAGAGATGFAGGCAGAAGAAGCTGCTGCTAAA

. R . LT I PO PSP .

------------ TTCCACTGC-——-----——ATTTGGAT--—~---AAGCTGGTT -TAGT
70 80 90
250 260 270 280 290 300

GCATCATCAGAAGTGAACCTGGCAAACTTACCTCCCAGCPATCACAATGAGACCAACACA

..... . »
..... R4 .

GTCTC-TGACAAGTG- - - ~TG <AAGC= - = - -~ == - CTAGAAGARTTA- - - - -~ - cT
100 110 120
310 320 330 340 350 360

GACACGAACGTTBGAAATAATACCATCCATGTGCACCGAGAAATTCACAAGATAACCAAC

. HE B . 1 F
« e e 4ee o e e tavaes

GGCTTGATGGTG ------------ ATCTTTCTGTATCCGG ------- CAAGA-------~
130 140 150

370 380 390 400 410 420
AACCAGACTGGACAAAlGGTCfTTTCAGAGACAGTTATCACATCTGTGGGAGACGAAGAA

LY sre st 1. <1
..........

---CAGAC---=-vouwwcwn. CTTCTCC---ACAGTAA*--CAACGCTGG ------ AATAT

160 170 180 190
430 440 450 460 470 480

GGCAGAAGGAGCCACGA”TGCATCATCGACGAGGACTGTGGGCCCAGCATGTACTGCCAG

v s T . : 3 .
H HE I

TLCT-—AG--TCCATGAGAGCCTTTTCTCCTATGCTTG ---------- **'GTAC—~ACAC
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200 210 220 230

490 500 510 520 530 540

. /wwwt TTTGCCAGCTTCCAGTACACCTGCCAGCCATGCCGGGGCCAGAGGATGCTCTGCACCCGG

D3 TTGACCTTCTTTCAGGACA ------------------------ GGTT ---------------
240 250

550 560 570 580 530 600
/Wt GACAGTGAGTGCTGTGCAGACCAGCTGTGTGTCTGGGGT"ACTGCACCAAAATGGCCACC

[ IR EE] s . :
. LS b4

D3 TACAGATCTTG ------- GACCAGAAGTGT-—CTAG--—CAC—--AACACAAT ----- cc
260 270 280 290
610 620 630 640 650 660
- /wwwt AGGGGCAGCAATGGGACCATCTGTGACAACCAGAGGGACTGCCAGCCEGGGCTSTGCTGT
D3 TGAGGCA-CAGTCTGATGACCGGAGACAAACAGA - - ~AC- = m == o v o - = o= ar- TCTTGT
300 310 320 330
670 680 690 700 710 720

. [wwwt GCCTTCCAGAGAGGCCTGCTGTTCCCTGTGTGCACACCCCTGCCCGTGGAGGGCGAGCTT

a e . [ P : T e H
.2 M 2 i

D3 CCTTT---=v-- aG--TG- TGATACATTTTTGAAGA—--~~---CAAGGTGG -------- T

340 350 360 370
730 740 750 760 770 780

. /wwwt TGCCATGACCCCGCCAGCCGGCTTCTGGACCTCATCACCTGGGAGCTAGAGCCTGATGGA

e e e s s aa 13 e 130 e ..
. css e - PR e e

D3 E R R e R R CTTCTGGAATACCCATCCAAGGTGCTA ----- TGAT---
380 390 400

790 800 810 820 830 840
. /wwwt GCCTTGGACCGATGCCCTTGTGCCAGTGGCCTCCTCTEGCCAGCCCCACAGCCACAGCCTG

D3 -CATT - - ACCAARGC - - - - TTTCAGTGA - < <= <= =mm oo o el
410 420

850 860 870 880 8950 900
. /wwwt GTGTATGTGTGCAAGCCGACCTTCGTGGGGAGCCGTGACCAAGATGGCGAGATCCTGCTG

» T s H
. e v e . .

D3 GTTTw===mmocsmmman- COT == mm e mmm e e e CAATTT- -~ ~-=--—=o= cTC
430 440

910 920 930 940 950 860
. /Wt CCCAGAGAGGTCCCCGATGAGTATGAAGTTGGCAGCTTCATGGAGGAGGTGCGLCAGGAG

HER . PREEEY
: HE— : LIRS R4

n3 CTCGGAAA- - -~ - - -~ TGATTTTGA- -~ ---~-=== TOA= === vmmmmm e
450 460
970 980 990 1000 1010 1020
. /wwwt CTGGAGGACCTGGAGAGGAGCCTGACTGAAGAGATGGCGCTGAGGGAGCCTGCGGCTGCC
D3 e GARG~ < -~ - === L
1030 1040 1050

. /wwwt GCCGCTGCACTGCTGGGAAGGGAAGAGATT

D3 |  mecer i cn i dacrmcccrancna - -
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ALIGN calcula una alineacién global de dos secuencias

Version 2.0u, citese por favor: Myers y Miller, CABIOS (1989) 4:11-17
Seq 3 1050 nt frente a D4 rev 416 nt

Matriz de puntuacién: ADN, penalizaciones de hueco: -14/-4

Identidad del 28,9%; puntuacién de alineacién global: -2000

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

10 20 30 40 50 60
. [wwwt ATGCAGCGGCTTGGGGCCACCCTGCTGTGCCTGCTGCTGGCGGCGGCGGTCCCCACGGCC

B - . :
AR IR H b

D4 cceemmmem CTTGCGT--=~-m-==-m=mo= TGTT- -GG = m = << e = e e e
10

70 80 920 100 110 120
. /wwwt CCCGCGCCCECTCCGACGGCGACCTCGGCTCCAGTCAAGCCCGACCCGGC TCTCAGCTAC

D4 mmmmeeemmmmemmeecomeeceaaon TACAGAC- -~ ~~mmc-mmmmmammc oo nm
20

130 140 150 160 170 180
. /wwit CCGCAGGAGGAGGCPAPCCTCAATGAGATGTTCCGCGAGGTTGAGGAACTGATGGAGGAC

H IR EEEEEE N 3

D4 mmcemmmmmmmemmeeccmmeeeeeaes TTECCC - - - e e CTGATGGAGCAC
30
190 200 210 220 230 240

. /wwwt ACGCAGCACAAATTGCGCAGCGCGGTGGAAGAGATGGAGGCAGAAGAAGCTGCTGCTAAA

e s v e [ - . .
R * L A 4

D4 TGGT- = = ===~ TTGC---wmvmn-—mun AGATTTTGGTCCAGAA -~~~ = = comw o mm = -
40 50 60

250 260 270 280 290 300
. /wwwt GCATCATCAGAAGTGAACCTGGCAAACTTACPTCCCAGCTATCACAATGAGACCAACALA

[ RS T [ ey BN .
. s . ..

D& - AT- -GACGAGCAC- - AGCARA- - -ACC- - - - -- T -~ CAATG- - - = m - - - cA
70 80 90

310 320 330 340 350
. Jwwt GAC——ACGAACGTTGGAART&ATACCATCCATGTG CACCGAPAAATTCACAAGATAACC

: [ . . » . .
1 . . 2 <.

D4 GTCTGATGATCGTAGG ------------- CAGGGGTCTCC-=- - - -~ TPCA- -~ v-vve-
100 110 120

360 370 380 390 400 410
. fwwwt AACAACCAGACTGGACAAATGGTCTTTTCAGAGACAGTTATCACATCTGTGGGAGACGAA

R N : rrTre
ve et : H

D4 eememmememeeenoaoa TGCCCTTTT----~-- ATATGTGACATCTT- - - - - - - = - ~ -
130 140
420 430 440 450 460 470

. /wwwt GAAGGCAGAAGGAGCCACGAGTGCATCATCGACGAGGACTGTGGGCCCAGCATGTACTGC

¢ 0w . e .
0-‘- .l'o‘ .

D4 cocememmeo—nea- “ABTG-=-=~=mememmecaan TOTGETC -« o- « wmm v m oo =
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D4

. /wwwt

D4

. /vt

D4

. /wwwt

D4

. /wwwt

D4

. /wwwt

D4

./ wwwt

D4

./ wwwt

D4

. vwat

D4

ES 2 285768 T3

150

480 490 500 510 520 530
CAGTTTGCCAGCTTCCAGTACACCTGCCAGCCATGCCGGGGCCAGAGGATGCTCTGCACC

T e Ty seeen s v
.....

~---TTCCTAGATTC --------- TGCCATCC -~ == - = o CAAGTCATGGTTTG----
160 170 180 190
540 550 560 570 580 590

CGGGACAGTGAGTGCTGTGGAGACCAGCTGTGTGTCTGGGGTCACTGCACCAAAATGGCC

T3 [ [ » P :
. . .

------ AGTAATGACCGTGGTTTCGATCTCTGTGcc--GAGT------ACCAT~-—----
200 210 220 230
600 610 620 630 640 650

ACCAGGGGCAGCAATGGGACCATCTGTGACAACCAGAGGGACTGCCAGCCGGGGCTGTGC

- CCAGAGCC-- -~ - GGGA- -~~~ TGTGA-~---=-===omcmccocan. GGGGTTARGA
240 250
660 870 680 €90 700 710

TGTGCCTTCCAGAGAGGCCTGCTGTTCCCTGTGTGCACACCCCTGCCCGTGCAGGGCGAC
TG- - ~CTTTCAGTAR - - = == m o - CTG-==wmmmmesocmmee GGATACAGA-
260 270 280

720 730 740 750 760 770
CTTTGCCATGACCCCGCCAGCCGCCTTPTGGAFCTCATCACCTFGGAGCTAGAGCCTGAT

—-—TGCCATTATTGC---AGC GGGTACTGGGGC--AGCACATGCCATCTCG~~-~----
290 300 310 320

780 790 800 810 820 810
GGAGCCTTGGACCGATGCCCTTGTGCCAGTGGCCTCCTCTGCCAGCCCCACAGCCACAGC

T e s 2e o . .
Ty s 3 . IR

---------------------- GTGGCAGCG- CTTCTTTTTTCTCCGACACA CCA----
330 340 350

840 850 860 870 880 830
CTGGTGTATGTGTGCAAGCCGACCTTCGTGGGGAGCCGTGACCAAGATGGGGAGATCCTG

1 E T S ST S
H LR IR IR ]

e e TGCAGGCCGATGATCOTTGG = m - oo - - - TGGGGA- - - - CTG

360 370 380
900 910 920 930 940 850

CTGCCCAGAGAGGTCCCCGATGAGTATGAAGT TGGCAGC TTCATGGAGGAGGTGCGCCAG

960 970 980 990 1000 1010
GAGCTGGAGGACCTGGAGAGGAGCCTGACTGAAGAGATGGCGCTGAGGCAGCCTGCGGCT

400

1020 1030 1040 1050

. /wwwt GCCACCGCTGCACTECTGCCGAAGGCAAGAGATT

D4
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ES 2 285768 T3

ALIGN calcula una alineacién global de dos secuencias

Version 2.0u, citese por favor: Myers y Miller, CABIOS (1989) 4:11-17
Seq 3 1050 nt frente a D8 rev 355 nt

Matriz de puntuacién: ADN, penalizaciones de hueco: -14/-4

Identidad del 25,2%; puntuacién de alineacién global: -2269

./ wRwt

D8

. /wwwt

D8

./ wwwt

D8

. /wwwt

na

. /wwwt

a3

. /wwwt

D8

. wwwt

D8

. Jwwwt

D8

10 20 30 40 50 60
ATGCAGCGGCTTGEGGCCACCCTGCTETECCTGCTGCTEECGECGGCGGTCCCCACGECC
------------------ CACCCRAG=~ - == == === oo occmmmoncmacoann

70 80 90 100 110 120
CCCECGCCCACTCCRACGGCAACCTCAGCTCCAGTCARGCCCAGCCCGGCTCTCAGCTAC

svdad HE -
------------------------------ TCCAGGAAA-- - - === - - == ===~ ACCAAC
10 20
130 140 150 160 170 180
CCGCAGGAGGAGGCCACCCTCAATGAGATG T TCCGCGAGGTTGAGGAACTGATGGAGGAC
CC - ~AARAGGAAGCCA -~~~ mmmmm o o= mmm e o - o AGTATTAAGARAT- - - - -- - ——-
30 40
190 200 210 220 230 240
ACGCAGCACAAATTGCGCAGCGCAGTGGAAGAGATGGAGGCAGAAGRAGCTGCTGCTAAA
it Ter3e
------ CACAR-=-=-==veumccmmcemma e v e cGGCAG- = mms o mmmme
50
250 260 270 280 290 300
GCATCATCAGAAGTGAACCTGGCAAACTTACCTCCCAGCTATCACAATGAGACCAACACA
--------- GARGGGA- =~ - === === " sxomcmmocmcan o coeoo~-- -CAAGAGG
60 70
310 320 330 340 350 360
GACACGAACGTTGGAAATAARTACCATCCATGTGCACCGAGAAAT TCACAAGATAACCAAC
GA- -~ -GARAGTTGT=-~=--==acm-aac-menn= CTGAGAR- - == - —mmmmmmmmmmm
80 90
370 380 390 400 410 42¢
AACCAGACTGGACARATGG TCTTTTCAGAGACAGTTATCACATC TGTGGGAGACGARGAA
-------------------- CTTTT-mmm-mmmmmmemmecmoma e camsmmaaaonn
430 440 450 460 470 480

GGCAGAAGGAGCCACGAGTGCATCATCGACGAGGACTGTEGGCCCAGCATGTACTGCCAG

P IR S SR . s e e e
........ LR

----- e eieecet oo -GACTGTGCCCC - - - - - TGGACT - - - « -
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100 110
490 500 510 520 530 540
. /wwwt TTTGCCAGCTTCCAGTACACCTGCCAGCCATGCCGGGGCCAGAGGATGCTCTGCACCCGE
D8 “TTGC-mm = mmmem e o oo e b (e R e T L e T p—— TOCTCGTCA- - - - -
120
550 560 570 580 590 600
. /oWt GACAGTGAGTGCTGTGGAGACCAGCTGTGTGTCTGGGGTCACTGCACCAAAATGGCCACC
P L IR T - S
D8 cememmeceicmaeeos SR TTTTTGG- -~ -~ -~ =~ ACGAAAATTTGTA—-
130 140
610 620 630 640 650 660
. /wwwt AGUGGCAGCAATGGGACCATCTGTGACAACCAGAGGGACTGCCAGCOUGGGCTGTGOTGT
HE I T LS S et
D8 ------ AGCCA- - -GTCCTTTTG--~---~~~= GAGGAAC- - -~ - == === -xesccucnon
150 160
670 680 690 700 710 720
. Jwwat GCCTTCCAGAGAGGCCTGCTGTTCCCTGTCTCCACACCCCTGCCCGTGGAGGGCGAGCTT
o] J AGQTCTGCT - -~ -~ ~evmmmmmmceceam e CCAGAAGAGGG -~~~ -- -
170 180
730 740 750 760 770 780
. Jwwwt TGPCATGACLCCGCCAGCCGGCTTCTGGACCTCATCACCTGGGAGCTAGACCCT(ATGGA
D8 ---CATAA---- - -- AGACA- - - ~CTG- - - CTCA '-~——--—AGCT——--CCAGA-—-A
190 200 210
730 800 810 820 830 840
. Wt GCCTTGGACCGATGCCCTTGPGCCAGTGGCCTCCTCTGCCAGCCCCACAGCCACAGCCTG
D8 ATCTTCCAGCGTTGC - - - - GACTGTGGCC - < - < <= e me L C16
220 230 240
850 860 870 880 890
. Jwwwt GTGTA- TGTGTGCAAGCCGACCTTCGTGGGGAGCCGTGACCAAGATGGGGAGATC”TGCT
D8 GACTACTGTGTCGAAGCCAA - ~TT+ - - - -~ GACC- - - ~AGCA- - - ATCGGCAG- - CATGCT
250 260 27¢ 280
900 910 920 930 940 950
. /wwwt GCCCAGAGAGGTCCCCGATGAGTATGAAGTTGGCAGCTTCATCGACSACGTGCGCCAGGA
D8 ceemmecmmeaeooa CGAT-~ -TAAGA-------===acmomoamann GTATGCCAAAA
290 300
960 970 980 990 1000 1010
. /wwwt  GCTGGAGGACCTGGAGAGGAGCCTGACTGAAGAGATGGCGCTGAGGGACCCTECERCTGE
D8 AATAGAAAAGCTATAAATATTTCAAAATAAAGAR -~~~ === - -~ - GAATCCA--------
310 320 330 340
1020 1030 1040 1050

ES 2 285768 T3

. /wwwt CGCCGCTGCACTGCTGGGAAGGGAAGAGATT

D8

65



ES 2 285768 T3

ALIGN calcula una alineacién global de dos secuencias

Version 2.0u, citese por favor: Myers y Miller, CABIOS (1989) 4:11-17
Seq 4 848 nt frente a D1 rev 465 nt

Matriz de puntuacién: ADN, penalizaciones de hueco: -14/-4

Identidad del 36,2%; puntuacién de alineacién global: -1075
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10 20 30 40 50 60
AN, GAATTCGGCACGAGAGACGACGTGCTGAGCTGCCAGCTTRGTGGAAGCTCTGCTCTGGGT

D1 T N s GTTCTCA---==-==-~- CAGTG-=-~==wm=man 766e-

70 80 90 100 110
. /wwwt GGAGAGCAGCCTCGCTT - TGGTOACGCACAGTGCTGGGACCC”CCAGGAGCCCCGvGATT

------ T : s rry o . ..
..... - . H

DI ----- GCAGCCGTCCTTCTAATGAAG ACAATGAT - - - « -~ = - o m < <= < e - m <= ATT
30 40 50

120 130 140 150 160 170
./ wwwt GAAGGATGGTGGCGGCCGTC”TGCTGGGGCTGAGCTGGCTCTGCTCTCCCCTGGGAGCTC

. : R . *
I sl

D1 e} N CACTGTCCCTCTTTGGC-‘AG“TG ----------------------
60 70
180 190 200 210 220 230

. [wwat TGGTCCTGGACTTCAACAACATCAGGAGCTCTGCTGACCTGCATGGGGCCCGGAAGGGCT

3 T CATTAGTARCTTTG- - - <<= = = mm — e = AAAGGTA
80 90

240 250 260 270 280 290
. Jwwet CACAGTGCCTGTCTGACACGGACTGCAATACCAGAAAGTTCTGCC”CCAGCCCCGCGATG

R P B e e .
LRy <

DL TA---=-=--~ TGACTGA- - - - -~ GCG-TAGCATACAGGTTARCCTGCAG - - - < - -~

100 110 120 130
300 310 320 330 340 350

. fwwwt AGAAGCCGTTC"GTGCTACATGTCGTGGGTTGCGGAuGAGGTGCCAGCGAGATGCCATGT

P [ P I R R PO
DA - -

D1 - - ARACAGTACTTAGGTAATTGT - -« < <= - - - AGG-=~~~---- GCGAG-~==-=nn~
140 150 160
360 370 380 350 400 410

. fwwwt GCTGCCCTGGGACALTCTGTGTGAACGATGTTTGTACTACGATGGAAGATGCAACCCCAA

Dl mmeememmeeemmeme el GATTATAA- - - - NTGARATTTGCAAAATCAC
170 180
420 430 440 450 460 470

S wwwt TATTAGAAAGGCAGCTTGATGAGCAAGATGGCACACATGCAGAAGGAACAACTGGGCACC

T s T

D1 T- -TAGCA- - GCAACT= - - - == - GAAGNCA~ -~ = - == - - - ATTATCARC- - - -CAC-
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190 200 210

480 490 500 510 520 $30
./ wwat CAGTCCAGGAAAACCAACCCAAAAGGAAGCCAAGTATTAAGAAATCACAAGGCAGGAAGG

T2 2 e s st . R s e
. . s H

D1 --GTGGAGAAAATCAAACCGAGCAGG--GCT--GTGTGAA~ ----- ACATGG --------
220 230 240 250

540 550 560 570 580 59¢
. fwwat GACAAGAGGGAGAAAGTTGTCTGAGAACTTTTGACTFTGGCC CTGGACTTTGCTGTGCT

L N N s s e

|0} B R R TTGT-~--~ AATATGCGACTGCGAACACTGAACTCTACGCCACT

260 270 280 290
6§00 610 620 630 640 650

./ wuwt CGTCATTTTTGGACGAAAATTTGTAAGCCAGTCCTTTTGGAGGGACAGGTCTGCTCCACA

. PR . . <0
: LI s AR

D1 CCACA- ~-~-- AATGATGTTTT ------ CAGGTGTCATGGA--—-~~'--CTGTT -----

300 310 320 330
660 670 680 630 700 7.0

. fwwwt AGAGGGCATAAAGACACTGCTCAAGCTCCAGAAATCTTCCAGCGTTGCGACTGTGGCCCT

s trers . I . - e
...... v :

D1 -—--GCCACCATG----TATTCA-~hTCCAGAGTTCTTAAAGTTT-~0-AAAGTTGCACA
340 350 360 370
720 730 740 750 760 770

./ wwwt GGACTACTGTGTCGAAGCCAATTGACCAGCAATCGGCAGCATGCTCGATTAAGAGTATGC

3

DY TGAT-----~ TGPATAAGC--AT——---—GCTTTC ------- TTTGAGTTTTAAATTATG”

iso 190 400 410
780 790 800 810 820 830

. /wuwwt CAAAAAATAGARAAGCTATAAATATTTCAANAT AAAGAAGAATCCACATTGCAAAAAAAA

Tt [ : P
3 ;e IR

33 ATAAACATA----AGT“GC--—-ATTTAGAAATCAAGCATAAATCACTTC ----------
420 430 440 450
B840

. /wwwt ARAAPAAAAA

D1 -~ ~AACTGCT
460

ALIGN calcula una alineacién global de dos secuencias

Version 2.0u, citese por favor: Myers y Miller, CABIOS (1989) 4:11-17
Seq 4 848 nt frente a D2 rev 416 nt

Matriz de puntuacién: ADN, penalizaciones de hueco: -14/-4

Identidad del 33,2%; puntuacién de alineacion global: -1352
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ES 2 285768 T3

10 20 30 40 50
. /wwwt GAATTCGGCACGAGAGACGACGTGCTG- AGCTGCCAGCTTAGTGGAAGCTCTGCTCTGGG

. . : s s . . P T . . .
. - . MRS . . H LR A .

D2 AACTCC----CCTGTGAT~~--TGCAGTAAATTACTG--TATTGTAAATT---CTCAGTG
10 20 30 40
60 70 80 90 100 110

. /wwt TGGAGAGCAGCCTCGCTTTGGTGACGCACAGTGCTGGGACCCTCCAGGAGCCCCGGGATT

D2 TCG- -« == =w == CACTTACCTGTA- - - - ANTOCARTGARACT < - ~ - - < <« = - - TT
50 60 70

120 130 140 150 160 170
. St GAAGFATGGTGGCGGCCGTCCTGCTGGGGCTGAGCTGGCTCTGCTCTCPCCTGGGAGCTC

e . .. 2 2 T 1 e . [ :
s P HIE S S [ H

D2 TAATTATTTTT --------- CTAAAGGTGCTGCACTGCCTATTTT-TCC-- - - - -~ - TC
80 90 100 110
180 z90 200 210 220 230

. Swwwt TGGTCCTGGACTTCAACAALATCAGGAGCTCTGCTGACCTGCATGGGGCCCGGAAGGGCT

- . . H :
.. .

D2 PTGTTATGTA- - - - - ARTTTTTGTA - - <= = = o = < mmmmm e e

120 130
240 250 260 270 280 290

. fwwwt CACAGTGCCT“TCTGACACGGACTGCAATACCAGAAAGTTCTGCCTCCAGCCCCGCGATG

. . v . o s e ..
M- T <8 PR

D2 CACATTGATTGT- -~ === ecmmemmn- TA~-m=~-men TCT-vememmmmmm e TG

140 150
300 310 320 330 340 350

. [wwwt AGAAGCCGTTC TGTGCTACATuTCGTGGGTTGCGGAGGAGGTGCCAGCGAGATGCCATGT

R . e e
33 s -t H

D2 Aecomomnme c're— < ACARAT- - - - == mea e oo ATTCTATAT

160 170
360 370 380 330 400 410

L wwwt ¢ CTCCCPTGCGRCACTCTGTG"GAALGATGTTTGTACTACGATGGAAGATGCAACCCCAA

D2 e wr mmemeeieo oo ~TGAAC- -~ -~~~ TGARGTA~- - -~ - - AATC----

420 430 440 450 460 470
. S wwwt TATTAGAAAGGCAQCTIGATGAGCAAGATGGCACACATGCAGAAGGAACAACTGGGCACC

sy o1 s v e . . . . s s e
...... HH : LI S . e

D2 ~ATTT-=~w~-~ CAGCTT - AT ~~~~~ AGTT- CTTAAAAGCATA --------------- ACC
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200 210 220

480 490 500 510 520 530
. /wwwt CAGTCCAGGAAAACCAACCCAAAAGGAAGCCAAGTATTAAGAAATCACAAGGCAGGAAGG

EER :

D2 CTTTevcvcvnmnonnn ACCCCAT- - m - e e TTAA---TTCTAGAGTCTAGAACG
230 240 250

540 550 560 $70 580 590
. /wwwt GACAAGAGGGAGAAAGTTGTCTGAGAACTTTTGACTGTGGCCCTGGACTTTGCTGTGCTC

PR I PR P A Y

D2 ~-CARG--==---== GATCTCTTGGAA----TGACAAATGATAGGTACCT ----------

260 270 280 290
600 610 620 630 640 650

. /wwwt GTCATTTTTGGACGAAAATTTGTAAGCCAGTCCTTTTGGAGGGACAGGTCTGCTCCAGAA

.....

S ARAAT - ~GTAR= = == o o m e eaon

660 670 680 690 700 710
S wwwt GAGGGCATAAAGACRCTCCTCAAGFTCCAGAAATCTPCCAGCGTTGCGACTGTGGCCCTG

D2 - CATGARAATACT - - - - - AGCTT----- ATTTTC-----= TGAMA- - - = -~ b (¢

310 320 330

720 730 740 750 760 770
. fwwwt GACTACTGTGTCGAAGCCAATTGACCAGCAATCGGCAGCATGCTCGATTAAGAGTATGCC
D2 TACTA- - = -~ TCTTA- === -===mmmcaeco ATGCTTAAATTATA ~TTTCCE
340 350 360

780 790 800 810 820 830

. /wwwt AARAAATAGAAAAGCTATAA- ATATTTCAAAATAAAGAAGAATCCACATTGCAAAAAAAA

P [ S S B L R A U I T T S PP
L 2 A - S S A S

D2 TT----TAG----GCTGTCATAGTTTTTGAAATAAA----ATTTAACATT--TAATATCA
370 380 390 400

ALIGN calcula una alineacién global de dos secuencias

Version 2.0u, citese por favor: Myers y Miller, CABIOS (1989) 4:11-17
Seq 4 848 nt frente a D3 rev 469 nt

Matriz de puntuacién: ADN, penalizaciones de hueco: -14/-4

Identidad del 36,9%; puntuacién de alineacién global: -1046
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AT

D3

. fuwwe

p3

. /wwwt

./ wwwt

D3

. [ wwwt

D3

. [ wwwt.

D3

. /wwwi

D3

. [ Wt

D3

ES 2 285768 T3

10 20 30 40 50 60
GAATTCGGCACGAGABACGACGTGCTG&GCTGCCAGCTTAGTGGAAGCTCTGCTCTGGGT

s P R IR
:

TTNGGATGGAGT ------- TGATGA ------ AGGTCCATARAAGGTTTTC -------
10 20 30

70 80 90 100 110 120
GGAGAGCAGCCTCGCTTTGGTGACGCACAGTGCTGGGACCCTCCAGGAGCCCCGGGATTG

P P AP AP Pt T3

--ATAGCA-—-TCTATTATATAAA -------------------- AGGAGTTCC- - - ACTG
40 50 50
130 140 150 160 170 180

AAGGATGGTGGCGGCCGTCCTGCTGGGGCTGAGCTGGCTCTGCTC"CCCCTGGGAGCTCT

CA--mrrm~emare e o TTTGGATAAGCTGGTTTAG TGTCTC TGACAAGTGT

-

70 80 S0 100

190 200 210 220 230 240
GGTCCTGRACTTCARCAACATCAGGAGCTCTGCTGACCTECATGGGGCCTGEARGBERCTC
GAAGC - ~ ~ -CTAGAAGAATTACTGGCTTGATGCTCATCTTTCTGTATCCGGCAAG- -~ - -

110 120 130 140 150

250 260 270 280 290 300

ACAGTGCCTGTCTGACACGGACTGCAATACCAGAAAGTTCTGCCTCCAGCCCCGCCATGA

ACAGACCTTCTC- - ~-CACAGTAA-CAACGCTGCGAATATT - ~ - - - TCTAGTCC- ~ - ~ATGA

160 170 180 190 200
310 320 330 340 350 360

GAAGCCGTTCTGTGCTACATGTCGTGGATTGCGOGAGGAGGTCCCAGCGAGATGCCATGTG

GA~GCC-TTTTCTCCTA- - - - mmmw e mms oo cmecmmescmneae o mmemeans TG

210 220
370 380 390 400 410 420

CTGCCCTCGGACACTCTGTGTGAACGATGTTTGTACTACGATGGAAGATGCAACCCCAAT

CT- - - ~TGGTACACACT < - - - <= == - TOACCTTC -~ - - mm e e mem e T
230 240

430 440 450 460 470 480
ATTACAAAGGCAGCTTGATGAGCAAGATGGCACACATGCAGAAGGAACAA»TGGGCACCC

PR [ tT rrrse:
L 2 A A A R A 2

TTCAGGA- - -CAGETTTAC-~ - - - AGATCTTGGAC- - -CAGARGT - = = =~ = === == =ums
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250 260 270
490 500 510 520 530
. /wwwt AGTCCAGGAAAAC- CAACCCAAAAGGAAGCCAAGTATTAAGAAATCACAAGGCAGGAAGH
D3 -GTCTAGCACAACACAATCC - - ~ - TGAGGCACAGTCTGATGA - - - - - v CCGGA- - -
280 290 300 310

540 550 560 570 580 590
. /wawt GACAAGAGGGAGAAAGTTATCTGAGAACTTTTGACTGTGGCCCTAGACTTTGCTGTGCTC
D3 GACAAAC---=--mmmmmmmmen AGRACCTT--—~-c === CTTGTCCTTTGGTGTGATA

320 330 340 350

500 610 620 630 640 650
. /wwwt GTCATTTTTGGACGAAAATTTGTAAGCCAGTCCTTTTGGAGGGACAGRTCTECTCCAGAA
D3 - ~CATTTTTG-AAGACAAGGTG -~ - -~ - -- GTTCTTCTGGA- ~ -ATA- ~ -CCCATCCA- - -

360 370 380 390

660 670 680 690 700 710
. /wwiit. GAGGGCATAAAGACACTGCTCAAGCTCCAGAARTCTTCCAGCGTTGCEACTGTGECCCTA
D3 -RGGTGCTA~~ - -~ - - TGATCA- - - TTACCAAAGCTTTCAGTGATG-- - ~ - GTTTCCT- -

400 410 420 430

120 730 740 750 760 770
. /wwwt GACTACTGTGTCGAAGCCAATTGACCAGCAATCGGCAGCATGCTCGATTAAGAGTATGCC
D3 ceemmmmmceoa-o CAATT- - ---<w-- TC-—nmmm- TCCTCGB-- mmm v cmmm -

140
780 790 800 810 820 830

. /wwwt AAAARATAGAAAAGCTATAAATATTTCAAAATAAAGAAGAATCCACATTGCAAAAAAAAA

I N N T,
.....

D3 ~n= =~~~ GAARTGATTTTGATC-~-=---=mn- AGARG- -~ ~=--~-=~ R
450 460

ALIGN calcula una alineacién global de dos secuencias

Version 2.0u, citese por favor: Myers y Miller, CABIOS (1989) 4:11-17
Seq 4 848 nt frente a D4 rev 416 nt

Matriz de puntuacién: ADN, penalizaciones de hueco: -14/-4

Identidad del 33,0%; puntuacién de alineacién global: -1306
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. [wwwt

D4

./ wwwt

D4

. /wwwt

D4

L /wawt

D4

. [ wwwt

D4

, /wwwt

D4

. [wwat

N4

L fwwwt

Da

ES 2 285768 T3

10 20 30 40 50 60
GAATTCGGCACGAGAGACGACGTGCTGAGCTGCCAGCTTAGTGGAAGCTCTGCTCTGGGT

H s 3 P R T e ) Tres &
- . IR IR . P32

-------- CTTGCGTTGTTTGGTACAGA CTTCCCCCTGA -TGGA~- ~ - - - -GCACTGGTT
10 20 30 40
7?0 8q 20 100 110 120

GGAGAGCAGCCTCGCTTTGGTGACGCACAGTGCTGGGACCCTCCAGGAGCCCCGGGATTG
TG-——-CAGATT----TTGGTCCAGAAA~-TGACGAG CACAGCAAAA—-CCCTTCAATG
50 60 70 8O 90

130 140 150 160 170 180
AAGGATGGTGGCGGCCGTCCTGCTGGGGCTGAGCTGGCTCTGCTCTCCCCTGGGAGCTCT

T 3 ¢ T e (R IR P
LIRS :

CAGTCTGATGATCGTAG- - - - GCAGGGG -« - - -~ = - “TETCCT - <=~ - e o=
100 110 120
190 200 210 220 230 240

GGTCCTGGACTTCAACAACATCAGCGAGCTCTGCTGACCTGCATGGGGCCCGGAAGGGCTC

- s e rew
: + $et i

- - TCATGCCCTTTTATA- - =~ == =mc e == TG-TGACA= === =am-mmcmmmmm -TC

130 140
250 260 270 280 290 300

RCAGTGCCTGTCTGACACGGACTGCAATACCAGAAAGTTCTGCCTCPAGCCCCGCGATGA

.. T IR . .
- S « 2

TTAGTG- ~TGT- -~ -~~~ GETCTTC- - - -CTAGA- - - TTCTGCC - ~ATCCC - < - < <= -
150 160 170
310 320 330 340 350 360

GAAGCCGTTCTGTGCTACA"GTCGTGGGTTGCGGAGGAGGTGCCAGCGAGATGCCATGTG

.o rre e sy 3 sre
- s et 1 R

AAGTCATGGTTTGAGTAATGACCGTGGTTTCGATCTCTGTCCC--~GAG TACCATC- -
180 190 200 210 220 230

370 380 390 400 410 420
CTGCCCTGGGACACTCTGTGTGAACGATGTTTGTACTACGATGGAAGATGCARCCCCAAT

e eIy T vey e k3

CAGAGCCGEGA - - - ~ - ~ TGTGAGEG -~ GT T - - - <= - AAGATGC- -~ =~ - -~ T
240 250 260
430 440 450 460 470 480

ATTAGAAAGGCAGCTTFATGACCAAGATGGCACACATGCAGAAGGAACAACTGGGCACCC

s v R Ceoae 3
................

rTCAGTAA ----- CTGG-~GATACAGATGCCATTATTGCAGCGGGT - -ACTGGGG---C
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ES 2 285768 T3

270 280 290 300
490 500 510 520 530 540
. /wwwt AGTCCAGGAAAACCAACCCAAAAGGAAGCCAAGTATTAAGAAATCACAAGGCAGAARGGR
D4 AG-vm-amemmeecaea . Lt LT TP S CACATGCCA-~- -~~~
310
550 560 570 580 590 600

. /wwwt ACARGAGGGAGAAAGTTGTCTGAGAACTTTTGACTGTAGCCCTEBACTTTGCTGTGCTCG

610

./wwwt TCATTTTTGGACGAARATTTGTAAGCCAGTCCTT TTGOAGGGACAGETCTGCTCCAGAAG
i RS I N IR R I

D4 TCTTTTTTCTCCGACA- - -~ - - - CACCA-~ -~~~ -~~~ TGCAGG-----wm-smmu CCGATG

.- ¢ osias ..
1 R R s

320 330
620 630 640 650 660

340 350 360
670 680 690 700 710 720
. /wwwt AGGGCATARAGACACTGCTCAAGCTCCAGAAATCTTCCAGCGTTGCCACTATGGCCCTGG
D4 A -ommmmm e maeeeeeoo TCCTTRGTCGGCACTETGGC - - ~ -
370 380
730 740 750 760 770 780
./wwwt ACTACTGTGTCGAAGCCAATTGACCAGCAATCGGCAGCATGCTCGATTAAGAGTATGCCA
D4  ceeemmmmmeemeeooe AAT- - ACCTCCCAACNGCTG - - =~ mm e m = mm o = o w e TGCCG
390 400 410
790 800 810 820 830 840

. fwwwt AAARAATAGAAAAGCTATARATATTTCAAAATAAAGANGAATCCACATTGCARAAAAAAAA

D4 ABNT- - - == ===~

. /wwwt AAARAAAA

D4  mee--- --

ALIGN calcula una alineacién global de dos secuencias
Version 2.0u, citese por favor: Myers y Miller, CABIOS (1989) 4:11-17

Seq 4 848 nt frente a D8 rev 355 nt

Matriz de puntuacién: ADN, penalizaciones de hueco: -14/-4
Identidad del 41,9%; puntuacién de alineacién global: -217

73



15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

. /wwwt

5]}

. /wwwt

D8

/Wt

D8

D8

. /wwwt

D8

. /wwwt

D8

LS wawt

D8

L /wwwt

D8

ES 2 285768 T3

10 20 30 40 50 60
GAATTCGGCACGAGAGACGACGTGCTGAGCTGCCAGCTTAGTAGAAGCTCTGCTCTGGET

P R I I e T e i T T T T I U i e UG U VR R

70 80 90 100 110 120
GCGAGAGCAGCCTCOCTTTGGTGACGCACAGTGCTGGGACCCTCCAGGAGCCCCGGGATTE

13¢ 140 150 160 170 180
AAGGATGATGEGCGGCCETCCTGCTGGGGCTGAGCCTCECTCTGCTCTCCCCTGGGAGCTCT

- e Y e e s e e e i W B e T W M m m  Am m m e S — o e AR T e R e M e e e o m

190 200 210 220 230 240
GGTCCTGGACTTCAACAACATCAGGAGCTCTGCTGACCTGCATCGGGCCCGGAAGGGCTC

250 260 270 280 290 300
ACAGTGCCTGTCTGACACGGACTGCAATACCAGAAAGTTCTGCCTCCAGCCCCGCGATGA

310 320 330 340 iso 360
GAAGCCGTTCTGTGCTACATGTCGTGGE T TGCGGAGAAGGTGCCAGCGAGATGCCATGETG

370 380 3so 400 410 420
CTGCCCTGGGACACTCTGTGTGAACGATGT I TGTACTACGATGGAAGATGCAACCCCAAT

B i T T I T T T T T T R P e R e T S apy AP

430 440 450 460 470 480
ATTAGAAAGGCAGCTTGATGAGCARGATGGCACACATGCAGANGGANCAACTGGGCACCC
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. fwwwt

D8

./ wwwt

D8

. /wwwt

D8

. [wawt

D8

. /wwwt

D8

. [wwwt

D8

. [wwwt

38

ES 2 285768 T3

4580 500 S10 520 530 540
AGTCCAGGAAAACCAACCCARAAGGAAGCCAAGTATTAAGAAATCACAAGGCAGGAAGCG

AGTCCAGGAAAACCAACCCAAAAGGAAGCCAAGTATTAAGAAATCACAAGGCAGGAAGGA
10 20 30 40 s0 60

550 560 570 580 590 600
ACAAGAGGGAGAAAGTTGTCTGAGAACTTTTGACTGTGACCCTGGACTTTACTCTGCTCG

ACAAGAGGGAGAAAGTTGTCTGAGAACTTTTGACTGTGGCCCTGGACTTTGCTGTGCTCG
70 80 90 100 110 120

610 620 630 €40 650 660
TCATTITTGGACGAANATTTGTAAGCCAGTCCTTTTGGAGGEACAGGTCTGCTCCAGAAG

............................................................

TCATTTTTGGACGAAAATTTGTAAGCCAGTCCTTTTGGAGGGACAGGTCTGCTCCAGAAG
130 140 150 160 170 180

670 &80 650 700 7190 720
AGGGCATAAAGACACTGCTCAAGCTCCAGAAATCTTCCAGCGTTGCGACTGTGGCCCTGG

AGGGCATAAAGACACTGCTCAAGCTCCAGAAATCTTCCAGCGTTGCGACTGTGGCCCTGG
190 200 210 220 230 240

730 740 750 760 770 780
ACTACTGTGTCGAAGCCAATTGACCAGCAATCGGCAGCATGCTCGATTAAGAGTATGCCA

ACTACTGTGTCGAAGCCAATTGACCAGCAATCGGCAGCATGCTCGATTAAGAGTATGCCA
250 260 270 280 290 300

790 800 810 B20 830 840
AAAAATAGAAAAGCTATAAATATTTCAAAATAAAGAAGAATCCACATTGCAAAAAAAAAR

..............................................

310 320 330 340 350

ALIGN calcula una alineacién global de dos secuencias

Version 2.0u, citese por favor: Myers y Miller, CABIOS (1989) 4:11-17
Seq 6 672 nt frente a D1 rev 465 nt

Matriz de puntuacién: ADN, penalizaciones de hueco: -14/-4

Identidad del 42,1%; puntuacién de alineacién global: -579
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ES 2 285768 T3

10 20 30 40 50 60
. /wwwt ATGGTGGCGGCCETCCTECTEEGECTGAGCTEGCTCTGCTCTCCCCTGGGAGCTCTGGTC

. . ]
H s . s T

e

D1 CAG- +==mmmmmmm v mmaman TGTTCTCACAGTG -~ =~ =---- TGGG - GCAGCCGTC

10 20
70 80 90 100 110 120

. /wwwt CTGGACTTCAACAACATCAGGAGCTCTGCTGACCTGCATCGGCCCCGGAAGGGCTCACAG

. s e e Y
H .

D1 CT--=-- TCTA-- - -ATGARGA - CAATGAT - - - - - - - ATTOA~----~===n === CACTG

30 40 50
130 140 150 160 170 180

. fwwwt TGCCTGTCTGACACGGACTGCAATACCAGAAAGPTCTGCCTCCAGCCCCGCGATGAGAAG

IR .. s s ¢
.. AR S :

D1 TCCCTCTTTGGCAGT—--TGCATTA—--GTAACTT ------------------ TGAAA- -
60 70 80 90
190 200 210 220 230

L fwwwt CCGTTCTGTGCTACATGTC GTCGGTTGCGGAGGAGGTG-—CCAGCGAGATGCCATCTGC

.. . I T Y s
i .

Dl veeceeno- GGTATATGACTGAGCGTAGCATAC AGGTTAACCTGC AGRAACA--GTAC
100 110 120 130 140

240 250 260 270 280 290
. [wwwt TGCCCTGGGACACTCTGTGTGAACGATGTTTGTACTACGATGGAAGATGCAACCCCAATA

N : : 0t T e e wose T
H s ! 3 H :

Dl T----TAGGTAATTGTAGGG---CGAGGATTATAA--~-ATGAAATTTGCAA-—--AAT~
150 160 170 180
300 310 320 330 340 350

./ wwwt TTAGAAAGGCAGCTTGATGAGCAAGATGGCACACATGCAGAAGGAACAACTGGGCACCCA

ppTL - ——-CA CTT AGCAGCAA-~ ----------- CTGAAGN--CAATTATCAACCAC
190 20¢ 210
360 370 380 390 400 410

. fwwwt GTCCAGGAAAACCAACCCAAAAGGAAGCCAAGTATTAAGAAATCACAAGGCAGGAAGGGA

13y i) . . <
MR 3 <

D1 GTGGAGAAAATCAAACCGAGCAGG--GCTGTGT ----- GAAA---CATGGTTGTAAT--A

220 230 240 250 280
420 430 440 450 460 470

. [t CAAGAGGGAGAAAGTTGTCTGAGAACTTTTGACTGTGGCCCTGGACTT TGCTGTGCTCG

T . . : [ s
LI S M

D1 TGCGACTGCGAACACTG —————— AACT-- -~~~ CTACGCCACTCCACAAATGATGTTTTCA
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270 280 290 300 310
480 490 500 510 520 530
. /wwwt TCATTTTTGGACGAAAATTTGTAAGCCAGTCCTTTTGGAGGGACAGGTCTGC -TCCAGAA
D1 GGTGTCATGGAC ------- TGTT GCCAC -------------- CATGTATTCATCCA---
320 330 340 350
540 550 560 570 580 590
. [wawt GAGGGCATAAAGACACTGCTCAAGCTCCAGA——AATCTTCCAGCGTTGCGACTGTGGCCC
Sir oz oirics P - 1roas
D1 GAGTTCTTAAAGTT- -~~~ TAAAGTTGCACATGATTGTA*AAGCATGCTTTCTTTGAGTT
360 170 380 390 400
60GC 610 620 630 640 650
. /wwwt TGGACTACTGTGTCGAAQCCAAfTGACCAGCAATceGCAQCATGCTCGATTnAGAGTATG
5} TTAAATTATGTATAAACATAAGTTG ----- CATTTAGAA-~~===-w- ATCAAGCATA--
410 4320 430 440
660 670
. /wwwt CCABAAAATAGAAAAGCTA
D1 - -AATCACTTCAACTGCT-
450 460

ALIGN calcula una alineacién global de dos secuencias

Version 2.0u, citese por favor: Myers y Miller, CABIOS (1989) 4:11-17
Seq 6 672 nt frente a D2 rev 416 nt

Matriz de puntuacién: ADN, penalizaciones de hueco: -14/-4

Identidad del 38,6%; puntuacién de alineacion global: -742
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ES 2 285768 T3

16 20 30 40 50 60
. /wwwt ATGETGGCGRCCGTCCTGCTEGEGCTGAGCTGACTCTGLCTCTCCCCTGEGGAGCTCTGGTC

- IR ] ()
. : R

D2 ARe--mcocmmounan e e CTCCCCTGTGA-~ - - ===~
10

70 80 90 100 110 120

. /wwwe CTGGACTTCAACAACATCAGGAGCTCTGCTGACCTGCATGGGGCCCGGAAGGGCTCACAC

D2 C <~ TTGCAGTARATTA - - - = << <= o CTGTATTGT- - - - - - ARATTCTCA- - -
20 30 40

130 140 150 160 170 180
< /wwwt TGCCTGTCTGACACGGACTGCAATACCAGAAAGTTCTGCCTCCAGCCCCGCGATGAGAAG

. . Tt H N s R .
.. HE 4

D2 @ ----- GTGTGGCACT-~------ PACCTGTARAT « << = <= == = = o m o = GCAATGARA- -
50 60 70
190 200 210 220 230 240

. Jwwwt CCGTTCTGTGCTACATGTCGTGGGTTGCGGAGGAGGTGCCAGCGAGATGCCATGTGCTGC

. . . 3 P S S SN N S e s e H
R . b - - R A

D2 -e--- CTTT- -TAATTATT-- -~ - - TTTCTBA——AGGTGCT—~-GCACTGCCTATTTTTCC
80 90 100 110
250 260 270 280 290 300

. /wwwt CCTGGGACACTCTGTGTSG AACGATGTTrGTACTACFATGGAAGATGCAACCCCAATATTh

. . : e e s . IR : T N ..
o2 e el ¢ Se Tz H <

D2 TCTTGT---- -~ TATGTAA- - - ATTTTTGTAC- ACATTGATTGTT ---------- ATCTT-

120 130 140 150
310 320 330 340 350 360

«Swwwt GAAAGGCAGCTTGATGAGCAAGATGGCALACATGCAGAAGGAACAACTGGGCACCCAGTC

s v H : s e e . : FEs
.

D2 GACTGACAA-—-—ATATTCTATATTGAAC---TGAAGTAA~ATCATTTCAGCTTATAGTT
160 170 180 130 200
370 380 390 400 410

. wwwe CAGGAAAACC AACCCAAAAGGAAGCCAAGTA"TAAGAAATCACAAGGCAGGAAGGGACA

.. . s : 4 . e B H
RIS v K . s

D2 CTTAAAAGCATAACCCTTTA ----- CCCCATTT--v-AATTCTAGAGTCTAGAACG--CA

210 220 230 2440 280
420 430 440 450 460 470

./ wwwt AGAGGGAGAAAGTTGTCTGAGAACTTTTGACTGTGGCCClGGACTTTGC”GTGCTCGTCA

. > [ . T st . .
b . - H P4 . H . H

D2 AG~--wwmme- GATCTCTTGGAA----mGACAAATGATAGGTACCTAA ------------- a
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260 270 280 290
480 490 500 510 520 530
< fwwwt TTTTTGGACGAAAATTTGTAAGCCAGTCCTTTTGGAGGGACAGGTCTGCTCCAGAAGAGG
D2 ATGTAACATGAAAATA ------ CTAG--CTTATTTTCTGAAATGTACTATC ----- ~e--
300 310 320 330
540 550 $60 570 580 590

. Jwenat GCATAAAGACACTGCTCAAGCTCCAGAAATCTTCCAGCGTTGCGACTGTGGCCCTGGACT

. P IR s 1
P AR 4 s3 ! :

D2 - -TTAA--~-- TGOTTARATT- - - ~ - - ATATTTC- - COTTTAGGCTGTGA -~ - - - - f
340 350 360 370
600 610 620 630 640 650

. /wwwt ACTGTGTCGAABCCAATTGACCAGCAATCGGCAGCATGCTCGATTAAGAGTATGCCAAAA

: $rr 33 tseen
.....

D2 AGTTTTTGAAATAAAATTTAACAT -------------------- TTAA---TAT--CAAAA
380 390 400

660 670
. /wwwt AATAGABAAGCTA
D2 AA---ARAA---A
410

ALIGN calcula una alineacién global de dos secuencias

Version 2.0u, citese por favor: Myers y Miller, CABIOS (1989) 4:11-17
Seq 6 672 nt frente a D3 rev 469 nt

Matriz de puntuacién: ADN, penalizaciones de hueco: -14/-4

Identidad del 43,7%; puntuacién de alineacién global: -481
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ES 2 285768 T3

10 20 30 40 50 60
. [ wwwt ATGGTGGCGGCCGTCCTGCTGGGGCTGAGCTGGCTC"GCTCTCCCCTGGGAGCTCTGGTC

t 2 s i s FEE

D3 TTNG-----=--nmnnn GATGGAGTTGA- - - - - - TGAAGGTCCATAAARGGTTT- TC
10 20 30
70 80 %0 100 110

L /wwwt CTGGACTTCAACAACATCA--GGAGCTCTGCTGACCTGCATGGGGCCCGGAAGGGCTCAC

. v R EEE] FE : :
NI T e s el

D3 ATRG CATCTATTATATAAAAGGAGTTCCA ————— CTGCATTTGGATAAGCTGGTTT
40 50 60 70 80
120 130 140 150 160 170

. /Wt AGTGCCTGTCTGACACGGACTGCAATACCAGAAAGTTCTGCCTCCAGCCCCGCGATGAGA

......

D3 AGTGTCT - CTGACAAG- -~ TGT- - =~ < <GAR® - - - < =GOCT < < - = === = === AGA

90 100 110
180 190 200 210 220 230

. /wwwt AGCCGTTCTGTFFTACATGTCGTLGGTTGCGGAGGAGGTGCCAGCGAGATGCCATGTGCT

R [ ] . s e R T

D3 AGRATTACTG GCTTGATGGTGATCTTTC*GTATCCG-—GCAAGACAGA—-CCTT-——CT
120 130 140 150 160
240 250 260 270 280 290

. Jwwut GCCCI'GGGACA- LTCTGTGTGAACGATGTTTGTACTACGATGGAAGATGCAACCCCAATA

D3 CCACAGTAACAACGCTG---GA-~—ATATTTCTRGTCC ATGAGAGCCTTPTCTCCTAT-
170 180 130 200 210 220
300 310 320 330 340 350

. fwwwt TTAGAAAGGCAGCTTGATGAGCAAGATGGCACACATGCAGAAGGAACAAC”GGGCACCCA

..... s . ¢ e ..
..... . H < Y

D3 = ~eeee------ GCTTGGTACACACT TGACCTTCTTTCA--—-GGACA--~-GG1TTACA
230 240 250 260
360 370 380 390 400 410

. /wwwt C-TCCAGGAAAACCAARCCCAAAAGGAAGCCAARGTATTAAGAAATCACARGGCAGGAAGGG

. T R ER . e s . . I « o ve .
- et s TvdoTia S el : ERR I seite .

D3 GATCTTGGA -~~~ =~-~- CCAGAAGT - ~-GTCTAGCACAACACAATCCTGAGGCACAGTCTG
270 280 230 300 310

420 430 440 450 4690 470
. /wwwt BACAAGAGG- GAGAAAGTTGTCTPAGAACTTTTGACTGTGGCCCTGGALTTTGCTGTGCTC

ceii: s P s r e

n3 ATGACCGGAGACAARC---—""-AGAACCTT ---------- CT“GTCCTTTGGTG?GATA
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320 30 340 350
480 490 500 510 520 530
. /Wt GTCATTTTTGGACGAAAATTTGTAAGCCAGTCCTTTTGGAGGGACAGGTCTGCTCCAGAA
D3 --CATTTTTG AAGACAAGGTG ------- GTTCTTCTGGA--~ATA---CCCATCCA~<-
360 370 380 3%0
540 550 560 s70 580 590
. frwwt GAGGGCATAAAGAPACTGCTCAAGCTCCAGAAATCTTCCAGCGTTGCGACTGTGGCCCTG
jox] -AGGTGCTA """"" TGATCATTACC-‘-AARGCTTTCAGTGATG'~~'“GTTTCCT~-
400 410 420 430
600 610 620 630 640 650
. fwwwt GACTACTGTGTCGAA&CCAATTGACCAGCAATCGGCAGCATGCTCGATTAAGAGTATGCC
D3 W  cee-s-ase-e- - CAATT-w~-w=mrm= TCevcw=-- TCCTCGGAAATGATTTTG~-
440 450 460
660 670
. /wwwt AAAAAATAGAARAAGCTA
D3 ----ATCAGAAG--~~~

ALIGN calcula una alineacién global de dos secuencias

Version 2.0u, citese por favor: Myers y Miller, CABIOS (1989) 4:11-17
Seq 6 672 nt frente a D4 rev 416 nt
Matriz de puntuacién: ADN, penalizaciones de hueco: -14/-4
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Identidad del 39,4%; puntuacién de alineacion global: -670
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ES 2 285768 T3

10 20 30 40 50 60
. Jwwwt ATGGTGGCGGCCGTCCTGCTGGGGCTGAGCTGGCTCTGCTCTCCCCTGGGAGCTCTGGTC

D4  ~mmmmmmmmcmmmm e CTTGCGTTGTT - - - - e e e - - TGGTA
10
70 80 90 100 110 120

. /wwwt CTGGACTTCAACAACATCAGGAGLTCTGCTGACCTGCATGGGGCCCGGAAGGGCTCACAG

.......... : .
..........

D4 CAG ACTTCCCCCTGAT—-GGAGCACTGGTTTGCAGATTTTGGTCCAGAAA —————————
20 30 40 S0 60

130 140 150 160 170 180
. /wwWt TGCCTGTCTGACACGGACTGCAATACCAGAAAGTTCTGCCTCCAGCCCCGCGATGRGAAG

. P .. ..
IR 4 ] H H

D4 —-ee---- TGACGAGCACAGCARAACS - - < -« - - - - CTTCA--=-===mmeon- ATG
70 80 90

190 200 210 220 230
./wwwt CCGTTCTGTGCTACATG- TCFTGGGTTGCGGAGGAGGTGCCAGCGAGATGCCRTGTGCTG

R s s : : T

D4 CAGT CTG ------ ATGATCGTAGGC -------- AGGGGTCTCCTTCATGCCCTTTTAT-

100 110 120 130
240 250 260 270 280 290

. /wwwt CCCTGGGACA- CTCTGTGTGAACGATGTTTGTACTACGATGGAAGATGCAACCCCAATAT

T 1y T [ st . s e e sy
............

D4 -*ATGTGACATCTTAGTGTG ----- TGGTCTTCCTA ----- GATTCTGCCATCCCAA- - -

14¢ 150 160 170 180
300 310 320 330 340 350

. /wwwt TAGRAAGGCA- GCTTGATGAGCAAGATGGCACACATGCAGAAGGAACAACTGGGCACCCA

- Y s - . . I} . s
2 HIE : H ol . .

D4 -e---- GTCATGGTT--TGRBTA--ATGAC~~-CGTGGTTTCG----ATCTCTGTGCCGA

190 200 210 220
360 370 380 390 400 410

. fwwwt CTCCAGGAAAACCAACCCAAAAGGAAGC»AAGTATTAAGAAATCACAAGGCAGGAAGGGA

R cue . : (3

D4 GT---~--~- ACCATCC----AG--AGCCGGGATGTGAGGGGTTAAGATGCTTTCAG---

230 240 250 260
420 4390 440 450 460 470

./ wwwt CAAGAGGGAGAAAGTTGTCTGAGAACTTTTGACTGTGGCCCTGGACTTTGCTGTGCTCGT

st . [ 1 s

D4 TAACTGGGATACAGATGCL ----- ATTATTGCAGCGGGTACTGGG—---GCAGCACATGC
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270 280 290 300 310
480 490 500 51¢ 520 530
. Jwwat CATTTTTGGACGAAAATTTGTAAGCCAQTCCTTTTGGAGGGACABGTCTGCTCCAGAAGA
R M H b4 H HE - £ N HI H
D4 CATCTCGE--~cnree=- TGOCAGCGCTPCTTTIT -~ -~~~ -~ ==~ TCTCCGACACAC- ~
320 330 340 350
540 550 560 570 580 590
. Jwwwt GGGCAT%AAGACACTGCTCAAGCTCCAGAAATCTTCCAGCGTTGCGACTGTGGCCCTGGA
D4 - - -CATGCAG- - =~ - GCCGATGATCC = - - “-TTGe-- -GTGGGEACTETGGR - - - - -
360 370 380
600 610 620 630 640 650
. vt CTACTGTGTCGAAGCCAATTGACCAGCAATCGGCAGCATGCTCGATTAAGAGTATGCCAA
7 S AAT- - ACCTCCCAACNGCTG - - - - = = - = cecemeaas TGCCGA
390 400 4190
660 670
. /wwwt AAAATAGAAAAGCTA
D4 ANT--vmerommmen

ALIGN calcula una alineacién global de dos secuencias

Version 2.0u, citese por favor: Myers y Miller, CABIOS (1989) 4:11-17
Seq 6 672 nt frente a D8 rev 355 nt

Matriz de puntuacién: ADN, penalizaciones de hueco: -14/-4
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Identidad del 45,5%; puntuacién de alineacién global: 45
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ES 2 285768 T3

10 20 30 40 50 60
. /wwwt ATGGTGGCGGCCGTCCTGCTAGAGCTGAGCTEACTCTEGCTCTCCCCTGGGAGCTCTAGTC

Da ---------------------------- R A R I IR I e

70 80 90 100 110 120
. /wwwt CTGGACTTCAACAACATCAGGAGCTCTGCTGACCTGCATGGRGCCCGGAAGGGCTCACAG

DB 32 c-wemememeecsecmsmeemm e dmeemecremeemmrteesemcsemmmme.an—n ~e

130 140 150 160 170 180
. /wwwt TGCCTGTCTGACACGGACTGCAATACCAGAARGTTCTGCCTCCAGCCCCGCGATGAGANG
D8 R e R R -

190 200 210 220 - 230 240
. /wwwt CCGTTCTATGCTACATGTCGTGGGTTGCGGAGGAGGTGCCAGCGAGATGCCATGTGCTGC
L B e e e E T PP

250 260 270 280 290 300
. /wwwt CCTGGGACACTCTGTGTGAACGATGTTTGTACTACGATGGAAGATGCAACCCCAATATTA
DB c--eeeemsessenaoeo R R T T PP

310 320 330 340 350 360
. /wwwt GAARGGCAGCTTGATGAGCAAGATGGCACACATGCAGAAGGAACAACTGGEGCACCCAGTC

D8 mmcer e mmee e m oo mmmee o aeemcmeecceemmasanoo oo CACCCAGTC

370 380 3%0 400 110 120
. /wwwt CAGGAAAACCAACCCAAAAGGAAGCCAAGTATTAAGAAATCACAAGGCAGGAAGGGACAA

.........................................................

D8 CAGGAAAACCAACCCAAAAGGAAGCCAAGTATTAAGAAATCACAAGGCAGGAAGGGACAA
10 20 30 40 SO 60
430 440 450 460 470 480

. /wawt GAGGGAGAAAGTTGTCTGAGAACTTTTGACTGTGGCCCTGGACTTTGCTGTGCTCGTCAT

........ IR A R N I trsttriet et

D8 GAGGGAGAAAGTTGTCTGAGAACTTTTGACTGTGGCCCTGGACTTTGCTGTGCTCGTCAT
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70 80 90 100 110 120
490 500 510 520 530 540
. /wwwt TTTTGGACGAARATTTGTAAGCCAGTCCTTTTGGAGGGACAGATCTGCTCCAGAAGAGGG
$rfrTIITEIIIierIILISIIITIIILIIIIIILIILIIISIIIIIIIILILILIIEILSISQY HER I 3
D8 TTTTGGACGAAAATTTGTAAGCCAGTCCTTTTGGAGGGACAGGTCTGCTCCAGAAGAGGG
130 140 150 160 170 180
550 560 570 580 590 600

. /wwwt CATARAGACACTGCTCAAGCTCCAGAAATCTTCCAGCGTTGCCACTGTEGCCCTGGACTA

------ s e IS R R R R R
...... MR AR R R “ad i e s ia st rsavanlsTyeten et et ety

D8 CATAAAGACACTGCTCAAGCTCCAGAAATCTTCCAGCGTTGCGACTGTGGCCCTGGACTA
190 200 210 220 230 240
610 620 630 640 650 660

. Jwwwt CTGTGTCGAAGCCAATTGACCAGCAATCGGCAGCATECTCGATTAAGAGTATCCCAAAAA

R
........ L L O AR R R - U R R R

D8 CTGTGTCGAAGCCAATTGACCAGCAATCGGCAGCATGCTCGATTAAGAGTATGCCAAAAA
250 260 270 280 290 300
670
Jwwit ATAGAARAGCTA- -~ = - - - - - s emmam oo cecaa e
D8 ATAGAAAAGCTATAAATATTTCAAAATAAAGAAGAATCCACAfTGC
310 320 330 340 350

ALIGN calcula una alineacién global de dos secuencias

Version 2.0u, citese por favor: Myers y Miller, CABIOS (1989) 4:11-17
Seq 7 1529 nt frente a D1 rev 465 nt

Matriz de puntuacién: ADN, penalizaciones de hueco: -14/-4

Identidad del 24,4%; puntuacién de alineacién global: -3426
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. /wwwt

D1

./ wwwt

D1

./ wwwt

D1

. /Wt

D1

. /vwwt

D1

. /wwat

938

. /et

D

. /wwwt

D1

ES 2 285768 T3

10 20 30 40 50 60
CCGGACGCGTGGGCGGCACGGTTTCGTGGGGACCCAGGCTTGCAAAGTGACGGTCATTTT

. .. s 1T 4. s ¢
: s T T T 32N ie K

CAG------ TGTTCT- CACAGT»-~GTGGGG---CAGCC ---------------------
10 20
70 80 90 100 110 120

CTCTTTCTTTCTCCCTCTTGAGTCCTTCTGAGATGATGGCTCTGGGCGCAGCGGGAGCTA

30 40

130 140 150 160 170 180
CCCGGGTCTTTGTCGCGATGGTAGCGGCGGCTCTCGGCGGCCACCCTCTGCTGGGAGTGA

. P T oty szase s 13 g
A T I TR 7 T S 4 s 1

----------------- ATGATATTGACA -CTGTC - - < - - - - - -CCTCTT ~TGGCAGT - -
50 60 70

190 200 210 220 230 240
GCGCCACCTTGARCTCGGTTCTCAATTCCAACGCTATCAAGAACCTGCCCCCACCGCTGG

..

80 90 100
250 260 270 280 290 300

GCGGCGCTGCGGGGCACCCAGGCTCTGQAGTCAbCGCCGCGCCGGGAATCCTGTACCCCG

¥ T s
32 < HE S

-------- COGTAGCNTACAGGTT <~ - == <o = = AACCTG - <=~
110 120
310 320 330 340 350 360
GCGGGAATAAGTACCAGACCATTGACAACTACCAGCCGTACCCGTACGCAGAGGACGAGG
-------------- CAGA-=====--ARC-+===omommcmcmacmmeamocanncaann
130
370 380 390 400 410 420

AGTGCGGCACTGATGAGTACTGCGCTAGTCCCACCCGCGGAGGGGAFGCAGGCGTGCAAA

--------------- AGTACT—---TAG-—~~—-—~-——»—-—~-~—--~---GT—--AA
140
430 440 450 460 470 480

TCTGTCTCGCCTGCAGGARGCGCCBAARACGCTGCATGCGTCACGCTATETGCTGCCCCS
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. /wwwt

D1

. /wwwt

D1

. /wwwt

D1

. Jwwwt

D1

. /wWwWwE

Dl

. St

Dl

S wwwt

01

. Juwwt

D1

. /wwwt

ES 2 285768 T3

150
490 500 510 520 530 540
GGAATTACTGCAAAAATGGAATATGCGTGTCTTCTGATCAAAATCATTTCCGAGGAGAAA
AGGATTAT-- - -~ AMRTGARRTTTAC - < - = - -~ == <= AAAATCACTT-—-AGCAGCAA
160 170 180 190
550 560 570 580 590 600
TTGAGGAAACCATCACTGAAAGCTTTGGTAATGATCATAGCACCTTGGATGGGTATTCCA
EERE] R R Y
--------------- CTGAA- = - =~ ~GNCAATTATCA - = == - =~ v mmmm e m e oo
200 210
610 620 630 640 650 660
GAACAACCACCTTGTCTTCAAAAATGTATCACACCAAAGGACAAGAAGGTTCTGTTTGTC
----- ACCACGTGG- - - = ~AGAAA- ==~ - = ===~ = = mm=mmsamommaao oo anan
220
670 680 690 700 710 720

”CCGGTCATCAGACTGTGCCTCAGGATTGTGTTGTGCTAGACACTTCTGGTCCAAGAr

13 e . S AP
: 3 H L - A I e

230 240

730 740 750 760 770 780
GTAAACCTGTCCTGAAAGAAGGTCAAGTGTGTACCAAGCATAGGAGAAAACGCTCTCATG
------------- GARACATGAT - - - « = TGTA= - < - - < m <= w2 mmm o a

250 260

790 800 810 820 830 840
GACTAGAAATATTCCAGCGTTGTTACTGTGGAGAAGGTCTGTCTTGCCGGATACAGAAAG
-------- ATAT- - - ~GCG= - - =<ACTGn - === <= - <= === < - - - - ~CGAACACTGAAC~

270 280
850 860 870 880 890 900

ATCACCATCAAGCCASTAATTCTTCTAGGCTTCACACTTGTCAGAGACACTARACCAGCT

I
.

290
910 920 930 940 950 960
ATCCAARATGCAGTGAACTCCTTTTATATAATAGATGCTATGAAAACCTTTTATGACCTT
« = CCACAA- — = =~ ==~ e e emmme e eeaoo ATGA- - -~
300
970 980 990 1000 1010 1020

CATCAACTCAATCCTAAGGATATACAAGT"CTGTGGTTTCAGTTAAGCATTCCAATAACA
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ES 2 285768 T3

Pl cee e i e e TGTTTTCAG-~---rmcmcmcccaca
310
103¢C 1040 1050 1060 1070 1080
. /wwwt CCTTCCAAARACCTGGAGTGTAAGAGCTTTGTTTCTTT A'I‘GGAACTCCCCTGTGATTGCA
|20 B PR GTGTC--~ATGGA- =~~~ - CTGT~=~~---
320 330
1090 1100 1110 1120 1130 1140

. /wwwt GTAAATTACTGTATTGTAAATTCTCAGTGTGGCACTTACCTCTAAATGCAATGAAACTTT

¢ e e,
: P14

103 e L T TP I TGCCAC~=~CATGTA- - m= == == mmmm =

340
1150 1160 1170 1180 1190 1200

. [wwwt TAATTATTTTTCTAAAGGTCCTGCACTGCCTATTT T ICCTCTTGTTATCTAAATTTTTGT

DI meme e mccdeiaea L TTCATC- = === -mcmmmcmemm e

1210 1220 1230 1240 1250 1260
. fwwwt ACACATTGATTGTTATCTTGACTGACAAATATTCTATATTGAACTGAAGTAAATCATTTC

Dl e o e e e e e e m oo .-C

1270 1280 1290 1300 1310 1320

. /vt AGCTTATAGTTCTTAAAAGCATAACCCTTTACCCCATTTNAT"CTAGAGTCNAGAACGCA

D1 AG-~- -~ AGTTCITAAAG -~~~ -~ ~- - TTTRA- - = wemmm oo m e e Ll A
350 360

1330 1340 1350 1360 1370 1380
. /wwat AGGATCTCTTGGAﬁTGACAAATGATAGGTACCQ%AAATGTAACATGAAAATAuTAGCTTA

. .. T Tz .
¢ 2 v R I

D1 AG------ TIG--~--- CACATGAT- - <= c - - TGTA-===v: -o- TA -AGCATG
370 380 390
1390 1400 1410 1420 1430 1440

. /wwwt TTTTCTGAAATGTACTATCTTAATGCTTAAAPTATATTrCCCTTTAGGCTGTGATAGTTT

..... . . R
..............

D1 CTTTCT -~ == =w - == — === TTGAGTTTTAAATTATGTAT ---------------------
400 410
2450 1460 1470 1480 1490 1500

S wwwt TTGAAATAAAATTTAACATTTAATATCA”GAAATGKTATAAGTAGACATAAAAAAAAAAA

...... . s IR
............

Rl ---AAACATAAGTTG CATTTA------- GAAATC--~-AAG~-—*CATAAATCACTTCA
420 430 440 450

1510 1520
. [wwwt AAAAAAAAAAAGOGCGGCCGCTAGACTAG

D1 ) P ~————— CTGCT-- - == --
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ES 2 285768 T3

ALIGN calcula una alineacién global de dos secuencias

Version 2.0u, citese por favor: Myers y Miller, CABIOS (1989) 4:11-17
Seq 7 1529 nt frente a D2 rev 416 nt

Matriz de puntuacién: ADN, penalizaciones de hueco: -14/-4

Identidad del 27,1%; puntuacién de alineacién global: -2414

. /wwwt

D2

. /wwwt

n2

. /wwwt

D2

L/ wwwt

D2

. /wwwt

D2

. [ wwwt.

D2

. /wwwt

D2

. fwwwt

10 2Q 30 40 50 60
CCGGACGCATAEGECGECACCGTTTCGTGGGGACCCAGGC TTGCAAAGTGACAGTCATTTT

70 80 90 100 110 120
CTCTTTCTITCTCCCTCTTGAGTCCTTCTGAGATGATGGCTCTGGCCGCAGCGGGAGCTA

130 140 150 160 170 180
CCCGGGTCTTTGTCGCEATGGTAGCGGCGGLCTCTCGGCGGCCACCCTCTGCTGGBAGTGA

130 200 210 220 230 240
GCGCCACCTTGRACTCGGTTCTCAATTCCAACGCTATCAAGAACCTGCCCCCACCGCTGG

250 260 270 280 290 300
GCGGCOCTGCGGEGGCACCCAGGCTCTGCAGTCAGCGCCGCECCGCGAATCCTGTACCCGG

310 320 330 340 350 360
GCGGGAATAAGTACCAGACCATTGACAACTACCAGCCGTACCCGTGCGCAGAGGACGAGG

T P T LNV VG U

370 380 380 400 410 420
AGTGCGGCACTGATGAGTACTGCGCTAGTCCCACCCACGGAGGGGACGCAGGCGTGCAAA

430 440 450 460 470 480
TCTGTCTCGCCTGCAGGAAGCGCCGAAAACGCTGCATGCGTCACGCTATGTGCTGCCCCG

e e e = e s e M e P e e ke E N WE B e = mmm— = e e e e .-
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. /wwwt

D2

. /wwwt

D2

. /wwwt

D2

D2

. [ wwwt,

D2

. fwwwt

D2

AT\

D2

LSt

D2

. /wwwe

ES 2 285768 T3

490 500 510 520 ~ 530 540
GGAATTACTGCAAAAATGGAATATGCGTGTCTTCTGATCAAAATCATTTCCGAGGAGAAA

" e e e e e m L M e e e e P R e M M M M e v % e e W e e w e m e =

550 560 570 580 530 600
TTGAGGAAACCATCACTGAAAGCTTTGGTARTGATCATAGCACCTTGGATGGGTATTCCA

610 620 630 640 650 660
GAAGAACCACCTTGTCTTCAAAAATGTATCACACCAAAGGACAAGAAGGTTCTGTTTGTC

670 680 690 700 710 120
TCCGGTCATCAGACTGTGCCTCAGGATTGTGTTGTGCTAGACACTTCTGGTCCAAGATLT

et e m m e e W W e e e e —m T e M W T W e = W e m e W W e T W e e Y o e A

730 740 750 760 770 780
GTAAACCTGTCCTGAAAGAAGGTCAAGTGTGTACCAAGCATAGGAGARARGGCTCTCATA

790 800 810 820 83¢C 840
GACTAGAAATATTCCAGCGTTGTTACTGTAGAGAAGGTCTATCTTGCCGGATACAGAAAG

850 860 870 880 890 500
ATCACCATCAAGCCAGTAATTCTTCTAGGCTTCACACTTGTCAGAGACACTAARCCAGCT

910 920 930 940 350 960
ATCCAAARATGCAGTGAACTCCTTTTATATRATAGATGCTATGARAACCTTTTATGACCTT

970 980 950 1000 1010 1020
CATCAACTCAATCCTAAGGATATACARGTTCTGTGGTTTCAGTTAAGCATTCCAATAACA
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ES 2 285768 T3

D2 eeemmmeeeemeecceemecccmciecemes e

1030 1040 1050 1060 1070 1080

./wwwt CCTTCCAAAAACCTGGAGTGTAACAGCTTTGTTTCT TTATGGAACTCCCCTGTGATTGCA

D2 e mmmmee e ccdeancseaean. AACTCCCCTGTGATTGCA
10

1090 1100 1110 1120 1130 1140

. /wwwt. GTARATTACTGTATTGTAMATTCTCAGTGTGGCACTTACCTGTAAATGCAATGAAACTTT

D2 GTAAATTACTGTATTGTAAATTCTCAGTGTGGCACTTACCTGTAAATGCAATGAAACTTT
20 30 40 50 60 70

1150 1160 1170 1180 11580 1200
. /wwwt TAATTATTTTTCTAAAGGTGCTGCACTGCCTATTTTTCCTCT TGTTATGTAAATTTTTGT

D2 TAATTA*TTTTCTAAAGGTGCTGCACTGCCTATTTTTCCTCTTGTTATGTAAATTT“TGT

80 20 100 110 120 130
1210 1220 1230 1240 1250 1260

. /wwwt ACACATTGATTGTTATCTTGACTGACAAATATTCTATAT TGAACTGAAGTAAATCATTTC

....................................................

D2 ACACATTGATTGTTATCTTGACTGACAAATATTCTATAT*GAACTGAAGTAAATCATTTC
140 150 160 170 180 130
1270 1280 1290 1300 1310 1320

. /wwwt AGCTTATAGTTCTTAAAAGCATAACCCTTTACCCCATTTNATTCTAGAGTCNAGAACGCA

..........................................................
.........................................................

D2 AGCTTATAGTTCTTAAAAGCATAACCCTTTACCCLATTTAATTCTAGAGTCTAGAACGCA
200 210 220 230 240 250
1330 1340 1350 1360 1370 1380

. /wwwt RAGGATCTCTTGGAATGACAAATGATAGGTACCTAANATGTAACATGAAAATACTAGCTTA

D2 AGGATCTCTTGGAATGACAAATGATAGGTACCTAAAATGQ%ACATCAAAATACTAGCTTA

260 270 280 23%0 300 310
1390 1400 1410 1420 1430 1440

L/wwwt TTTTCTGAAATGTACTATCTTAATGCTTAAATTATAT ITCCCTTTAGGCTGTGATAGTTT

D2 TTTTCTGAAATGTACTATCTTAATGCTTAAATTATATTTCCCTTTAGGCTGTGATACTTT
320 330 340 3450 360 376
1450 1460 1470 14890 1490 1500

. /wwat TTGAARATAARATTTAACATTTAATATCATCAMATGKTATAAGTAGACATAAAMAAAAAAR

R R R R R R R R R . ¢ v v
H » R T J S-S -

D2 TTGARATAMART TTAARCATTTAATATCA - - - - === == o < cmemmme o e mommam AAARA
380 390 400 410
1510 1520

. /wwwt AAAAAAAAAAAGGGCGCGCCGCTAGACTAG

.....

D2 ARRRA--------- R e m--
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ES 2 285768 T3

ALIGN calcula una alineacién global de dos secuencias

Version 2.0u, citese por favor: Myers y Miller, CABIOS (1989) 4:11-17
Seq 7 1529 nt frente a D3 rev 469 nt

Matriz de puntuacién: ADN, penalizaciones de hueco: -14/-4

Identidad del 24,0%; puntuacién de alineacién global: -3522

./ wwwt

D3

./ wwwt

B3

. Swwwt

D3

Swwwt

D3

./ wwwit

D3

. /wwwt

D3

./ wwat

D3

. /wwwt

D3

10 20 30 40 50 60
CCGGACGCETAGGCGGCACCETTTCGTGGGGACCCAGECTTGCAAAGTGACGGTCATTTT
-------------------------- TTNGGA==~=-==mmmen oo PG~ mmmmmmme -

70 80 20 100 110 120
CTCT ™ TCTTTCTCCCTCTTGAGTCCTTCTGAGATGATGGCTCTGGGCGCAGCGEEAGCTA
------------------------------ GAGTTOATG - -~ -eonwrmcmmccocmane

=0
130 140 150 160 170 180
CCCBGETCTTTGTCECOGATGGTAGCGICGECTCTCGGCCGCCACCCTCTGCTGGGAGTGA
----------------- ARGGOT - - === - = mmmmmmmoecmraceceacimamnaan
20
190 200 210 220 230 240
GCGCCACCTTGARCTCGGTTCTCAATCCAACGCTATCAAGAACCTGCCCCCACCGCTGG
------ CCATAAA- ~AGGTTTTCA- - ==~ === -TAGCA-=--~-c=c-mnmmromcan-
30 40
250 260 270 280 290 300
GCGGCGCTGCGGGGCACCCAGGCTCTGCAGTCAGCGC CGCGCCGGGAATCCTATACCCGE
----------------------- o SRR
310 320 330 340 350 360
GCGGGAATAAGTACCAGACCATTGACAACTACCAGCCGTACCCGTGCGCAGAGGACGAGS
----- ATTATATA -~~~ -~ -wmwo e AR mm s memmmneoomm oo oo oo - AGG
50
370 380 390 400 410 420
AGTGCGGCACTGATGAGTACTGCGCTAGTCCCACCCGCGGAGGGGACGCAGGCGTGCAAA
AGTTCC------nm-m-= ACTGC==+~===-==-smmameemccmrmmaaaamaan- A
60 70
430 440 450 460 470 480
TCTGTCTCGCCTGCAGGAAGCGCCGARAACGCTACATGCGTCACGCTATGTGCTGCCCCA
TTTG-~=-=-=-mm==mmeonun GATAA-GCTG---- - GTrwmmmmmm e mme s
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ES 2 285768 T3

80

490 500 510 520 630 540
. /wwwt GGAATTACTGCAAAARATGGAATATGCGTGTCTTCTGATCAAAATCATTTCCGAGGAGAAA

. P N :
H A

D3 “ee-TTA-r - mmmmmmmmmmmm e m GTGTCT-CTGAC- - - - < === =ammmmmmm AR

90 i00
550 560 570 580 590 600

. /wwwt. TTGAGGARACCATCACTGARAGCTTTGGTARTGATCATAGCACCTTCGATGGCTATTCCA

D3 GTGTQ- === ==m=m === ARGCCT-=-~==m=amcemmmmm o mmmcmoomeeen a

610 620 630 640 650
. Jwwwt GAAGAACCACCTTGTCTTCAAAAATGTATCACACCAAAGGACAAGAAGGT-—TCTGTTTG

..... . et .+ ¢ .
......

D3 GAAGAATTAC- - TGGCTT - - < = === == == s m e m e mmmc m GATGGTGATCTTTCTG

120 130 140
660 670 680 690 700 710

. S wwrwt TCTCCGGTCATCAGALTGTGCCTCAGGATTGTGTTGTCCTAGACACTTCTGGTCCAAGAT

D3 PATCCGG A~ ~AGAC- - <~ <= = <=2 e s e m e e AGAC- CTTCT- - -CCA~ - -

150 160 170
720 730 740 750 760 770

. /wwwt CTGTAAACCTGTCCTGAAAGAAGGTCAAGTGTGTACCAAGCATAGGAGAAARAGGCTCTCA

D3 CAGTAA~ = - == == =====n-=mmeeacannce CAACGC====--mmmmmcmmmmmu

780 780 800 810 820 8§30
. /wwwt TGGACTAGAAATATTCCAGCGTIGTTACTGTGGAGAAGGTCTGTCTTGCCGGATACAGAA

D3 TGGAATATTTCTAGTCCAT - = < ==~ == m = mca GAGA=~=---- GCCTT-=mmmmmmm o= -

190 200 210

840 850 860 870 860 890
. /wwWE  AGATCACCATCAAGCCAGTAATTCTTCTAGGCTTCACACTTGTCAGAGACACTARACCAG
> (U TTCTCCTATGCTTGGTAC - - - - - « - ACACT---- ---

220 v 230

900 910 920 930 940 950
. /wwwt CTATCCAAAATGCAGTGAACTCCTTTTATATAATAGATGCTATGARANCCTTTTATGACC
D3 cemememesmeaos TGA~- -CCTTm - mmmmm = mmmmmmmmem e = CTTTCAGGAC-

240 250
960 970 980 990 1000 1010

. /wwwt TTCATCAACTCAATCCTAAGGATATACAAGTTCTGTGGTTTCAGTTAAGCATTCCAATAA

. IR
ae e 133 333
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ES 2 285768 T3

D3 mmemmmmemeeeean AGG-TTTACA-GATCT-TGG- ~ - - === =m= - mmmmmem s
260

1020 1030 1040 1050 1060 1C70
. Jwewt CACCTTCCAAAAACCTGGAGTGTAAQAGCTTTGTTTCTTTATGGAACTCCCCTGTGATTG

F RS I R

D3 cemeeemeamae- ACCAGAAGTGT- -~ - - Lo SN e emmmmeao

270 280
1080 1080 1100 1110 1120 1130

. fwwwe CAGTAAATTACTGTATTGTAAATTCTCAGTGTGGCACTTACCTGTAAATGCAATGAAACT

D3 —AGCACAACAC --------- AATCCTGA~---GGCACAGTC TG~~—ATGACCGGAGAC-

290 300 310 320
1140 1150 1160 1170 1180 1190

. /wwwt TTTAATTATTTTTCTAAAGAGTGCTGCACTGCCTATTTTTCCTCTTGTTATG- TAAATTTT

: I ERER
.....

D3 mescermemenaen- AAA--~---~ CAGAACCTTCTTGTCCT TTGGTGTCATACATTTT

330 340 350
1200 1210 1220 1230 1240 125¢C

. /wwwt TGTACACATTGATTGTTATCTTGACTGACAAATATTCTATATTGAACTGAAGTAARATCAT

T Y st

D3 TGARGACAAGG - < TGGT~TCTT= == - - = - <o m < m e e CTGGARTA- - - - - -
360 370 180
1260 1270 1280 1290 1300 1310

./wawt TTCAGCTTATAGTTCTTARAARGCATARCCCTTTACCCCATTTINATTCTAGAGTCNAGAAC

.....

o S e CCCATC-=~mmmvomammmmcn
390

1320 1330 1340 1350 1360 1370
. /wwat GCAAGGATCTCTTGGAATGACAAATGATAGGTACCTAAAATGTAACATGAAAATACTAGC

D3 ~CARGGTGCT - - == === o= ATGATCATTACCAAA- <= <=~ - < <o mc <memn ac

400 410
1380 1390 1400 1410 1420 1430

[ wwat TTATTTTCTGAAAlGTACTATCTTAATGCT1AAAITATATTTCCCTTTAGGCTCTPATAG

4 P S N

D3 TT----TCAG ------------- TGATGGTTTCCTCA-ATTTCTCCTC-GGAAATGAT-h
420 430 440 450
1440 1450 1460 1470 1480 14950

. /wwwt TTTTTGARATAAAATTTAACATTTAATATCATGARATGKTATAAGTAGACATAAAAAARA

D3 ~-TTTGA- == == <ommcammmmm e e TCA-GAR- == -= v ommmcmmemmmmmecmam

1500 1510 1520
. /wwwt AARARAAAARARAAAGGGCGGCCGCTAGACTAG

D3 e e G
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ES 2 285768 T3

ALIGN calcula una alineacién global de dos secuencias

Version 2.0u, citese por favor: Myers y Miller, CABIOS (1989) 4:11-17
Seq 7 1529 nt frente a D4 rev 416 nt

Matriz de puntuacién: ADN, penalizaciones de hueco: -14/-4

Identidad del 21,1%; puntuacién de alineacién global: -3797

. /wwwt

D4

. Jwwwt

AT,

. fvrwwt

D4

./ wwwt

D4

. /wwwt.

D4

AT

D4

S wawt

D4

10 20 30 40 50 60
CCGGACGCGTGGGCGGCACGGTTTCGTOGGGACCCAGGCTTGCAAAGTGACGGTCATTTT
: RN R :

CT- -~ TGCETTG- - - - - - -~ - PTTQGTACAGAC- ~ - - - === = == - m e e e e o
10 20

70 80 90 100 110 120
CTCTTTCTTTCTCCCTCTTGAGTCCTTCTGAGATGATGGCTCTGGGCGCAGCGGGAGCTA
e TTCCCCCT mnmmmm e e nn GATG - —~------=--=o-maua GAGC- -

30
130 140 150 160 170 180

CCCGGGTCTTTGTCGCAATGETAGCGGCAGCTCTCGGCGGCCACCCTCTGCTGGGAGTGA

190 200 210 220 230 240
GCGCCACCTTGAALTCGGTTCTCAATTCCAACGCTATCAAGAACCTGCCCCCACCGCTGG
------------ ACT -GG~ - - <<=~ = e mm e e e e e am e e me e e

40

250 260 270 280 290 300
GCGGCGCTGCGGGGCACCCAGGCTCTGCAGTCAGCGCCGCGCCGOGAATCCTGTACCCGE
-------------------------- TGCAG= - == =-====~e-nwn e ATTTTG- ==~~~

50

310 320 330 340 350 360
GCGGGAATAAGTACCAGACCATTGACAACTACCAGCCGTACCCGTGCGCAGAGGACGAGG
wmcm e e 2 rGT-CORBRA= = === == == mme - e e ao e oo

60

370 380 390 400 410 420
AGTGCGGCACTGATGAGTAC”GCGCTAGTCCCACCCOCGGAGGGGACGCAGGCGTGCAAA
-------- AATGACGAGCACAGC - == - - - e === = e mm o = mmmmamm e = e

70
430 440 450 460 470 480

CTGTCTCGCCTGCAGGAAGCGCCGAAAACGCTGCATGCGTCRCG"TATGTGCTGCCCCG

.....
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. /vt

D4

. [wwwt

D4

. /wawt

D4

./ wwwt

D4

. /wwwt

D4

. /wwat

D4

. /wwwt

D4

./ wwwt

D4

. wwwt

ES 2 285768 T3

80

490 500 510 520 530 540
GGAATTACTGCAAAAATGGAATATGCGTGTCTTCTGATCAAAATCATTTCCGAGGAGAAA

90

550 560 570 580 590 600
TTGAGGAAACCATCACTGARAGCTTTGGTAATGATCATAGCACCTTGGATGGGTATTCCA

IR ] : 2 s
HE IR IS "o e st 3

----------------------------- ATGATCGTAG-- - - - -GCAGGGGTCT- - - -
100 110
610 620 630 640 650 660

GAAGAACCACCTTGTCTTCAAAAATGTATCACACCAAAGGACAAGAAGGTTCTGTTTGTC

1 I s v sy PO
. PR

------ CCTTCATGCCCTTTTATATGT - - < - =~ - - ~-GACA~ < - - - - - - -TCTTAGTG
120 130 140 150
670 680 690 700 710 720

TCCGGTCATCAGACTGTGCCTCAGGATTGTGTTGTGCTAGACACTTCTGGTCCAAGATCT

Tl . * s s e w s .
H 133 Vees e

TGTGGTCTTC ----------------------- ~=~---CTAGA- ~--TTCITG--CCA~~-~=--
160 170
730 740 750 760 770 780

GTAAACCTGTCCTGAAAGAAGGTCAAGTGTGTACCAAGCATAGGAGAAAAGGCTCTCATG

PR e a3 e s IR s
R HECIR B b

--------- TCC~-<~--~————CAAGT-—-»~—--—~CAT~--—————~GGTT----TG
180 130
790 800 810 820 830 840

GACTAGAAATATTCCAGCGTTG"TACTGTGGAGAAGGTCTGTCTlGCCGGAPACAGAAAG

. . [ ses ot s vraens s e e e sy
: e HR A : HE IR HR M s

-~--AGTAATG---—ACCGTCGTPTCGATC---—-'-TCTGT - GCCGAGTAC- ==~ -~
200 210 220

850 860 B70 880 890 500
ATCACCATCAAGCCAGTAATTCT1QTAGGCTTCACACTTGTCAGAGACACTAAACCAGCT

s i » 3 » N
. IR H H

-~CATCCAG--=-r~ewe mem—e GCCGGGA-~--TGTGAGGG ----------- GTT
230 240 250
9190 920 230 940 850 960

ATCCAAAATGCAGTGAACTCCTTTTATATAATAGATGCTATGAAAACCrTTTATGACCTT

e AGATGCT -~~~ m==mmmammcac e bey
260
970 980 990 1000 1010 1020

CATCAACTCAATCCTAAGGATATACAAGTTCTGTGGTTTCAGTTAAGCATTCCAATAACA

R 0. I3 I
M L T T v e s PN
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ES 2 285768 T3

D4 CAGTAACTG -~~~ ~~- GGATA-----m---mnvn ---CAG------ ATGCCATTA- - -
270 280
1030 1040 1050 1060 1070 1080

. /wwwt CCTTCCAAARACCTGGAGTGTAAGAGCTTTGTTTCTTTATGGAACTCCCCTGTGATTGCA

D4 -emeemsemmieoaooaoaaon R R TTGCA

1080 1100 1110 1120 1130 1140
. /wwwt. GTARATTACTGTATTGTAAATTCTCAGTGTGGCACTTACCTGTAAATGCAATGAAAC

. » .

+ . .. s v e . . ]
H H . HRIRY H

P ..
H

D4 G--mem- CGG--~-GTAC=-=-~-~- TGGGGCA - ----- GCACATGCCAT- - --CTC-

300 310 320
1150 1160 1170 1180 1190 1200

. /wwwt TAATTATTTTTCTAAAGGTGCTGCACTCCCTATTTITCCTCTTGTTATGTAMATTTTTGT

e IS . » PIE R Y
LR T - A - T -

D4  memcememee—mees GGT@- - GCAGCGCTTCTTTTT ICTCCG -~ == - < === m = o= = =
330 340

1210 1220 1230 1240 1250 1260
. /wwwt ACACATTGATTGTTATCITGACTGACAAATATTCTATATTGAACTGAAGTAAATCATITC

.....

D4 ACACA - = = = = s o e e e e e memceaeaaeoaeaa

1270 1280 1290 1300 1310 1320
. /wwwt AGCTTATAGTTCTTAAAAGCATAACCCTTTACCCCATTTNATTCTAGAGTCNAGAACGCA

« v e .
st ..

D4 oo « mees = —~CCATG-"==-vmmmm==- CAGGCCG- -

360

1330 1340 1350 1360 1370 1380

. /wwwt AGGATCTCTTGGAATGACAAATGATAGGTACCTAAAATGTAACATGARAATACTAGCTTA

D4 ATGATC-CTTGG- == === === v - TGGGGAC~ - - - - - TGTQGCA= == == mmmmem e o e m
370 380 390

1330 1400 1410 1420 1430 1440

. /wwwt TTTTCTOAARTGTACTATCTTAATGCTTAAARTTATATTTCCCTTTAGGC TUTGATAGTTT

D4 --mmeeememeecemecmaameec—iaa-a ATACCTCCC- -~ - mmmm oo e -

1450 1460 1470 1480 1490 1500
. /vt TTGAAATAAAATTTAACATTTAATATCATGAAATGKTATAAGTAGACATARAAAAARAAA
D4 cmmememmmmcesecaccmecaeocaoa AACNGCTGT -~~~ -=~=cvmmmcmmmaman
400
1510 1520

. /wwwt AAAARAAAAARGGGCGGCCGCTAGACTAG

4 s v . » .
e a v o .

D4 meemmmememmmeae- GCCG- - -AANT- -
410
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ES 2 285768 T3

ALIGN calcula una alineacién global de dos secuencias

Version 2.0u, citese por favor: Myers y Miller, CABIOS (1989) 4:11-17
Seq 7 1529 nt frente a D8 rev 355 nt

Matriz de puntuacién: ADN, penalizaciones de hueco: -14/-4

Identidad del 18,5%; puntuacién de alineacién global: -4009

L/ wewt

o8

. /wwwt

D8

. /wwwt

DB

. /wrwwt

D8

D8

AT 4

D8

. Jwwwt

D8

. wwt

b8

10 20 10 40 50 60
CCQEGACGCGTGGBCGGCACGGTTTCGTGGGGACCCAGGCTTGCAARGTGACGGTCATTTT
o S ACCCAGTCCAGGRAAR - <= = ~ommmmen =

10

70 80 30 i00 110 120
CTCTTTCTTTCTCCCTCTTGAGTCCTTCTGAGATGATGGC TCTGAGCGCAGCGGGAGCTA
........................................................... A

130 140 150 160 170 180

CCCOGGTCTTTGTCGCGATGGTAGCGACGACTCTCEGCGECCACCCTCTCCTCGGAGTGA

190 200 210 220 230 240

GCGCCACCTTGAACT CGGTTCTCARTICCARCGC TATCAAGAACCTGCCCCCACCGCTGA

----------- PAC-===nmecunc o CCAA-=-~---AAG-~c-v-m=moosmuncmne
20

250 260 270 280 290 10¢

GCGGCHCTGCOGGACACCCAGGCTCTUCAGTCAGCGCCGCECCGGRAATCCTGTACCCGG

-------------------------------------------- GAAGCC- - ===~~~

30

310 320 330 340 350 360

GCGGGAATARGTACCAGACCATTGACAACTACCAGUCETACCCG TECOCAGACGACGAGG

-------- ARGTA--~=~-~~TTAAGAAAT -~ - =~ =ve-memmms oo oo
40

370 380 390 400 410 420

AGTGCGGCACTGATGAGTACTGCGCTAGTCCCACCCGCGGAGGGGACGCAGGCGTACARA

------------- em e sCACARG - =~ mm s s mmm e mmean e

50
430 440 450 460 470 480

TCTGTCTCGCCTGCAGGANGCGCCGAARACGCTGCATGCGTCACGCTATGTGCTGCCCCA

S GCAGGAAG- = -~ =—mcececocmcmcnaacann Mmrm e

98



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

./ wawt

D8

. /wwwt

D8

. /wwwt

bs

./ wwwt

D8

. /wwwt

D8

. /wwwt

D8

. [wwwt

08

AT

Da

. /wWwwt

ES 2 285768 T3

60

490 500 s10 520 530 540
GGAATTACTGCAAAAATGGAATATGCCGTGTCTTCTGATCAAAATCATTTCCGAGGAGAAA

550 560 570 580 59390 600
TTGAGGAAACCATCACTGAAAGCTTTGGTAATGATCATAGCACCTTGGATGGGTATTCCA

610 620 630 640 650 660
GAARGRACCACCTTGTCTTCAAAAATGTATCACACCARAGGACAAGAAGGTTCTGTTTGTC

R s e e . e ae
L SR sl LIS

----------- TTGTCTG=~-==m=m=m=cmc--on-=-----AGAA - -CTTTT----

670 680 690 700 710 720
TLCG"TCATCAGACTGTGCCTCAGGAPIQTGTTGTGCTAGACACTTCTGGTCCAAGATCT

....... T iiie: s 1T osio:
............

~emsere—ao. GACTGTGGCCCTGGACTTTGCTGTGCTCGTCATTTTTGGACGAAAATTT
100 110 120 130 140

730 740 750 760 770 780
GTAAACCTGTCCTGAAAGAAGGTCAAbTGTGTALLAAGLATAGGAGAAAAGGCTCTCATG

GTARGCCAGTCCTT- - < - mm <= m e e TTGGAG- - --- -=-- G
150 160

750 800 810 820 830 840
GACTAGAAATATTCCAGCGTTGTTACTGTGGAGAAGGTCTGTCTTGCCCGATACAGAAAG

----- tr o . ] :
S s e s sk a H H EIEE

GAC- == mmamen e emeec e AGGTCTG-CT~ - CORCA - - AGAGEG

170 180
850 860 870 880 830 300

ATLACCATCAAGCCAGTAATTCTTCTAGGCTTCACACTTGTCAGAGACACTAAACCAGCT

. .. N
HERA 3 S Teie

we o =CATAAAG- === mmmmm mn e e ACACTGCTCA - < - - - <o AGCT
190 200 210
910 920 930 940 950 960

ATCCRAAATGCAGTGAACTCCTTTTATATAATAGATGCTATGAAAACCTTTTATGACCTT

970 980 990 10C0 1010 1020
CATCAACTCAATCCTAAGGATATACAAGTTCTGTGGTTTCAGTTARGCATTCCAATAACA
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ns

. /wwwt

D8

. /wwwt

D8

. Jwwwt

D8

. /wwwt

D8

. Jwwwt

D8

. Jwwwts

DA

./ wwwt

D8

./ wwwt

D8

./ wwwt

D8

ES 2 285768 T3

1030 1040 1080 1060 1070 1080
CCTTCCAAAAACCTGGAGTGTAAGAGCTTTGTTTCTTTATGGAACTCCCCTGTGATTGCA

Tt « =oe . .
H I . R IR ] L]

TCTTCCA~-w-mmsmrm o mmmeca GCGTTG~ = - mmem s o - CGACTGTG- - -GCC
220 230 240
1090 1100 1110 1120 1230 1140

GTAAATTACTGTATTGTAAATTCTCAGTGTGGCACTTACCTGTAAATGCAATGAAACT

3 . [ ) .
R A S HRY R I

CTGGACTACTGTATCG = < - - - - < =< o r < m e e amm e AAGCCAAT-- -~ - - - -
250 260
1150 1160 1170 1180 1190 1200

TAATTATTTTTCTAAARGGTGCTGCACTGCCTATTTTTCCTCTTGTTATGTAAATTTTIGT

o m e A e e e e m e o m e e a M e e e M e e e A e e e W Y R U WA S e e e -

1210 1220 1230 1240 250 1260
ACACATTGATTGTTATCTTGACTGACAAATATTCTATATTGAACTGAAGTAAATCATTTC

HER S ] H

------------------- TGACUAGCAA - Y
270

1270 1280 1250 1300 1310 1320
AGC”TATAGTTCTTAAAAGCATAACCCTTTACCCCATTTNATTCTAGAGTLVAGAACGCA

..... R e s oae
...........

e le o AGCATGCTCGATTA < - - = - - e =m0 AGAGT-w=-====n-
280 290
1330 1340 1350 1360 1370 1380

AGGATCTCTTGGAATGACAAATGATAGGTACCTAAAATGTAACATGAAAATACTAGCTTA

-----

300 310
1390 1400 1410 1420 1430 1440

TTTTCTGAAATGTACTATCTTAATGCTTAAATTATATTTCCCTTTAGGCTGTGATAGTTT

R : Trsert e
‘e HIE I IR sav et

e e ~GARRAG~ ~CTAT =~ === == - - AR “ATATTTC - - - - - <mn = mee .-
320 130
1450 1460 1470 1480 1450 1500

TTGARAATAAAAT I TAACATTTAATATCATGAAATGKTATAAGTAGACATAAARAAAANAA

--------------------------------------------- -~ - -AARATARAGA
340

1510 1520
AARARAAAAARGGGCGGCCGCTAGACTAG

AGAAT------ N CCACATTGC
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ALIGN calcula una alineacién global de dos secuencias

Version 2.0u, citese por favor: Myers y Miller, CABIOS (1989) 4:11-17
Seq 9 798 nt frente a D1 rev 465 nt

Matriz de puntuacién: ADN, penalizaciones de hueco: -14/-4

Identidad del 40,2%; puntuacién de alineacién global: -879
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10 20 10 40 50 60

. /wwwt ATGATGGCTCTGGGCGCAGCGGGAGCTACCOGGGTCTTTGTCGCGATGGTAGCGGCGGCT

D1 - ~-CAGTGTTCT- - - CACAGTATGGGGCAGCC- ~GTCCTTCT - - - - AATGAAGACAATGAT
10 20 30 40

70 80 90 100 110 120

. /wwwt CTCGGCGGCCACCCTCTGCTGGGAGTGAGCGCCACCTTGAACTCGGTTCTCARTTCCAAC

D1 ATTGACACTGTCCCTCTT-TGGCAGT -~ - === = == = = TGCATTAG- - - - TARCTTTGAAA

50 60 70 BO 90

130 140 150 160 170 180

. /wwwt GCTATCAAGAACCTGCCCCCACCACTAGECAGCECTGCGGGGCACCCAGGCTCTGCAGTC

D1 GGTAT-ATGA- - ~~=---n=-=nn CTGAGCGTA~ =~ ==~ -= GCATACAGGTT - ~- ==~~~
190 110 120

190 200 210 220 230 240

. /wwwt. AGCGCCGCECCGGGAATCCTGTACCCEGECCGGAATARGTACCAGACCATTCGACAACTAC

R s e e e . e
FIR I sl . e

Dl mmmmeem e AACCTGCA-- == n - -~ GAAACAGTAC- - - - -~ - TPenenmman

130 140
250 260 270 280 290 300

. /wwwt CAGCCGTACCCGCTGCGCAGAGGACCGAGCAGTCCGGCACTGATCAGTACTGCAGCTAGTCCC

R . .
------ .. M H

D1 ~-AG--GTAATTG@T~- -~~~ AGGGCGAGGATT -~~~ ===~~~ ATARAT- - - - ~-GAAARTYT- - -

150 160 170
310 320 330 340 350

. /wwwt ACCCECGGAGGGGACGCAGGCGTACARATCTGTCTCGCCT - GCAGGARAGCGCCGAMANCG

s e v e e [ . . LY .. . s e
s v a4 e H -

25 L L r T T T TGCABAN- - - - - TCACTTAGCAGCAA- - -CTGAAGNCA

180 190 200
360 370 iso 390 400 410

. /wwwt CTAGCATGCGTCACGCTATGTGCTGCCCCGGGAATTACTGCAARAATGGAATATGCGTGTC

Y . s a8  ss L .
IR L L : H

D1 AT~ mmmmee- TAT- - -CAACCACG =~~~ ~- = =~ TGGAGAAA=--~=-=s=mve=s-u
210 220

420 430 440 450 460 470
. /wwwt TTCTGATCAAAATCATTTCCGAGGAGAARATTGAGGAAACCATCACTGAAAGCTTTGGTAR

PN s e e e sow » RN -
AR IR R 21 LR R .

D1 -----ATCAAR--=~~-~-= CCAAGCAGGGCTGTGTGAAAC - ~ -~ =~ ==~ ATGGTT--GTAR
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230 240 250 260

480 490 500 510 520 530
. /wwwt TGATCATAGCACCTTGGATGGGTATTCCAGAAGAACCACCTTGTCTTCAAAAATGTATCA

. T
R . : H

D1 Temmmmen- amwm——a- ATGCGACTGC- - GAR~ - - - CAC- - TGe - - - - - - AACTCTA- - -

270 280 290
540 550 560 570 S80 590

./ wwwt CACCAAAGGACAAGAAGGTTCTGTTTGTCTCCGGTCATCAGACTGTGCCTCAGGATTGTG

e * : P A S S N 3% SRR S S s ¢ i . T
F O S - R H4 HI :

Dl CGCCACTCCACAAA--*—TGATGTTT TCAGGTGTCATG GACTGTTGC CACCAT-GTA
300 310 320 330 340
600 610 620 630 640 650

. fwwwt TTGTGCTAGACACTTCTGGTCCA- AGATCTGTAAACCTGTCCTGAAAGAAGGTCAAGTGT

P . T8 ot i1 v :
v . il deia 2 .

D1 TT--=wvee=CA---nmm - TCCAGAGTTCT - TAAA---GT-~TTAAAGTTGCACATGATT
350 360 370 380
660 670 680 690 700 710

AT GTACCAAGCATAGGAGAAAAGGCTCTCATGGRCTAGAAATATTCCAGCGTTGTTACTGTG

I N Ty ot Y
...... . H s

D1 GTAT AAGCAT----=-=-~>--- GCTTTCTTTGAGTTTTAAA ------------ TTA-TGTA
39%0 400 410
720 730 740 750 760 770

. [ wwwt GAGRAGGTCTGTCTTGCCGGATACAGAAAGATCACCATCAAGCCAGTAATTCTTCTAGGC

T 133 e s e e as
...........

D1 TA AACATAAG--TTGC-—-ATTTAGAAA -------- TCAAGC--ATAAATCA ------ ¢

420 430 440 450
780 790

. /wwwt TTCACACTTGTCAGAGACAC

B i

D1 TTCA-ACTGCT----~=~ -~
460

ALIGN calcula una alineacién global de dos secuencias

Version 2.0u, citese por favor: Myers y Miller, CABIOS (1989) 4:11-17
Seq 9 798 nt frente a D2 rev 416 nt

Matriz de puntuacién: ADN, penalizaciones de hueco: -14/-4

Identidad del 34,1%; puntuacién de alineacién global: -1153
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ES 2 285768 T3

10 20 30 40 S0 60
. /wwwt ATGATGGCTCTGGGCGCAGCGGEAGCTACCCGGGTCTTTGTCGCGATGETAGCGECGGCT

D2 AR---n- . o

70 80 90 100 110 120
. /wwwt CTCGGCGGCCACCCTCTGCTGGGAGTGAGCGCCACCTTGAACTCGGTTCTCAATTCPAAC

T - T i : .. L)
R

..
P2 U S 4 . LY ..

D2 ememmee-e- CCCTOTGATTGCAGTARA - - - - - - - TT- - ACTGTATTGTAAATTC- - - -
10 20 30 40

130 140 150 160 170 180

. [wwwt GCTATCAAGAACCTGCCCCCACCGCTGGECEGCECTGCEGGGCACCCAGGCTCTGCAGTC

D2 D N o R e b b GTGTGGCACTTA ————————————
50

193¢ 200 210 220 230 240
. /wwwt AGCGCCGECGCCGEGAATCCTGTACCCGGGCGGGAATAAGTACCAGACCATTGACAACUTAC

...... v ae e v $a s s
...... I HIE SR 2 38 SR B

D2 eremmmecemeae- CCTGTA--=-===m=~~ AATG- -+ ~==men- CAATGA-AACTTT
60 70
250 260 270 280 290 300

. /wwat CAGCCGTACCCGTGCGCAGAGGACGAGGAGTGCGGCACTGATGAGTACTGCGCTAGTCCC

- N . 3 . : R I [ v
B - H B : :

D2 TA~---- ATTATTTTTCTAAAG- -~~~ -~ GTGCTGCACTGCCTATTTTTCCTCTTGTTA-
80 20 100 110 120

310 320 330 340 350 360
. fwwwt ACCCGCGGAGGGGACGCAGGCGTGCAAATCTGTCTCGCCTGCAGGAAGCGCCGAAAACGC

1 . . .
sy 33 . . .

2 2 TGTARATTTITGT - <~ - < - - < <= ===~ - =~ ACACAT
130 140

370 380 390 400 410
wwwt TGCATGCGTCACGCTATGTGCTGCCCCGGGAATTACTG CAAAAATGGRATATGCGTGTC

. 4 sy A [
e H “ v e vl

D2 TGATTGT ------- TATCT--vrevemcmenn TGACTGACAAATATTCTATAT ----- TG
150 160 170

420 430 44¢ 450 460 470
. [ wwwt TTCTGATCAAAATCATTTCCGAGGAGAAATTGAGGAAACCATCACTGAAAGCTTTGGTAA

cert v TTete o w - t (3
RS S .

D2 AACTGAAGTAAATCATTTCAG ----------------------- CTTATAG--T”CTTAA
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180 1%0 200 210
480 490 500 510 520 530
./wwwt TGATCATAGCACCTTGGATGGGTATTCCAGAAGAACCACCTTGTCTTCAAAAATGTATCA
D2 A-AGCATAACCCTTT = -=w-mmencccnaenan ACCCCATTTAATTCTAGAGTCTAGAA
220 230 240 250
540 350 560 570 580 590

. /wwwt CACCAAAGGACAAGAAGGTTCTGTTTGTCTCCGGTCATCAGACTG - TGCCTCAGBATTGT

TrrTorre ot 1 3 T A

D2 CGCrwemmmnmm AAGGATCTCTTGGAAT- - -GACAAATGATAGGTACCTAA~ - AATGT
260 270 280 290
600 610 620 630 640 650

. /wwwt GTTGTGCTAGACACTTCTAGTCCARGATCTGTAAACCTGTCCTGARAGAAGGTCARGTGT

.-

D2 AACATG- - - - AAAATACT- - - - - - AGCT-~=TA----TTTTCTGAAA - ==~ - === =~ T

300 310 320
660 670 680 690 700 710
. /wwwt GTACCAAGCATAGGAGAAAAGGCTCTCATGGACTAGAAA TATTCCAGCGTTGTTACTGTA
D2 GTACTAT-CTTA= -~~~ - ATGCTTAAATT -~ - = == - - ATATTTC - -CCTTTAGGCTGTG
330 340 350 360 370
720 730 740 750 760 770
. /wwwt. GAGAAGGTCTGTCTTGCCGGATACAGARAGATCACCATCAAGCCAGTAATTCTTCTAGGC
D2 - - ATAGTTT---TTG------ AAATAAAATTTAACATT - -~ -~ - TAATA- - =====-=
380 390 400
780 790

. /wwwt TTCACACTTGTCAGAGACAC

D2 -TCAAA---- - - AAAARAAA

ALIGN calcula una alineacién global de dos secuencias

Version 2.0u, citese por favor: Myers y Miller, CABIOS (1989) 4:11-17
Seq 9 798 nt frente a D3 rev 469 nt

Matriz de puntuacién: ADN, penalizaciones de hueco: -14/-4

Identidad del 38,0%; puntuacién de alineacién global: -987
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ES 2 285768 T3

10 20 30 40 50 60
. Jwwat ATGATGGCTCTGGGCGCAGCGGGAGCTACCCGGGTCTTTGTCGCGATGGTAGCGGCGGCT
D3 TTN- - GGAT- - - GOAGTTGATGAAG- - - - <~ « - GTCCATAA----AAGGTTT ------- T
10 20 30
70 80 90 100 110 120
. /wwwt CTCGGCG"CCACCCTCTGCTGGGAG’I'GAGCGCCACCTTGAAC‘I‘CGGTTCTCAATTCCAAC
D3 CATAGCATCTATTATATAAAAGGAGTT~-——CCAC-—TGCATTTGGAT --------------
40 50 60 70
130 140 150 160 170 180
/wwwt. GCTATCAAGAACCTGCCCCCACCCCTCEECGGCECTGCGEGGCACCCAGECTCTGCAGTC
D3 cemmme-e- AAGCTG------~~ GTTTAGTGTCTCTGA- -~ - - - -~ CAAG- TGTGAAG- -
80 90 100 110
190 200 210 220 230 240
. /vt AcccccccccceGGAATCCTGTmcCCGGGCGGGAATAAGTACCAGACCATTGACAACTAC
sr st s otir 1t s -
1 S CCTAGAAGAAT-TACT- - GGCTTGAT - - GGT- - ~ - GATCTTT - - - = - - - - -
120 130 140
250 260 270 280 290 300
. /ot CAGCCGTACCCGTGCGCAGAGGACGAGGAGTGCGGCACTGATCAGTACTGCGCTAGTCCC
N3 - CTGTATCCG-GC- - - - AAGAC AGACCTTCTCCAC - - - - — == - = - = - - AGTAAC
150 160 170
310 320 330 340 350 360
. /Wt AcccGCGGAGGGGACGCAGGCGTGCAAATCTGTC"CGCCTGCAGGAAGCGCCGAAAACGC
D3 Avemommacaoon ACGCTAG- -~ - - AATATTTCTAG- - TCCATGA-GAGCC- - - - == - -
180 190 200
370 380 190 400 410 420
. /vt TGCA"GCGTCACGCTATGTGCTGCLCCGGGAATTACTGCAAAAATGGAATATGCGTGTCT
5% J PTTTCTCC - - = - TA-TGCT- - - - TGGTACACACTTGACC
210 220 230
430 440 450 460 470 480
. Jwrwat, TCTGATCAAAATCATTTCCGAGGAGAAATTGAGGAAACCATCACTGAAAGCTrTGGTAAr
D3 Pow=aTCom v -~ - PTTC- - AGGACAGETT- - <= << <= - = 2 e e me o - TACA
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240 250 260

490 500 510 520 530 540
. /wwwt GATCATAGCACCTTGGATGGGTATTCCAGAAGAACCACCTTGTCTTCAAAAATGTATCAC

s e . s v aae PR s e
T8 LR S dreree NS LI

D3 GATC----~--~ TTGGA--- -~~~ CCAGAAG-- -~ ===~ TGTCT==-==~===- AGCAC
270 280

550 560 $70 580 590
/wwwt ACCAAAGGACAAGAAGGTTCTGTTTG - TCTCCGGTCATCAGACTGTGCCTCAGGATTGTC

st IS : : RS : .
EER b -

D3 AACACA--ATCCTGAGGCACAGTCTGATGACCGGAGA CAAACAGAACCTTCTTGTCCTT
290 300 310 320 330 340

600 610 620 630 640 650
< wwwt TTGrGCTAGACACTTCTGGTCCAAGATCTGTAAACCTGTCCTGAAAGAAGGTCAAGTGTG

T TR e ¥ .

cav e HE

D3 TGGTGTGATACATTTTTG--~~AAGAC--*-AAGGTGGTTCTTCTGGAA -----------
350 360 370 380

660 670 680 690 700 71¢C
. /wwwt TACCAAGCATAGGALAAAAGGCTCTCATGGACTAGAAATATTCCAGCGTTGTTACTGTGG

. . . s P e L B . s T
HIE AR P B . s 2

D3 TACCCATCCAAGG- - -~ - - TGCTATGATC-ATTACCAA ------- AGC—---TTTCAGT--
380 400 410 420
720 730 740 750 760 770

/vt AGAAGGTCTGTCTTGCCGGATACAGAAAGATCACCATCAAGCCAGTAATTCTTCTAGGCT
D3 -GATGGTTT -------------- "CTCAATTTCTCC ------- TCGGAAATGATT ----- T
430 440 450

780 790
. /wwwt TCACACTTGTCAGAGACAC

D3 TGA~----- TCAGA---AG

ALIGN calcula una alineacién global de dos secuencias

Version 2.0u, citese por favor: Myers y Miller, CABIOS (1989) 4:11-17
Seq 9 798 nt frente a D4 rev 416 nt

Matriz de puntuacién: ADN, penalizaciones de hueco: -14/-4

Identidad del 34,3%; puntuacién de alineacién global: -1204
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10 20 30 40 S0 60
. /wwut ATGATGGCTCTGGGCGCAGCGGGAGCTACCCGGGTCTTTGTCGCGATGGTAGCGGCGGCT

D4 CT-----~ R el R R R TR P TTGTT--——TGGTACAGACTTC-

10 20
70 80 90 100 110 120

-/ wwwt CTCGGCGGCCRCCCTCTGCTGGGAGTGAGCGCCACCTTGAACTCGGTTCTCAATTCCAAC

R - ter 3t
EE HE I <

DA memecemenee CCCCTGATGG- - - - - AGC------m-n- ACT-GATT--v-o-===n--n
30 a0
130 140 150 160 170 180

. /wwwt GCTATCAAGARCCTGCCCCCACCOCTEGGCGGCECTGCOGAGCACCCAGGCTCTGCAGTC

.....
.....

L e L Lt T T TR U TGCAG--

190 200 210 220 230 240
. /Wt AGCGCCGCGCCGGGAATCCTGTACCCGGGCGGCAATAAGTACCAGACCATTGACAACTAC

Pee s .

D4 eeeemmemeeooo ATTTTG- -~ n - wvnm-m—mmnn ar- CCAGA--AATGA&GAGCAC
50 60 70

50 260 270 280 290 300
. Jwwwt CRGCCGTACCCGTGCGCAGAGGACGAGGAGTGCGGCACTGATGAG1ACTGCGCTAGTCCC

22 DR A 1§ LA S LRI S A

D4 ~AGCAAARCCCTTC = e e m e e m e m o AATGCAGT - CTGATGAT- - - ~ - CG TAGGC--
80 90 100 110
310 320 330 340 350 360

. /wwwt ACCCGCGGAGGGGACGCAGGCGTGCAAATCTGTCTCGCCTGCAGGAAGCGCCGAAAACGC

D4 eeeee- AGGGGTCTCCTTCATGCCCTTTTATAT ------------ GTGAC-ATCTTAG

120 130 140
370 380 390 400 410 120

. /wwwt TGCATGCGTCACGCTATGTGCTGCCCCGGGAATTACTGCAAAAATGGAATATGCGTGTCT

e [ I A S S S S s s v P e e :
..... R P Vel

D4 TGTGTG- GTCTTCCTAGATTCTGCCATCCFAAGTCATGGTTTGA -GTAATGACCGTGGTT
150 160 170 180 190 200
430 440 450 460 470

. [wwwt TCTGATCAARATCATTTCCGAGGAGAAATTGAGGAAACCATCAC TGAAAGCTTTGGTAA
RS R A I L N L

D4 TC- GATC-—~-TCTGTGCCGAGTACCA-TCCAG--AGCCGGGATGTGAGGGGTTAAG--A
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ES 2 285768 T3

210 220 230 240 250
480 490 500 510 520 530
. /wwt  TGATCATAGCACCTTGGATGGGTATTCCAGARGAACCACCTTGTCTTCAAAAATGTATCA
D4 TGCTTTCAGTAACTGGGATA- - -~ - - - CAGA---——--mom TACCAT~--~---~
260 270 280
540 550 560 s70 580 590

. /wwwt CACCAAAGGACAAGAAGGTTCTGTTTGTCTCCGEGTCATCAGACTGTECCTCAGGATTGTG

. s s ar  sa» . e s »
L

D4 CAGCG--=-=-===~=-- GGTACTG----=--~~~ GGGCAGCACA- - ~-TGCC- - - - -
300 310 320
600 610 620 630 640 650
. /wwwt TTGTGCTAGACACTTCTGGTCCARGATCTGTAAACCTGTCCTGAARGAAGGTCAAGTGTG
R $ T ot H - O
D4 - -GYGGCAG- COCTTCTTTTT - ~ - = = == === = w == TCTCC-GACACA = ~=mmmmnen
310 140 350
660 670 680 690 700 710
./wwwt TACCARGCATAGCAGAAAAGGCTCTCATGGACTAGAAATATTCCAGCGTTGTTACTGT
D4 ~-CCATGCA--=---~~~-=--~ GGC-=mmmmmmmemomee—ee o CGATGATCCT -GG
360 170
720 730 740 750 760 770

. /wwwt AGAAGGTCTGTCTTGCCGGATACAGAAAGATCACCATCAAGCCAGTAATTCTTCTAGGCT

e s s e s

D4 TGG-GEACTGTG~---~-~~~- -~ GCARTACCTCC--CAA~---=~~-~~ CNGCTGTGCC

380 390 400

780 790
. /wwwt TCACACTTGTCAGAGACAC

D4  ——mmmemcmmecns GAANT

ALIGN calcula una alineacién global de dos secuencias

Version 2.0u, citese por favor: Myers y Miller, CABIOS (1989) 4:11-17
Seq 9 798 nt frente a D8 rev 355 nt

Matriz de puntuacién: ADN, penalizaciones de hueco: -14/-4

Identidad del 31,8%; puntuacién de alineacién global: -1309
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. /wwwt

D8

. Jwwwe

D8

. /wwwt

D8

. /Wwwt

of:]

. /wwwt

D8

. /wwwt

D8

./ wwwt

D8

. fwwwt

D8

ES 2 285768 T3

10 20 30 40 50 60
ATGATGECTCTAGECACAGCGGGAGCTACCCGGGTCTTTGTCGCGATAGATAGCGGCGECT

70 8¢ 80 100 110 120
CTCGACAGCCACCCTCTGCTGGGAGTGAGCGCCACCTTGAACTCGGTTCTCAARTTCCARC

IEEER] + e . .. e es e wesa
“ e len : . =3 L

--------- CACCC==--=~-==-AGT-~ - -~~~ -CCAGAAA- =~ -~~~ -~ -AA- -CCAAC
10 20
130 140 150 160 170 180

130 200 210 220 230 240
AGCGCCGCGECCGGGAATCC TG TACCCGGGCGGGAATAAGTACCAGACCATTGACAACTAC

«on P
H R

------------- GRAGCC-===---==-=====-~~AAGTA= - - - -~ - - TTAAGAAATCA
30 40 50
250 260 270 280 290 300
CAGCCGTACCCGTGCGCAGAGGACCAGEAGTGCOCCACTCATCAGTACTGCGCTAGTCCC
CAsemmmmomm e emm s AGG- - CAGGAA - - ~GGGAC- -AAGAG -~ - -~ - == === === =
60 70
310 320 330 340 350 360
ACCCGCGGAGGGGACGCAGGCGTGCARATCTGTC TCGCCTGCAGGAAGCGCCGAARACGT
------ GGAG~=~========n==«=AAAGTTGTCT- - - === = = » - = - - - - ~-GAGAACTT
BO 90
370 380 390 400 410 420
TGCATGCGTCACGCTATGTGCTGCCCCGGGAATTACTGCAARAATGGAATATGCGTGTCT
Tevmmnm- TGAC- - - -TGTG - ~-GCCCTGGACTITGCTG - - - - - - wm———— TGCTCGTCA
100 110 120
430 140 450 460 470 480

TCTGATCAAAATCATTTCCGAGGAGAAATTGAGGAAACCATCACTGAAAGCTTTGGTAAT

- 2T L S S T S Y

Tomer s TTTTGGACGAAAATTTGT - - AAGCCAGTCCT- - —- - - TTTGG- - - -
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130 140 150 160

490 500 510 520 530
< /wwwt GATCATAGCACCTTGGATGGGTA - -TCCAGAAGRACCACCTTGTCTTCAAAAATATATC
g ----- AQ-----~ GGACAGGTCTGCTCCAGAAGAG ——————— GGCATAAAGA ------ C
170 180 190

540 550 560 570 580 530
. /wwwt ACACCA AAGGACAAGAAGGTTCTGTTTGT”TCCGGTCATCAGACTGTGCCTCAGGATTG

: s 1z I ] PRSI S
E0-S- S - S - s L3 s

D8 ACTGCTCAAGCTCCAGAAA--TCT ------- TCCAGCGTTGCGACTGTGGCCCTGGACTA
200 210 220 230 240
600 610 620 630 640 650
. [wwwt TGTTGTGCTAGACACTTCTGGTCCAAGATCTGTAAACCTGTCCTGAAAGAAGGTCAAGTG
D8 CTGTGTCGAAGCCAATT---GACCAGCAATCGGCAGCATGCTC ———————— GATTAAGAG
250 260 270 280 290
660 670 680 690 700 710

L/ wwwt TGTACCAAGCATAGGAGAAAAGGCTCTCATGGACTAGAAATATTCCAGCGTTGTTACTGT

v sy T 0T e 233 13l

D8 TATGCCAA- - AAAATAGAAAAG- ~ - <~ - -« - = - CTATARATATTTCA- -~~~ - .-
300 310 320 330
720 730 740 750 760 770

. /vwwt GGAGAAGGTCTGTCTTGCCGGATACAGAMGA'[‘CACCATCMGCCAGTAAT’I‘CTTCTAGG
na SV ATABAGAAGAATC -~ - - = - + = - <m - o e e o oo
340

780 790
. /wwwt CTTCRCACTTGTCAGAGACAC
D8 ---CACA-TTG-~wwm=m-~ (o
350

ALIGN calcula una alineacién global de dos secuencias

Version 2.0u, citese por favor: Myers y Miller, CABIOS (1989) 4:11-17
Seq 10 702 nt frente a D1 rev 465 nt

Matriz de puntuacién: ADN, penalizaciones de hueco: -14/-4

Identidad del 42,5%; puntuacién de alineacién global: -581
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ES 2 285768 T3

10 20 30 40 S0 60
. /wwwt GAATTCGGCACGAGGGTTGGGAGGTATTGCCACAGTCCCCACCAAGGATCRTCGGCCTGC

- s s T [ [

D1 CA-~eermmmmaroaans GTGTTCTCACAGT- - - - - - - QTGAGACA- - -GCCGTC
10 20
70 80 20 100 110 120

. /wwwt ATGGTGTCTCGGAGABAAAAGAAGCGCTGCCACCGAGATCGCATGTGCTGCCCCAGTACT

. . . SRR . s o
: H 1R LI i H

D CTTCT=-=mmmmme AATGAAGA--~---~-~~ CAATGATAT-~-~~---~- TGACACTGT-CC

30 40 50 60
130 140 150 160 170

, /wwwt CGCTGCAATAATGGCATCTGTATCCCAGTTACT--GAAAGCATCTTAACCCCTCACATCC

..... . iy e s e
..... P a2 st

D1 CTCTT-=-~--- TGGCAGTTGCATT~-AGTAACTTTGAAAGGT ------------ ATAT--
70 80 90 100

180 190 200 210 220 230
. [ wawe CGGCTCTGGATGGTACTCGGCACAGAGATCCAAACCACGGTCATTACTCAAACCATGACT

.. P N .
HE b - e

D -GACT---GAGCGTAo--—GCATACAGGT-—TAACC -------- TGCAGAAAC—AGTACT
116 120 130 140
240 250 260 270 280 230

./ wwwt TCGGATGGCAGAATCTAGGAAGACCACACACTAAGATGTCACATATAAAAGGGCAT&AAG

T e : ()

D1 TAGGTA ~~~~~ ATTGTAGGGCGAGGA ----- TTATAAATGAAATTTGCAAAATCACTTAG
1s0 160 170 180 19¢
300 310 320 330 340 350

. /wwwt GAGACCCCTGCCTACGATCATCAGACTGCATTGAAGGGTTTTECTGTGCTCGTCATTTCT

.

D CAG- CAACTGAAGNCARTTATCA-AC- == - == ===-=-==~==- - - - ~CACGT---~---

200 210 220
360 370 380 390 400 410

. /wwwt GGACCAAAATCTGCAAACCAGTGCTCCATCAGGGGGAAGTCTGTACCAAACAACGCAAGA

.....................

Dl GGAG ~AAAARTC- - ~-AAACCG-~ -~~~ AGCAGGG ------ CTGTGTGAAACAT ~~~~~~~
230 240 250
420 430 440 450 460 470

. /wwwt AOGGTTCPCATGGGCTGGAAATTTTCCAGCGTTGCGACTGTGCGAAGGGCCTGTCTTGCA

L R T E
........

D1 ¢ - GGTTOTARTA - -~ <<= me e e e TGCGACTG- - CGAACA~~CTG - - <~ - -
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260 270 280
480 490 500 510 520 530
- /wwwt AAGTATGGARAGATGCCACCTACTCCTCCARAGCCAGACTCCATGTGTGTCAGARAATTT
Dl AACTCT----~- ACGCCAC- - - - TCCAC-AAATGATGTTTTCAGGTGT - - CATGGACTGT
230 300 310 320 330
540 550 560 570 580 590
. /wwwt GATCACCATTGAGGAACATCATCARTTGC-AGACTGTGAAGTTCTGTATTTAATGCATTA
IR S R HEE LI I t oo or ozrrii: A
D1 TGCCACCATGTAT - - TCATCCAGAGTTCTTAAAGTTTAAAGTTGCACATG ~-ATTGTATAA
340 350 360 370 380
600 €10 620 630 640 650
. /wwwt TAGCATGGTGGAAAATAAGGTTCAGATGCAGAAGAATGGCTAAA - ATAAGAAACGTGATA
D1 --GCATGCTT~~--- -~ TCTTTGAGTTTTA-AATTATGTATAAACATAAGTT -~~~ -~~~
390 400 410 420
660 670 680 6390 700
. /wuwt AGAATATAGATGATCACAAAAAAAARAAAARAAAAGATGCGGCCGC
T ot Ty st oz CIE T
D1 -GCATTTAGAA - ATCARGCATAAATCACTTCAACTGCT - » - - =~ - -
430 440 450 460

ALIGN calcula una alineacién global de dos secuencias

Version 2.0u, citese por favor: Myers y Miller, CABIOS (1989) 4:11-17
Seq 10 702 nt frente a D2 rev 416 nt
Matriz de puntuacién: ADN, penalizaciones de hueco: -14/-4
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Identidad del 40,2%; puntuacién de alineacion global: -780
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. Jwwwt

D2

. /wwwt

D2

. /WWwat

D2

. /wwwt

D2

. [wwwt

D2

, [fwwwt

D2

. /wwwt

D2

. [/ wwwt

D2

ES 2 285768 T3

10 20 30 40 50 60
GAATTCGGCACGAGGGTTGGGAGGTATTGCCACAGTCCCCACCAAGGATCATCGGCCTGC
- AACTCCCC- - = - = - v - TGTGA- - - ~TTG-~~CAGT- - - - - AA--ATTA----~ crer

10 20 30

70 80 90 100 110 120
ATGGTGTGTCGGAGAAAAAAGAAGCGCTGCCACCGAGATGGCATGTGCTGCCCCAGTACC
ATTGT==--=n-mmmnn AAATTCTCAGTG- - - - - - ~ - TGGCA- -~ -CT--=~~~- TACC

40 50
130 140 159 160 170 180
COCTGCAATAATGGCATCTGTATCCCAGTTACTGAAAGCATCTTAACCCCTCACATCCCG
TGn ===~ TAARTGCARA - ==~ - == - == ===~ TGARAC- - TTTTAA- - - ~TTATTTT
60 70 80
190 200 210 220 230 240
GCTCTGGATGGTACTCGGCACAGAGATCGAAACCACGGTCA”TACTLAAACCATGACTTG
- ~TCTAAA-GGTGCT- - GEACTGC - - - - - - - - CTATTTTTCETC - - - - e <= 76
90 100 110 120
250 260 270 280 290 300
GGATGGCAGAATCTAGGAAGACCACACACTAAGATGTCACATATAAAAGGGCATGAAGGA
TTATGTA- -AATTTTTGT - - - - ACACATTGAT-TGT - - - ~TAT- - - - - - - CTTGACTGA
130 140 150 160
110 320 330 340 150 360

GACCCCTGCCTACGATCATCAGACTGCATTGAAGGGT TTTGCTGTGCTCGTCATTICTGG

CAAATATTC-TATATTGA- - - -ACTGAAGTAAATCATTTCA- - - -GCTTAT-AGTTCTT-
170 180 190 200 210

370 380 390 400 410 420
ACCAAAATCTGCAAACCAGTGCTCCATCAGGGGGAAGTCTGTACCAAALAACGCAAGAAG

: N MR I IR : 3

AAAAGCAT-AACCCTTTACCCCATTT ----- AATTCTAGAGTCTAGAACGCAAG-
220 230 240 250 260

430 440 450 460 4770 480
GGTTCTCATGGGCTGGAAATTTTCCAGCGTTGCGACTGTGCGAAGGGCCTGTC"TGCAAA

[ t e * . . . - . P .
H - . Y. . b . LR P

‘GATCTC”TGGAATGACAAAT ------------------ GATAGGTACCT------ -AAA
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270 280 290
490 500 510 520 530 540
. /vt GTATGGAAAGATGCCACCTACrcCTcCAAAGCCAGACTCCATGTGTGTCAGAAAATTTGA
D2 ATGT- - ~AACATG- = - - ~= ===~~~ - AAA---ATACTAGCTTATTTTCTGAAATGT---
300 310 120 330
550 560 570 580 590 600
/wwwt TCAPCATTGAGGAACATCATCAATTGCAGACTGTGAAGTTGTGTATTTAATGCATTATAG
H b SR | P s s i3 HE -
D2 cmemeeeeoaoe ACTATCTT--AATGC ------ TTAAATTA--TATTT~---CCCTTTAG
340 350 360
610 620 630 640 650 660
. Jwwwt CATGGTGGAAAATAAGGTTCAGATGCAGAAGAATGGCTAAAATAAGAAACGTGATAAGAA
D2 GOTG-"TG- - - -ATA-GTTTTTGA- - -~ - - - AAT- -~ ~ARAAT= == - - == -~~~ TTAACA
370 380 390
670 680 §90 700
. f vt TATAGATGATCACAAAAAAAAAAAAAAAAAAGAIGCGGCCGC
D2 TTTA- - - - ATATCAAARARRARRA - = < =~ = - - <« ~ -~

400 410

ALIGN calcula una alineacién global de dos secuencias

Version 2.0u, citese por favor: Myers y Miller, CABIOS (1989) 4:11-17
Seq 10 702 nt frente a D3 rev 469 nt
Matriz de puntuacién: ADN, penalizaciones de hueco: -14/-4
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Identidad del 41,9%; puntuacién de alineacién global: -598
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10 20 30

40
. /wwwt GAATTCGGCACGAGGGTTGGGAGGTATTGCCACAGTCCCCACCAAGGATCATCGGCCTGC
5 D3

S0 60
TTNGGATGGAGTTGATGAAGGT—~—~CCATAA

10 20

30
7C 80 20 100
10

110 120
AL ATGGTGTGTCGGAGAAAAAAGAAGCGCTGCCACCGAGATGGCATGTGCTGCCCCAGTACC
D3
40

ATAGCATCTATTATATAAAAGGAG -—TTCCACTGCATTTGGATAAGCTGGTTTAGTGTC
50

60 70 80 90
15 130 140 150 160 170 180
/wwwt CGCTGCAATAATGGCATCTGTATCCCAGTTACTGAAAGCATCT' TAACCCCTCACATCCCG
D3 T-CTG- -ACAAG - - - -TGTGAAGCCTAG
100

20

110 120
130

200 210 220
. /wwwt GCTCTGGATGGTACTCGGCACAGAGATCGARACCACCGTCATTACTCAAACCATGACTTG
25 b3

230 240
GCT- -TGATGGT

150
250 260
30

270 280 290
. /wwwt GGATGGCAGAATCTAGGARGACCACAC--ACTAAGATGTCACATATAMAAGGGCATGAAG
D3 GCAAGACAGACCTTCT

- -

CCACAGTAACAACGCiGGAATATTTCTA GTCCATGA~-
160 170 180 190 200
35 300 310 320 330

340 350

. /wwat GAGACCCCTGCCTACGATCATCAGACTGCATTGAAGGGTTTTGCTGTGCTCGTCATTTCT

D3 -—GAGCCTTTTCTCPTAT '~'-—-GCTTGGTACACACTTGA~
210 220

40

----~CCTTCTTTCA
230 240

360 370 380 390 400

. /wwwt GGACCAAAATCTGCAAACCAGTGCTCCATCAGGuGGAAGTCTGTACCAAACAACGCAAGA

D3

410
GGAC--AGGTTTACAGRTCT TGGACCA ------- GAAGTGTCTAGC-‘ACAALACAA-‘
250 260 270 280 290
420 430 440 450 460
- LS wwwt AGGGTTCTCATGGGCTGGAAATTTTCCAGCGTTGCGACTGTGCGAAGGGCCTGTCTTCCA
D3

45

470

----- CAGTCTGATGACCG GAGR
55

I

60

65
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300 10 320
480 490 500 510 520 530
AT AAGTATGGAAAGATGCCACCTACTCCTCCAAAGCCAGACTCCATCTGTGTCAGAAAATTT
D3 AAC-~cvomn AGA----ACCTTCTTGTCCTTTG ----------- GTGTGATACATT TTT
330 340 350 360
540 550 560 570 580 590

. fwwwt GATCACCATTGAGGAACATCATCAATTGCAGACTGTGAAGTTGTGTATTTRATGCATTAT

v I i : %] T 0 13 rrasc

D3 GAAGACAAG- GTGGTTCTTCTGGAAT---ACCCATCCAAGGTGC---TATGAT CATTA-
370 380 390 400 410
600 610 620 630 640 650

o [wwrwt AGCATGGTGGAAAATAAGGTTCAGATGCAGAAGAATGGCTAAAATAAGAAACGTGATAAG

v s Y * [ [

D3 -CCA --~~-AAGCT-'—-TTCAGT~---GATGGTTTCCTCAATTTCTCCTCG GAAATG
420 430 440 450
660 670 680 690 7090

. /et AATATAGATGATCACAAMAAMMMMAAAAGATGCGGCCGC
D3 ATTTT - = = -GATCAGRAG- - - - == - mmmm o e e mmmm o
460

ALIGN calcula una alineacién global de dos secuencias

Version 2.0u, citese por favor: Myers y Miller, CABIOS (1989) 4:11-17
Seq 10 702 nt frente a D4 rev 416 nt
Matriz de puntuacién: ADN, penalizaciones de hueco: -14/-4
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Identidad del 37,7%; puntuacién de alineacién global: -817
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. [t

D4

. /wwwt

D4

./ wwwt

D4

. Jwwiit

D4

./ wwwt.

D4

St

D1

/et

D4

./ wwwt.

D4

ES 2 285768 T3

10 20 30 40 50 60
GAATTCGGCACGAGGGTTGGGAGGTATTGCCACAGTCCCCACCAAG&ATCATCGGCCTGC

H LA I HE R 21 EIR T TR S A

---------- CTTGCETTGTTTGATA - - - - CAGACTTCCC- - - == == - = - == - -CCTG -
10 20 30
70 80 90 100 110 120

ATGGTGTATCGCGAGAAAAAAGAAGCGCTGCCACCGAGATAGCATGTGCTGCCCCAGTACC

PR s s a . : .
T ais 3 . 3 LI b LR IR S

ATGG- - -~--=cmmmecmcmnn AGCACTG- ===~ GTTTGCAGATTTTGGTCCAGAA - -
40 50 60
130 140 150 160 170 180

CGCTGCAATAATGGCATCTGTATCCCAGTTACTGAAAGCATCTTAACCCCTCACATCCCG

---------- ATGAC- - -~ ===~ - = = = == - ~GAGCACAGCAAAACCCTTCA - ATGCAG
70 80 90

180 200 210 220 230 240
GCTCTGGATGGTACTCGGCACAGAGRTCGAAALCACGGTCATTACTCAAACCATGACTTG

sTt e s s

TCTPATGATCGTA---GGC-—AGGGGTC ---------- TCCTY~=mmvne - CATGCCCTT
100 110 120 130
250 260 270 280 290 300

GGATGGCAGAATCTAGGAAGACCACACACTAAGATGTCACATATAAARGGGCATGANGGA

T T PR ..
.. R

TTAT------ crmeme e ma e ATGTGACATCTT~ - AGTGTGTGGT- - -

140 150
310 320 330 340 350 360

GACCCCTGCCTACGATCATCAGACTGCATTGAAGGGTT TTGCTGIGCTCGTCATTTCTGG

R .. - . . . . .. .. . - . e

~~~~~ CTTCCTAGATTCTGCCATCCCAAGTCATGGTTTGAGTAATGACCGTGGTTTCG- -
160 170 180 130 200 210

370 380 330 400 410 420
ACCAAAATCTGCAAACCAGTGCTCCATCAGGGGGAAGTCTGTACCAAACARCGCARGAAG

PR T H 1 HE 3 2 LI H

------ ATCT- -~ - ~CTGTGCC- -~ - == -~ -GA=- - ~ - -GTACCATCCAG- - - ~-AGCCa
220 230
430 440 450 460 470 180

GGTTCTCATPGGCTGGAAATTTTCCAGCGT*GCGACTGTGCGAAGGGCCTGTCTTGCAAA

I B ¢t P .y
. . . N

GOATGTGAGGGGTT - - - ARGAT- - - ~GCTTT- - - - CAGT- - - AR~ - - «CTG - - - = < - -
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ES 2 285768 T3

240 250 260 270

490 500 510 520 53¢

. /wwwt GTATGGRAAGATGCCACCTACTCCTCCAARGCCAGACTCCATGTGTGTCAGAAAATTTGA

] . S 1 erteens T8 s e P . . s . s ae & ..
B LRI ] K L. R A .

D4 GGAT - - ACAGATGCCAT - TATTGC- - - - - AGCGGG- - TAC - ~ - TGGGGCAGCACATGCCA
280 290 300 310
550 560 570 580 590
. /wwwt TCACCATTGAGGAACATCATCAATTGCAGACTGTGAAGTTCTGTATTTAATGCATTATAG
D4 TC memmmmmmmaanan TCOGTGGCAGC- - = - -~ GCT-TCTTTTTTCTCCGACACAC
320 330 340 350
610 620 630 640 650
. /wwwt CATGGTGGAAAATAAGGTTCAGATGCAGAAGAATGGCTAAAATAAGAAACGTGATAAGAA
D4 CATGCAGGCCGATGATCCTTGGTGG- - GAACTGTGGC- - -ARTA- -~ - - CCTCCCANC - -
360 370 380 390 200
670 680 690 700

. /wwwt TATAGATGATCACAAAAAARAAAAAARAARAGATGCGGCOGC

s s s w
LR

D4 ~ e - NGCTG- - = =-mmmmemmacccmmmaemmes TGCCGAANT

ALIGN calcula una alineacién global de dos secuencias

Version 2.0u, citese por favor: Myers y Miller, CABIOS (1989) 4:11-17
Seq 10 702 nt frente a D8 rev 355 nt

Matriz de puntuacién: ADN, penalizaciones de hueco: -14/-4

Identidad del 36,3%; puntuacién de alineacion global: -736
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10 20 30 40 50 60
. /et GAATTCGGCACGAGGGTTGGGAGGTATTGCCACAGTCCCCACCAAGGATCATCGGCCTGC
D8 CR-= o cmmmmmmmmmmmee e CCCAGTCC- ----- AGGAAAACCARCCC- -
10 20
70 80 20 100 110 120
. /wwwt ATGGTGTGTCGGAGAAAAAAGAAGCGCTGCCACCGAGATGGCATGTGCTGCCCCAGTACC
DB ce-eeeeenama-a- AAAAGGARGC- - === mmmmmmrmmmme o mma oo CAAGTA- -
30 40
130 140 150 160 170 180
. /wwwt CGCTGCAATAATGGCATCTGTATCCCAGTTACTGAAAG CATCTTARCCCCTCACATCCCG
D8 T L T T e TTAA=---o-—moomm
190 200 210 220 230 240
. /Wwwwt GCTCTGGATGGTACTCGGCACAGAGATCGAAACCACGGTCATTACTCAAACCATGACTTG
DB mmeemmmmmemammme oo ammeaoo GAAATCAC- -~~~ m==m==mn-—weecemn=
50
250 260 270 280 290 300
. /Wt CGATGGCAGAATCTAGGAAGACCACACACTAAGATGTCACATATAAAAGGGCATGAACGA
D8 - -AAGGCAG- -~~~ - - GAAG-----=r==mmmcmmeem e GGACAAGAGGGA
60 7¢
310 320 330 340 350 160
. /wwwE CACCCCTGCCTACGATCATCAGACTGCATTGAAGGGTTTTGCTGTCCTCGTCATTTCTGG
D8 GAAAGTTGTCTGAGARCTITTGACTGTGECCCTGEACT TTGCTGTECTCETCATTITGG
8o 90 100 110 120 130
370 380 390 400 410
. fwwwt ACCAAAATCTGCAAACCAGTGCTCCATCAGGGGGAAGTCTGTACCA AACAACGCAAGAA
D8 ACGAAAATTTGTAAGCCAGTCCTTTTGGACGEACAGETCTGCTCCAGAAGAGGGCATAAA
140 150 160 170 180 190
420 430 440 450 460 470
./ wwwt: GGG--TTCTCATGGGCTGGAAATTrTCCAGCGTTGCGACTGTGCGAAGGGCCTGTCTTGC
D8 GACACTGCTCAAGCTCCAGARATCTTCCAGCGTTGCGACTAT - - - - GECCCTGA - - - - -
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. Jwawt

b8

. /wwwt

D8

. Jwwwt

D8

. [wwwt

D8

ES 2 285768 T3

200 210 220 230 240

480 430 500 510 520 530
ARAGTATGEAAAGATGCCACCTACTCCTCCARAGCCAGACTCCATATGTGTCAGARAATT

R . IR
2 N st st en

e cemmma e e QACTAC-~-TGTPGTC= =~ === ==
250

540 550 560 570 580 530
TGATCACCATTGAGGAACATCATCAATTGCAGACTGTGAAGTTGTGTATTTAATBCATTA

i3 2 2r ey - st
s sies s sosids 3 :

- GAAGCCAATTGAC = = = - CAGCARTCG= - - == = = < == = w w e mme - GCA---
260 270 280

600 610 620 630 640 650
TAGCATGGTGGAAKATAAGGTTCAGATGCAGAAGAATGGCTAAAATAAGAAQCGTGRTAA

..... . T T I RS . IR

..... s R R IR IR

- -GCATGCTCGA--TTARG - - -~ v~~~ = e~ AGTATGCCRAAAAATAGAAAAGCTATAA
280 300 310 320

660 670 680 630 700
GAATATAGATGATCACAAAAAAAAAAAAAAAAAAGATGCGGCCGC

- s em e s : R
3 H < H-

ATATIT--~=m-=--~ CAAAATAAAGAAGAATCCACRTT ----- GC
330 340 iso

ALIGN calcula una alineacién global de dos secuencias

Version 2.0u, citese por favor: Myers y Miller, CABIOS (1989) 4:11-17
Seq 12 537 nt frente a D1 rev 465 nt

Matriz de puntuacion: ADN, penalizaciones de hueco: -14/-4

Identidad del 45,4%; puntuacién de alineacion global: -260
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ES 2 285768 T3

10 20 30 410 50
. /wwwt GAAT- TCGGCACGAGGGTTGGGAGGTATTGCCACAGTCCCCACCAAGGATCATCGGCCTG

29 1T T T ¢

D1 CAGTGTTCTCAC AGTGTGGGGCAG -------- CCGTCCTT CTAATGAAGA ------- c
10 20 30 40
60 70 80 90 100 110

. /wwwt CATGGTGTGTCGGAGAAAAAAGAAGCGCTOCCACCGAGATGGCATGTGCTGCCCCAGTAC

[ S N A
P I IR S R

D1 AATGATATT ----- GACA--~-----~- CTGTC CCTCTTTGGCA--—GTTGCATTAGTAA
50 €0 70 80
120 130 140 150 160 170

. /wwwt CCGCTGCAATAATGGCATCTGTATCCCAGTTACTGAAAGCATCTTAACCCCTCACATCCC

Dl CTT TG————AAAGGTATATGACTGAGCGTAGCATACAGG---TTAACCTG CAGAAACA
90 100 110 120 130
180 190 200 210 220 230

. /wwwte GGCPCTGGATGGTACTCGGCACAGAGATCGARACCACGGTCATTACFCAAACCATGACTT

I I ..
. a LIRS SN

D1 GTACTTAGGTAATTGTAGGGCGAGGASTATAAATGA ----- AATTTGCAAA--ATCACTT
140 150 160 170 180
240 250 260 270 280 290

. /wawt GGGATGGCAGAATCTAGGAAGACCACACACTAARGATGTCACATATAAAAGGGCATGANGG

D1 AG--~~- CAGCAACT-—GAAGNCAATTATCAACCACGT-——CGAOAAAATCAAACCGAGC

190 200 210 220 230
300 310 320 330 340 350

. /wwwt AGACCCCTGCCTACGATCATCAGACTGCATTGAAGGGTTTTGC TGTGCTCSTCATTTCTG

.. . . [T . e . .
> I IR

D1 AGGGCTGTGTGAAACATGGT ----- TGTAAT--ATGCGACTGC GAACAC TGAACTCTA
240 25Q 260 270 280 290
360 370 380 390 400 410

. /wwwt. GACCAAAATCTGCARACCAGTGCTCCATCAGGGGGAR - -GTCTGTACCAAACA - - ~-ACGC

.....

D1 CGCCAC-~TCCACAAATGA TGTT--TTCAGGTGTCATGGACTGTTGCCACCATGTATTC
300 310 320 330 340
420 430 440 450 460 470

. /wWwwt AAGAAGGCTTCTCATGGGCTGGAAATTTTC- CAGCGTTGCGACTGTGCGAAGGGCCTGTC

e e age .
s 33

D1 ATCCAGAGTTCTTAAAG-~TTTAAAGTTGCACATGATTGTATAAGCATGCTTTCTTTGAG
350 360 370 380 390 400
480 490 500 510 520 $30

. Jwwwt TTGCAAAGTATGGAAAGATGCCACCTACTCCTCCAAAGCCAGACTCCATGTGTGTCAGAA

e 1 st : .2

D1 TTTTAAATTATGTATAAACATAAGTTGCATTTAGAAATCAAGCATAAATCACT TCA AC

410 420 430 440 450 460
. /wwwt ARTT
D1 TGCT
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ALIGN calcula una alineacién global de dos secuencias

Version 2.0u, citese por favor: Myers y Miller, CABIOS (1989) 4:11-17
Seq 12 537 nt frente a D2 rev 416 nt

Matriz de puntuacién: ADN, penalizaciones de hueco: -14/-4

Identidad del 42,8%; puntuacién de alineacién global: -429
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10 20 30 40 S0 60
. /Wt GAATTCGGCACGAGGGTTGGGAGGTATTGCCACAGTCCCCACCAAGGATCATCGGCCTGC

T e wee s« T3t . . .
- - I A < M R R

02 - ARCTCCCC- ~— - - <=~ TGTG- - - -ATTGC- - -AGT- - - - - - - AA- -ATTA- - - - - CTGT
10 20 30
70 80 90 100 110 120

. /wwwt ATGGTGTGTCAGAGAAAAAAGAAGCACTACCACCGAGATGGCATGTGCTGCCCCAGTACC

o . s : P S S S Sy : [
b s . s v . . HIRE

D2 ATIGT--~--m====~~ AAATTCTCAGTG --------- TGGCACTTAC ----- CTGTA- -
40 50 60
130 140 150 160 170 180

. /wwwt CGCTGCAATAATGGCATCTGTATCCCAGTTACTGAARGCATCTTARCCCCTCACATCCCG

...... N . IR T
LR IR s

D2 -AATGCAAT—--~GAAACTTTTAATTATTTTTCTAAAGGTGCTGCACTOCCTATTTTTC-

70 80 90 100 110
190 200 2L0 220 230 240

. /wwwt GCTCTGGATGGTACTCGGCACAGAGATCGAAACCACGGTCATTACTCAAACCATGACTTG

I T R T S S S R S R L

D2 -CTCT—--TGTTA—~-TGTAAATTTTTGTA---CACATTGATTG L~~—ATCTTGACTGA
120 130 140 150 160
250 260 270 280 290

. fwwwt GGATGGCAGAATCTAGGAAGACCACACACTAAGATGTCACATATAAAAGGGCATGAAGG-

s e . v P - .
. : i . .

D2 CAA----ATATTCTATATTGAACTGA AGTAAATCATTTCAGCTTATAGTTCTTAAAAGC

170 180 190 200 210
300 310 320 330 340 350

 Jwwwt AGACCCCTGCCTACGATCATCAGACTGCA“TGAAGGGTTTTGCTCTGCTCGTCATTTC”C

e e . ¢« s N [ : . -
LI Y . B

D2 ATAACCCT -~ ~~= =~ ~ TTACCCCATTTAATTCTAGAGTCTAGAAC GCAAGG- ATCTCTT

220 230 240 250 260
360 370 380 390 400 410

AT GACCAAAATCTGCAAACCAGTGCTCCATCAGGCGuAAPTCTGTACCAA ACAACGCAAGA

T . I R ‘e
PRI i LR H ..

D2 GG---—AATGA CAAATGATAGGTACCTAA ————— AA--—TGTAACATGAAAATACTAG-
270 280 290 300 310
420 430 440 450 460 470

. /wwwt AGGGTTCTCATGGGCTGGAAATTTTCCAGCGT - - "GCGACTGTGCGAAGGECCTGT- - -C

. Tt PR RSN . . . . o . . s e .
.. vl TTIe : PO . b IR H N R T

D2 = e CTTATTTTCTG - AAATGTACTATCTTAATGCTTAAATTATATTTCCCTTTAGGC
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320 330 340 350 360
480 490 500 510 520 530
. /wwwt TTGCAAAGTATGAAAAGATGCCACCTACTCCTCCAAAGCCAGACTCCATGTGTGTCAGAA
D2 TGTGATAGTTTTTCGAA - ATAAAATTTAA-CATTTAATATCARAA~ - - m v m e m e ARAA
370 380 390 400 410
. /wwwt AATT
D2 AAAA

ALIGN calcula una alineacién global de dos secuencias

Version 2.0u, citese por favor: Myers y Miller, CABIOS (1989) 4:11-17
Seq 12 537 nt frente a D3 rev 469 nt

Matriz de puntuacién: ADN, penalizaciones de hueco: -14/-4

Identidad del 46,5%; puntuacién de alineacién global: -203
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10 20 30 40 50 60

. /wwwt GAATTCGGCACGAGGGTTGGGAGGTATTGCCACAGTCCCCACCAAGCGATCATCGGCCTGC

HESEE RS T S T S HESEE

D3 ---TTNGGAT--~~wwvw=u GGAGTTGATG- ~-AAGGTCC-~~-n = - - ATAAARGATTTTC
10 20 30

70 80 $0 100 110 120
[t ATGGTGTGTCGGAGAAAAAAGAAGCGCTGCCACCGAGATGGCATGTGCTGCCCCAGTACC

RN e 2 : T 1 s :
..... e e

D3 ATAGCATCTATTATATAAAAGGAG—-—TTCCACTGCATTTGGATAAGCTGGTTTAGTGTC
40 50 60 70 80 90

130 140 150 160 170 180
./ wwwt CGCTGCAATAATGGCATCTGTATCCCAGTTACTGAAAGCATCTTAACCCCTCACATCCCG

v s a4 s s ewe P i B!
) - S : H

D3 T- CTG ACAAGTGTGAAGCCTAGAAGAATTACTGGCTTGATGGTGATCTTTCTGTATCCG
100 110 120 130 140 150
190 200 210 220 230

. /wwwt GCTCTGGATGGTACT - CGGCACAGAGATCGAAACCACGGTCATTACTCAAACCATGA- - -

T . P R T R S ST I S S S ST S S S SR
B ~ EE - A H

D3 GCAA—-GACAGACCTTCTCCACAGTAAC--AACGCTGGAATATTTCT AGTCCATGAGAG
160 170 180 190 200

240 250 260 270 2890 290
. Jwwwt CTTGGGATGGCAGAATCTAGGAAGACC----ACACACTAAGATGTCACATATAAAAGGG

« . . ]
s ‘. H

D3 CCTT-~-TTCTLCTATGCTTGGTACACACTTGACCTTCTTTCAGGACAGGTTTACA GAT
210 220 230 240 250 260

300 310 320 330 340 350
« /wwat CATGAAGGAGACCCCTGCCTACGATCATCAGACTGCA”TGAAGGGTTTTGCTGTGCTCGT

D3 CTTGGhCCAGAA--GTGTCTA GCACAACACAATCC—-TGAGGCA ————— CAGTC--—-T

270 280 2390 300
360 370 380 380 400 410

Jwwwt CATPTCTGGACCAAAATCTGCAAACCAGTGCTCCATCAGGGGGAAGTCTGTACCAA ~-ACA

. [ 102 [ (IR 4
. . R

D3 GATGACCGGAG ACAAACAG AACCTTCTTGTCCTTTGGTGTGATACATTTTTGAAGACA
310 320 330 340 350 360
420 430 440 450 460 470

. Swwwt ACGCAAGAAGGGTTCTCATGGGCTGGAAATTTTCCAGCGTTGCGRCTGTGCGAAGGGCCT

D3 AGGT------ GGTTCTT ----- CTGGAA--TACCCATCCAAG ~~~~~ GTGCTATGATCAT

370 380 390 400
480 4930 500 510 520
. /wwwt GTCTTGCAAAGTRTGGAAAGATGC---CACCTACTCCTCCAAAGCCAGACTCCATGTGTG
D3 TA ---CAAAGCTTTCAGTGATGGTTTCCTCAATTTCTCC----TCGGAAATGATTTTGA
410 420 430 440 450 460
5§30

. fwwwt TCAGAAAATT

D3 TCAGAAG- - -
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ALIGN calcula una alineacién global de dos secuencias

Version 2.0u, citese por favor: Myers y Miller, CABIOS (1989) 4:11-17
Seq 12 537 nt frente a D4 rev 416 nt

Matriz de puntuacién: ADN, penalizaciones de hueco: -14/-4

Identidad del 45,0%; puntuacién de alineacién global: -297
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10 20 30 40 S0 60
. /wwwt GAATTCGGCACGAGGGTTGGGAGGTATTGCCACAGTCCCCACCAAGGATCATCGGCCTGC

$: 13 S P S

..
s 3 P L

Dg e -ecm---- CTTGCGTTGTTTGGTACAGACT---TCCCCCTGATGGAGCACTGGTTTGC
10 20 30 40
70 a0 90 100 110 120

. /wwwt ATGGTGTGTCGOAGAAARAAGAAGCGCTGCCACCGAGATGGCATGTGCTGCCCCAGTACC

T tisasa . ] . v o o. -
H H LI HE RS :

D4 AGATTTTGGTCCAGAAATGACGAGCACAGCAAAACCCTTCA ATG -------- CAGT--C
50 60 70 80 90

130 140 50 160 170
. /wwwt CGCTGCAATAAT - GGCATCTGTATCCCAGTTACTGAAAGCATCTTAACCCCTCACATCCC

. - P R
1 1 Torre et : s [ N T

Da TGATG--ATCGTAGGCAGGGGTCTCC ------- TTCATGCCCTTTTATATGTGACATCTT
100 1.0 120 130 140
180 190 200 210 220 230

. [wwwt GGCTCTCGATGGTACTCGGCACAGAGATCGAAACCACGGTCATTACTCAAACCATGACTT

$s e . st
. . ;

D4 AG---TGTGTGGTCTTC ————— CTAGRTT ------- CTGCCAT'~CCCAAGTCATGGTTT
150 160 170 180 190
240 250 260 270 280 290

/wwwt GGGATGGCAGAATCTAGGAAGACCACACACTAAGATGTCACATATAAAAGGGCATGAAGG

s .. PR s s
HES- ¢

D4 v e em e AGTA= == - - - ATGACCGTGGTTTC- GATCTCT ~ - ~ - - = - - chc—-~--c

2C0 210 220
300 310 320 330 340 3s0

. /wwwt AGACCCCTGCCTACGATCATCAGACTGCAT- ?GAAGPGTTTTGCFGTGPTC GTCATTTC

. T 0% ¢ . e P I T S R
N LRI S I L1 PR B N .5

D4 AG--~«---~--~ 1ACCATCCAGAGCCGGGATGTGAGGGGTTAAGATGCTTTCAGTAACT -
230 240 250 260 270

360 370 380 390 400 410
. /wuwt TGGACCAAAATCTGCAAACCAGTGCTCCATCAGGGGGAAGTCTGTACCAAACAACGCAAG

T2 . : . PR sty H vt
I : et 8 i3

D4 GCGATACAGATG ------ CCATTATTGCA'-~GCGGGTA--CTGGGGCAGCACATGCCAT

280 290 300 310 320
420 430 440 450 460 470

. fwwwt AAGGGTTCTCATGGGCTGGAAAITTTCCAGCGTTGCGACTGTGCGAAGGGCCTGTCTTGC

RS e 2 : s . e os g v .
HE M LIRS H

D4 CTCGATGG-CA- GCGCTTCT‘-TTTTTCTCCGACAC ACCATGC---AGGCCGATGATCC
330 340 350 360 370
480 430 500 510 520 530

. [/wwwt AAAGTATGGMAGA’PGCCACCTACTCCTCCAAAGCCAGACTCCA‘IGTGTGTCAGAAAATT

: H e e H R . ‘ s : .
I H

D4 TTGGTGGGGACTG TGGCA---ATACCTCCCAA---~~ -~~~ CNGCTGTGCC--—GAANT

380 390 400 410
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ALIGN calcula una alineacién global de dos secuencias

Version 2.0u, citese por favor: Myers y Miller, CABIOS (1989) 4:11-17
Seq 12 537 nt frente a D8 rev 355 nt

Matriz de puntuacién: ADN, penalizaciones de hueco: -14/-4

Identidad del 40,7%; puntuacién de alineacion global: -504
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10 20 30 40 50 60
. /wwwt GAATTCGGCACGAGGGTTGGGAGGTATTGCCACAGTCCCCACCRAGGATCATCGGCCTGC

. A as e . [
L - S-S LR I

o o R e e L LT PP, CCCAGTCC- -~ - - - AGGAAAACCAACCCAA
10 20
70 80 90 200 110 120

. /wwwt ATGGTGTGTCGGAGAAAAAAGAAGCGCTGCCACCGAGATGGCATGTGCTGCCCCAGTACC

T e P S AP S 'Y .. P
..... . b

D8 AAGGAA--GCCAAGTATTAAGAA -------------- ATCRCAAGG ------- CAGGA- -
30 40 50 60
130 140 150 , 160 170

. /wwwt CGCTGCAATAATGGCATCTGTATCCCAGTTA CTGAAAGCATCTTAACLCCTCACATCCC

.

D8 AGGGACAAGA~-GGGA---GAA---~AGTTGTCTGAGAACTT TTGACTGT ---------

70 80 20 100
180 130 200 210 220 230

L /wwwt GGCTCTGGATGGTRCTCGGCACAGAGATCGAAACCACGGTCATTACTCAAAPCATGACT

. e e » 1 . IR ER . . : e
PR A L O A

D8 GGCCCTGGACTTTGCTGTGCT ---------------- GTCATTTTTGGACGAA--AATT
110 120 130 140
240 250 260 270 280 290

. /Wwwt GGGATGGCAGAA- TCTAGGAAGACCACACACTAAGATGTCACATATAAAAGGGCATGAAG

3 . ¢ e . L2 T S S P IP

D8 TGTAAGCCAGTCCTTTTGGAGGGACA -------- GGTCTGCTCCAGAAGAGGGCATAAAG
150 160 170 180 130
300 310 320 330 340 350

. /wwwt CAGACCCCTGCCTACGATCATCAGACTGCATTGAAGGGTTTTG CTGTGCTCGTCATTIC

3 L - A

D8 ----ACACTGCTCAAGCTC-~CAGAAATC TTCCAGCGTTGCGACTGTGGCC -------- c

200 210 220 230 240
360 170 380 390 400 410

. fwwwt TGGACCAAAATCTGCAAACCAGTGCTCCATCAGGGGGAAGTCTGTACCAAACAACGCAAG

D8 TGGACTACTGTGTCGAAGCCAATTGACCAGCAATCGGCAG ---------------------
250 260 270 280

420 430 440 450 460 470
< Suwwt AAGGGTTCTCATGGGCTGGAAATTTTCCAGCGTTGCGACTGTGCGAAGGGCCTGTCTTGC

T 13 . [ 2
H MR

DB -eemm-o-- CAT- ~GCTCGA-- - < - = == TTAAGAGTATGCCAAR- - - - - RAATAGA
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290 300 310
480 490 500 510 520 530
. /wwwt AAAG-TATGGAAAGATGCCCACCTACTCCTCCAAAGCCAGACTCCATGTG TGTCAGAAAAT
D8 AAAGCTAT-~AAATATTTCA - -AAAT- - - - -AAAGA-AGAATCCACAT-TGC- - e v =~ =
320 330 340 350
Jwwwt T
jol:)
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