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DESCRIPCION
Factor de transcripcion TIF-IA de la ARN polimerasa I.

La presente invencién se refiere a un factor de transcripcion TIF-IA de la ARN polimerasa I y a proteinas afines a
éste, cuya concentracion y/o actividad estdn correlacionadas con la tasa de proliferacion celular, asi como a secuencias
de ADN que codifican para estas proteinas. La presente invencion se refiere ademds a un factor de transcripcién TIF-
IA de la ARN polimerasa I o ligandos unidos a proteinas afines a éste, por ejemplo anticuerpos, antagonistas, asi
como ribozimas o ARN antisentido dirigidos frente a la expresion de TIF-IA. Finalmente, la presente invencion se
refiere a medicamentos y a procedimientos de diagndstico, en los que se emplean los compuestos citados anterior-
mente.

La sintesis de ARN ribosémicos (ARNr) mediante la ARN polimerasa I (Pol I) se regula de manera extremada-
mente eficaz dependiendo de sefiales externas, tales como por ejemplo factores de crecimiento, hormonas, nutrientes
y efectores para el crecimiento y diferenciacién. De manera correspondiente a esto, en células tumorales que presen-
tan crecimiento celular incontrolado, se eleva drasticamente la tasa de sintesis del ARNr (Grummt, I.: “Regulation of
Mammalian Ribosomal Gene Transcription by RNA Polymerase 1.”, Progr. NAR & Mol. Biol. (1999) 62, 109-154).
Sin embargo, los mecanismos moleculares, que enlazan la actividad de transcripcion de genes de clase I con el creci-
miento celular, todavia se desconocen ampliamente. La aclaracién de los procesos, mediante los cuales se transfieren
seflales extracelulares en el nucleolo o niicleo celular para influir alli positiva o negativamente en la tasa de transcrip-
cion, requiere por tanto el andlisis estructural y funcional de los factores de proteina que participan en el proceso de
transcripcion, el estudio de sus interacciones asi como la identificacién de enzimas modificadoras, por ejemplo protei-
na cinasas y proteina fosfatasas, que regulan la actividad de determinados factores de transcripciéon dependiendo de la
tasa de proliferacién celular.

Un factor que es responsable de la regulacion dependiente del crecimiento de la transcripcién de ADNr es TIF-
IA, cuya concentracién y/o actividad fluctia dependiendo de la tasa de proliferacién de las células. TIF-IA ya se
identificé funcionalmente en 1983 (Buttgereit et. al., Nucleic Acids Res. 13 (1985), 8165-8180) y se caracterizd
bioquimicamente en los siguientes afios (Mahajan y Thompson, J. Biol. Chem. 265 (1990), 16225-16233; Schnapp et
al., Mol. Cell. Biol. 13 (1993)., 6723-6732). Estos estudios proporcionaron los siguientes resultados importantes: (1)
TIF-IA es un factor de iniciacién esencial para Pol I, que parece ser homélogo funcionalmente al factor o~ bacteriano.
Tal como se muestra para el factor o, TIF-IA también estd asociado a la forma competente de iniciacién de la Pol
I, la Pol I “holoenzima”, y se libera tras la reaccién de iniciacién de Pol I; (2) la cantidad y/o actividad de TIF-IA
estd correlacionada con la tasa de proliferacion de las células, es decir, los extractos de células con detencién del
crecimiento son transcripcionalmente inactivos, sin embargo pueden complementarse mediante la adicion de TIF-IA
parcialmente purificado; y (3) la purificaciéon bioquimica de TIF-IA dio como resultado que estaban presentes menos
de mil moléculas de TIF-IA incluso en células que crecen exponencialmente.

El documento WO-99/06549 A2 se refiere a 5° EST para proteinas secretadas expresadas en testiculos u otros
tejidos.

Debido a las propiedades bioldgicas de TIF-IA puede partirse de que éste puede ser ttil para la prevencion y/o
tratamiento de enfermedades, en las que es terapéuticamente conveniente una estimulacién de la proliferacién celu-
lar mediante una activacién de la sintesis de ARNr celular, por ejemplo para ayudar en la regeneracioén de tejidos
tras lesiones o radioterapia. Por otro lado, también puede usarse la posibilidad de la inactivacién de TIF-IA para la
inhibicién de la proliferaciéon o para la prevencién y/o tratamiento de enfermedades, que van acompafiadas de una
proliferacién celular elevada, por ejemplo enfermedades tumorales. Una inactivacion de este tipo puede tener lugar a
diferentes niveles, por ejemplo a nivel genético (“deficiencia”, inhibicién de la traduccién mediante ARN antisentido
o ribozimas) o nivel proteico (antagonistas o ligandos que inhiben a TIF-IA, inhibidores cinasa/fosfatasa, inhibicién
de la unién de TIF-TA a Pol I, etc.). Sin embargo, el requisito para las posibilidades terapéuticas tratadas anteriormente
es que esté a disposicion TIF-IA como proteina en cantidades suficientes y en la forma mds pura posible o el gen que
codifica para TIF-IA, lo que permite por un lado su produccién recombinante, por otro lado también un tratamien-
to basado en terapia génica. Sin embargo, hasta ahora era extremadamente dificil incluso la purificacién parcial de
TIF-IA, dado que, tal como ya se expuso, la proteina esta presente sélo en cantidades muy reducidas en la célula y
ademds probablemente es muy labil. Partiendo de varios cientos de litros de células cultivadas, si bien pudo purifi-
carse TIF-IA a través de una combinacién de nueve etapas cromatograficas, correlaciondndose la actividad de TIF-
IA con una proteina de 75 kDa (Schnapp et al., citado anteriormente), sin embargo hasta ahora no fueron suficientes
ni la pureza ni la cantidad de TIF-IA bioquimicamente purificado, para su uso terapéutico o para poder determinar
secuencias de aminodcidos parciales, 1o que hubiera permitido el desarrollo de sondas para el gen que codifica para
TIF-IA.

Por consiguiente, la presente invencion se basa en el problema técnico de proporcionar (1) la proteina TIF-IA en
cantidad suficiente y forma pura y (2) el gen que codifica para TIF-IA, lo que permite por ejemplo su produccién
recombinante.

La solucién de este problema técnico se consigue proporcionando las formas de realizacion caracterizadas en las
reivindicaciones.
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Por consiguiente, es objeto de la presente invencién una secuencia de ADN, que codifica para un factor de trans-
cripcion TIF-TA de la ARN polimerasa I con la secuencia de aminodcidos mostrada en la figura 2, conteniendo la
secuencia de ADN en una forma de realizacién preferida la secuencia de dcido nucleico mostrada en la figura 2.

La presente invencion se basa en el aislamiento de una secuencia de ADNc, que codifica para TIF-IA humano.
Dado que hasta ahora no era posible proporcionar TIF-IA en cantidades y pureza tales que (partiendo por ejemplo de
una secuencia de aminodcidos parcial) pudieran desarrollar sondas para la clonacién exitosa del gen, se introdujo en la
presente invencion otra estrategia para la determinacién del gen que codifica para TIF-IA. A este respecto, se buscaron
en bancos de genes secuencias de ADN que presentan homologia con genes, que son responsables de la transcripcién
de Pol I en levadura. Este modo de proceder que finalmente conduce al aislamiento de un clon que codifica para TIF-
IA, se describe detalladamente en los ejemplos a continuacion.

La presente invencidn se refiere ademds a una secuencia de ADN, que codifica para una proteina con las propie-
dades biolégicas de un factor de transcripcion TIF-IA de la ARN polimerasa I, que se diferencia de la secuencia de
ADN de la figura 2 en la secuencia de codones debido a la degeneracion del cddigo genético, o que es un fragmento
de las secuencias de ADN citadas anteriormente.

El término “hibridar” utilizado en esta solicitud se refiere a condiciones de hibridacién convencionales, preferible-
mente a condiciones de hibridacion en las que se usa como disolucién 5x SSPE, SDS al 1%, 1x solucién de Denhardt
y/o las temperaturas de hibridacién se encuentran entre 35°C y 70°C, preferiblemente a 65°C. Tras la hibridacién se la-
va preferiblemente en primer lugar con 2x SSC, SDS al 1% y después con 0,2x SSC a temperaturas entre 35°C y 70°C,
preferiblemente a 65°C (para la definicién de SSPE, SSC y solucién de Denhardt véase Sambrook et al., Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, 2* edicién, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor NY (1989)).
Se prefieren especialmente condiciones de hibridacién rigurosas, tales como por ejemplo se describen en Sambrook et
al., citado anteriormente.

Los términos “variantes” o “fragmento” utilizados en la presente solicitud comprenden secuencias de ADN,
que se diferencian con respecto a las secuencias indicadas en la figura 2 mediante deleccién/delecciones, inser-
cién/inserciones, intercambio(s) y/u otras modificaciones conocidas en el estado de la técnica o comprende un frag-
mento de la molécula de 4cido nucleico original, presentando atin la proteina codificada por estas secuencias de ADN
las propiedades bioldgicas de TIF-IA y siendo biolégicamente activa en mamiferos. A esto también pertenecen va-
riantes de alelo. El experto conoce procedimientos para la generacidn de las alteraciones citadas anteriormente en la
secuencia de dcido nucleico y estdn descritos en trabajos de referencia de biologia molecular, por ejemplo en Sam-
brook et al., citado anteriormente. El experto también puede determinar, si una proteina codificada por una secuencia
de 4cido nucleico modificada de ese modo dispone atn de las propiedades bioldgicas de TIF-IA.

Mediante la disminucién o inhibicién de la expresion de las secuencias de ADN descritas anteriormente, puede
reducirse o eliminarse la sintesis de TIF-IA o proteinas afines, lo que por ejemplo es deseable en los estados de enfer-
medad descritos en la introduccién. Por tanto, otra forma de realizacién preferible de la presente invencion se refiere
aun ARN antisentido, que se caracteriza porque es complementario a las secuencias de ADN citadas anteriormente
y puede reducir o inhibir la sintesis de TIF-IA codificado por estas secuencias de ADN y un ribozima caracteriza-
do porque es complementario a las secuencias de ADN citadas anteriormente y puede unirse especificamente al ARN
transcrito por estas secuencias de ADN y puede escindir éste, mediante lo cual se reduce o se inhibe también la sintesis
de TIF-IA codificado por estas secuencias de ADN. Preferiblemente, estos ARN antisentido y ribozimas son comple-
mentarios a un segmento codificante del ARNm. El experto puede producir y emplear, partiendo de las secuencias de
ADN dadas a conocer, ARN antisentido adecuados. Modos de proceder adecuados se describen por ejemplo en los
documentos EB-B1 0 223 399 o EP-A1 0 458. Los ribozimas son ARN-enzimas y estin compuestos por una unica
cadena de ARN. Estos pueden escindir de manera intermolecular otros ARN, por ejemplo los ARNm transcritos por
las secuencias de ADN segin la invencion. Estos ribozimas deben disponer principalmente de dos dominios, (1) un
dominio catalitico y (2) un dominio que es complementario al ARN diana y puede unirse a éste, lo que es el requisito
para una escisién del ARN diana. Partiendo de los modos de proceder descritos en la bibliografia, es posible entretan-
to construir ribozimas especificos que cortan un ARN deseado en un punto preseleccionado, determinado (véase por
ejemplo Tanner ef al., en: Antisense Research and Applications, CRC Press, Inc. (1993), 415-426). Preferiblemente,
los ARN antisentido o ribozimas segin la invencién presentan una regién que es complementaria al ADN diana a
través de una longitud de 12 nucleétidos, preferiblemente 15 nucleétidos, mas preferiblemente 20 nucleétidos.

Las secuencias de ADN segtn la invencién o los ADN que codifican para los ribozimas o ARN antisentido descri-
tos anteriormente pueden insertarse también en un vector o vector de expresion. Por consiguiente, la presente invencién
comprende también vectores o vectores de expresion que contienen estas secuencias de ADN. La denominacién “vec-
tor” se refiere a un plasmido (pUC18, pBR322, pBlueScript etc.), a un virus u otro vehiculo adecuado. En una forma de
realizacion preferida, la molécula de ADN segtin la invencién en el vector estd enlazada funcionalmente con elemen-
tos reguladores, que permiten su expresion en células huésped eucariotas o procariotas. Tales vectores que contienen
ademds de los elementos reguladores, por ejemplo un promotor, normalmente un origen de replicacién y genes espe-
cificos, que permiten la seleccion fenotipica de una célula huésped transformada. A los elementos reguladores para la
expresion en procariotas, por ejemplo E. coli, pertenecen el promotor lac, trp o promotor T7, y para la expresion en
eucariotas el promotor AOX1 o GALI en levaduras y el promotor del CMYV, del VS40, del VSR-40, potenciador del
CMV o del VS40 para la expresion en células animales. Otros ejemplos de promotores adecuados son el promotor de
la metalotioneina I y el de la polihedrina. A los vectores de expresién adecuados para E. coli pertenecen por ejemplo
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pGEMEX, derivados de pUC, pGEX-2T, pET3b y pQE-8, prefiriéndose el ultimo. A los vectores adecuados para la
expresion en levaduras pertenecen pY100 e Ycpadl, para la expresion en células de mamifero pMSXND, pKCR,
pEFBOS, cDMS8 y pCEV4. A los vectores de expresion segun la invencidn pertenecen también los vectores derivados
de baculovirus para la expresién en células de insecto, por ejemplo pAcSGHisNT-A.

Pueden usarse procedimientos generales conocidos en el campo técnico para la construccidn de vectores de expre-
sién que contienen las secuencias de ADN segtin la invencion y secuencias control adecuadas. A estos procedimientos
pertenecen por ejemplo técnicas de recombinacién in vitro, procedimientos sintéticos, asi como procedimientos de
recombinacién in vivo, tal como se describen por ejemplo en Sambrook et al., citado anteriormente. Las secuencias
de ADN segtin la invencién también pueden insertarse junto con un ADN que codifica para otra proteina o péptido,
de modo que las secuencias de ADN segtin la invencion pueden expresarse por ejemplo en forma de una proteina de
fusién.

La presente invencion se refiere también a las células huésped que contienen vectores descritos anteriormente. A
estas células huésped pertenecen bacterias (por ejemplo las cepas de E. coli HB101, DHI, x1776, IM101, IM109,
BL21 y SG13009), levaduras, preferiblemente S. cerevisiae, células de insecto, preferiblemente células sf9, y célu-
las animales, preferiblemente células de mamifero. Células de mamifero preferidas son células CHO, VERO, BHK,
HeLa, COS, MDCK, 293 y WI38. Se conocen en el campo técnico procedimientos para la transformacién de estas
células huésped, para la seleccion fenotipica de transformantes y para la expresion de las moléculas de ADN segun la
invencién usando los vectores descritos anteriormente.

La presente invencion se refiere ademads a un factor de transcripcion TIF-IA de la ARN polimerasa I codificado por
las secuencias de ADN segtn la invencion o a proteinas con su actividad bioldgica asi como a procedimientos para su
produccioén recombinante usando los vectores de expresion segtin la invencién. El procedimiento segin la invencién
comprende cultivar las células huésped descritas anteriormente en condiciones, que permiten la expresién (preferible-
mente la expresion estable) de la proteina (o proteina de fusién) y obtener la proteina a partir del cultivo o a partir
de las células huésped. El experto conoce condiciones para cultivar células huésped transformadas o transfectadas.
También se conocen en general procedimientos de purificacién adecuados (por ejemplo cromatografia preparativa,
cromatografia de afinidad, por ejemplo cromatografia de inmunoafinidad, HPLC, etc.).

También son titiles ligandos frente a las proteinas segtin la invencion descritas anteriormente (TIF-IA o proteinas
afines). Estos ligandos pueden usarse por ejemplo en ensayos de diagndstico o para fines terapéuticos, produciéndose
su inhibicién tras la unién a la molécula diana, es decir TIF-IA, es decir ya no puede unirse a su diana, Pol I, y por
consiguiente ya no puede activar ésta. El experto conoce procedimientos para el asilamiento o la sintesis de tales
ligandos. Por ejemplo, pueden seleccionarse compuestos que inhiben la actividad posiblemente ttiles en extractos de
productos naturales como material de partida. Tales extractos pueden proceder por ejemplo de hongos, actinomicetos,
algas, insectos, protozoos, plantas y bacterias.

Segin la invencidn, en el caso del ligando se trata de un anticuerpo o un fragmento del mismo. Estos anticuerpos
pueden ser anticuerpos monoclonales, policlonales o sintéticos o fragmentos de los mismos. En este contexto, el
término “fragmento” significa todas las partes del anticuerpo monoclonal (por ejemplo fragmentos Fab, Fv o “Fv de
cadena sencilla”), que presentan la misma especificidad de epitopo que el anticuerpo completo. El experto conoce la
produccion de tales fragmentos. Preferiblemente se trata en el caso de los anticuerpos segtin la invencion de anticuerpos
monoclonales. Los anticuerpos segtn la invencidn pueden producirse segtin procedimientos convencionales, sirviendo
como inmundgeno preferiblemente TIF-IA codificado por las secuencias de ADN segtn la invencién o un fragmento
sintético del mismo. El experto conoce procedimientos para la obtencién de anticuerpos monoclonales.

En una forma de realizacion especialmente preferida, el anticuerpo monoclonal mencionado es un anticuerpo que
procede de un animal (por ejemplo ratén), un anticuerpo humanizado o un anticuerpo quimérico o un fragmento del
mismo. Los anticuerpos quiméricos, anticuerpos humanizados o similares a humanos tienen una antigenicidad poten-
cial disminuida, sin embargo no estd disminuida su afinidad frente a la diana. La produccién de anticuerpos quiméricos
y humanizados o anticuerpos similares a los anticuerpos humanos se ha descrito detalladamente (véanse por ejemplo
Queen et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86 (1989), 10029, y Verhoeyan et al., Science 239 (1988), 1534). Las inmu-
noglobulinas humanizadas presentan segmentos de estructura principal variables, que proceden esencialmente de una
inmunoglobulina humana (con la denominacién inmunoglobulina aceptora) y la complementariedad de los segmentos
determinantes, que proceden esencialmente de una inmunoglobulina no humana (por ejemplo del ratén) (con la deno-
minacién inmunoglobulina donadora). El/los segmento(s) constante(s) procede(n), en caso de que exista(n), también
esencialmente de una inmunoglobulina humana. En el caso de administracién a pacientes humanos, los anticuerpos
humanizados (asi como los humanos) ofrecen una serie de ventajas con respecto a anticuerpos de ratones u otras
especies: (a) el sistema inmunitario humano no debe reconocer como extrafia la estructura principal o el segmento
constante del anticuerpo humanizado y por tanto debe producirse en menor medida la respuesta de anticuerpo frente
a un anticuerpo inyectado de este tipo que frente a un anticuerpo de ratén completamente extrafio o un anticuerpo
quimérico parcialmente extrafio; (b) dado que el segmento efector del anticuerpo humanizado es humano, interaccio-
na mejor con otras partes del sistema inmunitario humano, y (c) los anticuerpos humanizados inyectados presentan
un tiempo de vida media, que es esencialmente equivalente al de los anticuerpos humanos que se producen de mane-
ra natural, lo que permite administrar dosis menores y menos frecuentes en comparacién a los anticuerpos de otras
especies.
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Los anticuerpos segtn la invencién pueden usarse por ejemplo también para la inmunoprecipitacién de TIF-IA
seglin la invencidn, para el asilamiento de proteinas afines a partir de bancos de expresion de ADNc o para fines de
diagnéstico (véase mds adelante). La presente invencion se refiere también a un hibridoma, que genera el anticuerpo
monoclonal descrito anteriormente.

También se mencionan antagonistas para TIF-IA o proteinas afines con éste. Estos permiten igualmente in vivo una
inhibicion de la tasa de transcripcién del ARNr. A los posibles antagomstas pertenecen peptldos que pueden obtenerse
debido a que se seleccionan por ejemplo oligopéptidos con secuencias generadas segun el prlnc1p10 aleatorio, para
poder detectar inhibidores de TIF-IA de ese modo. Tales péptidos pueden usarse directamente como principios activos
o para detectar la orientacién o la ubicacién de un grupo funcional, que puede inhibir la actividad de TIF-IA, lo que
a su vez conduce al disefio y a la comprobacién de una molécula pequefia inhibidora, o mediante lo cual el péptido
pasa a ser la cadena principal para la modificacién quimica, que aumentan sus posibilidades de uso farmacolégico. En
el caso del péptido puede tratarse de imitadores estructurales, pero pueden usarse también programas de modulacién
de moléculas, para disefiar imitadores (basdndose en la estructura secundaria y/o terciaria caracteristica de TIF-IA).
Entonces tales imitadores estructurales pueden usarse in vivo como inhibidores de TIF-IA. A los compuestos que
actian como antagonistas pertenecen también por ejemplo moléculas de TIF-IA inactivas. Si estos se administran o se
expresan en concentracion suficientemente elevada, esto conduce al empobrecimiento en moléculas de TIF-IA activas
necesarias y debido a eso actian como antagonistas de TIF-IA.

La presente invencién permite también la realizacién de medidas terapéuticas en las alteraciones tratadas ante-
riormente de la proliferacion celular o las enfermedades que estdn relacionadas con esto, es decir los anticuerpos,
ribozimas, ARN antisentido y/o secuencias de ADN segtn la invencion, descritos anteriormente pueden usarse tam-
bién para la produccién de un medicamento, por ejemplo para controlar la expresién de TIF-IA (o de la proteina afin
a éste) o para intercambiar una forma mutada del gen por una forma funcional, por consiguiente, por ejemplo por un
lado para la produccién de un medicamento para la prevencién o el tratamiento de enfermedades, que estdn asocia-
das a una proliferacion celular elevada o para la inhibicién de la proliferacion celular, especialmente enfermedades
tumorales, por otro lado para la produccién de un medicamento para la prevencion o el tratamiento de enfermedades,
que estdn asociadas a una proliferacion celular reducida o para la estimulacién de la proliferacion celular, por ejemplo
para fomentar la generacién de tejido. Por ejemplo, puede introducirse el TIF-IA segtin la invencién en mamiferos,
especialmente en seres humanos, mediante medidas habituales. Para esto puede ser favorable acoplar la proteina a
una proteina no considerada como extrafia por el cuerpo respectivo, por ejemplo transferrina o albiimina sérica bovina
(BSA). También puede introducirse y expresarse un ribozima, una ARN antisentido o una secuencia de ADN segtin
la invencién en mamiferos, especialmente los seres humanos. Con un ligando segtin la invencién, por ejemplo un an-
ticuerpo monoclonal, puede controlarse y regularse la expresion de TIF-IA o de las proteinas afines. También pueden
usarse para esto antagonistas para TIF-IA, para atenuar o bloquear completamente de ese modo la accién de TIF-IA
activo.

Por consiguiente, la presente invencion se refiere también a un medicamento, que contiene las secuencias de ADN,
ARN antisentido, el ribozima, el vector de expresion, la proteina y/o el anticuerpo segun la invencion descritos ante-
riormente. Estos medicamentos contienen dado el caso ademds un portador farmacéuticamente compatible. El experto
conoce portadores adecuados y la formulacién de medicamentos de este tipo. A los portadores adecuados pertenecen
por ejemplo disoluciones de cloruro de sodio tamponadas con fosfato, agua, emulsiones, por ejemplo emulsiones acei-
te/agua, agentes humectantes, disoluciones estériles etc. La administracién de los medicamentos puede tener lugar por
via oral o por via parenteral. A los procedimientos para la administracion oral pertenecen la administracion tdpica,
intraarterial, intramuscular, subcutdnea, intramedular, intratecal, intraventricular, intravenosa, intraperitoneal o intra-
nasal. La dosificacién adecuada se determina por el médico encargado y depende de diferentes factores, por ejemplo
de la edad, del sexo, del peso del paciente, del estadio de la enfermedad, del tipo de administracion, etc.

Preferiblemente se insertan las secuencias de ADN descritas anteriormente en un vector adecuado para la terapia
génica, por ejemplo bajo el control de un promotor especifico de tejido, y se introducen en las células. En una forma de
realizacion preferida, el vector que contiene las secuencias de ADN descritas anteriormente es un virus, por ejemplo
un adenovirus, virus vaccinia o adenovirus. Se prefieren especialmente retrovirus. Ejemplos de retrovirus adecuados
son VLMM, VSMH, VTMM, VSR o VLG. Para fines de terapia génica pueden transportarse las secuencias de ADN
segun la invencién también en forma de dispersiones coloidales a las células diana. A éstas pertenecen por ejemplo
los liposomas o lipoplexos (Mannino et al., Biotechniques 6 (1988), 682). Esta terapia génica puede aplicarse tanto
para el aumento de la tasa de proliferacion de las células (por ejemplo con un vector, que contiene el gen para TIF-IA
activos) como para una reduccién de la tasa de proliferacién (con un vector, que contiene un gen para un ribozima, un
ARN antisentido o una forma inactiva de TIF-IA (“desactivada’)).

La presente invencién permite también analizar alteraciones de la expresion de TIF-IA o proliferacion celular
a un nivel genético. Con una secuencia de ADN segtn la invencién o sondas o cebadores derivados de la misma
puede determinarse en mamiferos, especialmente en el ser humano, si contienen un gen de TIF-IA modificado, que
conduce a una forma mutada de la proteina, que ya no es bioldgicamente activa, o si por ejemplo el TIF-IA se expresa
demasiado poco o con demasiada intensidad. Para ello, el experto puede realizar procedimientos habituales, tales como
transcripcion inversa, PCR, LCR, hibridacion y secuenciacion. También los ligandos segun la invencion, por ejemplo
los anticuerpos o fragmentos de los mismos, son adecuados para el diagnéstico, es decir por ejemplo para detectar la
presencia y/o la concentracidn del TIF-IA, una forma acortada o alargada de esta proteina etc., en una muestra. Los
anticuerpos pueden unirse por ejemplo en inmunoensayos en fase liquida o a un portador sélido. A este respecto los
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anticuerpos pueden estar marcados de diferente manera. Los marcadores y procedimiento de marcaje adecuados son
conocidos en el campo técnico. Ejemplos de inmunoensayos son ELISA y RIA.

Por consiguiente, la presente invencidn se refiere también a un procedimiento de diagndstico para detectar una
expresion de TIF-TA alterada, en el que se pone en contacto una muestra con la secuencia de ADN segtin la invencion o
el ligando segtn la invencidn, por ejemplo un anticuerpo monoclonal o un fragmento del mismo y luego se determina
directa o indirectamente, si la concentracién, longitud y/o secuencia del factor de transcripcion TIF-IA de la ARN
polimerasa I o del ARNm que lo codifica se diferencian en comparacién con una muestra control. Las sondas que
pueden usarse para este procedimiento de diagndstico comprenden también cebadores basados en las secuencias de
ADN segtin la invencion, por ejemplo para una PCR.

Finalmente, la presente invencion se refiere a un kit de diagndstico para la realizacién del procedimiento de diag-
nostico descrito anteriormente, que contiene una secuencia de ADN segin la invencioén o los ligandos segtn la inven-
cién descritos anteriormente, por ejemplo un anticuerpo monoclonal o el fragmento del mismo. Segtin la configuracién
del kit de diagndstico, la secuencia de ADN o el ligando pueden estar inmovilizados.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1: Comparacién de las secuencias de aminoécidos de rrn3p de S. cerevisiae (rrn3p) y proteinas homologas
de S. pombe (pombe), C. elegans (cec36e8) y Arabidopsis thaliana (ATAC)

Figura 2: Secuencia de ADNc humano TIF-IA y secuencia de aminoécidos derivada
Figura 3: Andlisis de transferencia tipo Northern

Para detectar las secuencias de TIF-IA se hibridaron ARN extraidos de diferentes tejidos (Clontech: 7760-1) con
ADNCc de TIF-IA marcado radiactivamente (clon pBS-hTIF-IA) y posteriormente se realizé una autorradiografia.

Los siguientes ejemplos explican la invencién.

Ejemplo 1
Identificacion de una secuencia de ADNc de TIF-IA

Se conocen productos génicos de genes de levadura, que son necesarios para la transcripcion de Pol I en S. cerevi-
siae. En el caso de uno de los productos génicos, rrn3p, se trata de una proteina de 72 kDa, que estd asociada con la
tercera subunidad mas grande de Pol I (RPA49). Esta parece o bien no estar presente o ser transcripcionalmente inac-
tiva en cultivos de levadura estacionarios. Tales propiedades caracterizan también a TIF-IA. Por tanto, el solicitante ha
supuesto que en el caso de rrn3p y TIF-IA podria tratarse de proteinas funcionalmente homélogas. Por tanto se ha rea-
lizado una bisqueda amplia en diferentes bases de datos, para obtener informacién sobre la posible existencia de una
proteina homologa a rrn3p en otros organismos. Con ayuda del programa “BLAST” se han identificado homologias
entre rrn3p de S. cerevisiae y un producto génico de S. pombe (ID Swissprot YAQA_SCHPO), un producto génico
de Arabidopsis thaliana (PID:g3132470) y un producto génico de C. elegans (PID:g3924707). Las comparaciones
de las secuencias de aminodcidos se muestran en la figura 1. Estas se realizaron segtin el algoritmo de Vingron y
Argos, J.Mol.Biol.218 (1991), 33-43, y muestran en mayusculas los segmentos conservados. De esto pudo deducirse
la siguiente secuencia consenso para el segmento C-terminal:

FNSLFKSFENTVLNTYKSRYTQFLIFYACSLDPENCDXFLSKLVEVFLSSNKAXAKRQASA
RYIGSYVARAKTLNKDT I PXX XK XX XX XXX XXX XXX XX XXX XXX XERHQIFYSGCQAIFYV
FCFRMREFLDVDRFRSQETRXXXERIVMSKLNPLKYCSPNVVLEFARIAKELGLFYVSSII
EFNDLLRS

Con esta secuencia “de niicleo”, el solicitante ha analizado bancos de secuencias genémicos y EST humanas. A
este respecto se encontraron tres segmentos de homologia en la secuencia genémica de un clon “BAC” (CIT987SK-
270G1, nimero de registro “Genbank” AF001549). En un segmento con aproximadamente 10.000 bases, que contiene
las homologias encontradas, se calcul6 una prediccion de exones con el programa “GENSCAN”, que confirmo los tres
segmentos homoélogos encontrados en la regién conservada como secuencias codificantes. Partiendo de esta secuencia
se determiné el extremo 5’ del gen homdlogo a rrn3p con un 5’RACE de un banco de ADNCc fetal humano. Mediante
“paseo génico”, estrategias de PCR dirigidas, técnicas de hibridacién, 3’RACE, secuenciacion y unién de las secciones
de genes individuales se obtuvo finalmente un clon de ADNc, que codifica para TIF-IA con un peso molecular de
aproximadamente 75 kDa. La secuencia de dcido nucleico y la secuencia de aminoécidos derivada de la misma estdn
representadas en la figura 2. Este clon de ADNc se denominé pBS-hTIF-IA. Se deposité en la DSMZ (Deutsche
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen, Coleccién Alemana de Microorganismos y Cultivos Celulares)
bajo DSM 12707 el 25/02/1999.
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Ejemplo 2
Deteccion de secuencias de TIF-IA en tejidos

Se sometieron a una hibridacién con ADNc¢ de pBS-hTIF-IA marcado con [a**P] dCTP del ejemplo 1, filtros
comerciales (Clontech: 7760-1), que contenian ARN de corazon, cerebro, placenta, pulmén, higado, miisculo esque-
Iético, rifién y pancreas. La hibridacién tuvo lugar a 65°C en 5 x SSPE, SDS al 1%, 1 x solucién de Denhardt. Tras la
hibridacién se lavé en primer lugar con 2 x SSC, SDS al 1% y después con 0,2 x SSC a 65°C.

Se mostré que las secuencias de TIF-IA en los mds diversos tejidos se expresan con diferente intensidad.

Ejemplo 3
Produccion y purificacion de un factor de transcripcion TIF-IA de la ARN polimerasa I segiin la invencion

Se dot6 el ADN de la figura 2 con ligadores BAMHI, se escindié posteriormente con BamHI y se insert6 en el
vector de expresion pQE-8 (Qiagen) escindido con BamHI. Se obtuvo el pldsmido de expresiéon pQE-8/TIF-IA. Uno
de este tipo codifica para una proteina de fusién de 6 restos de histidina (extremo N-terminal) y el Tif-IA segtin
la invencién de la figura 2 (extremo C-terminal). Se us6 pQE-8/TIF-IA para la transformacion de SG 13009 de E.
coli (véase Gottesman, S. et al., J. Bacteriol. 148, (1981), 265-273). Se cultivaron las bacterias en un medio LB
con ampicilina 100 pg/ml y kanamicina 25 ug/ml y se indujo 4 h con isopropil-3-D-tiogalactopiranésido (IPTG) 60
uM. Mediante la adicion de clorhidrato de guanidina 6 M se consiguié una lisis de las bacterias, posteriormente se
realiz6 con el lisado una cromatografia (resina de Ni-NTA) en presencia de urea 8 M de manera correspondiente a las
indicaciones del fabricante (Qiagen) del material de cromatografia. La proteina de fusién unida se eluy6 en un tampén
con pH 3,5. Tras su neutralizacién se someti6 la proteina de fusién a una electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS
al 18% y se tifié con azul Coomassie (véase Thomas, J.O. y Kornberg, R.D., J.Mol.Biol. 149 (1975), 709-733).

Se mostré que una proteina (de fusién) segin la invencién puede producirse en una forma altamente pura.
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REIVINDICACIONES

1. Secuencia de ADN, que codifica para un factor de transcripcién TIF-IA de la ARN polimerasa I con la secuencia
de aminodcidos mostrada en la figura 2.

2. Secuencia de ADN segtn la reivindicacién 1, que comprende la secuencia de 4cido nucleico mostrada en la
figura 2.

3. Secuencia de ADN, que codifica para una proteina con la propiedad biolégica del factor de transcripcion TIF-
IA de la ARN polimerasa como factor de iniciacion esencial para Pol I,

(a) diferenciandose la secuencia de ADN de la secuencia de ADN de la reivindicacion 2 en la secuencia de
codones debido a la degeneracion del cédigo genético; o

(b) siendo un fragmento de la secuencia de ADN de la reivindicacién 2 6 3(a).

4. Ribozima, que es complementario a la secuencia de ADN segtin una de las reivindicaciones 1 a 3 y que puede
unirse especificamente al ARN transcrito por esta secuencia de ADN y que puede escindirlo, mediante lo cual se
reduce o se inhibe la sintesis de la proteina codificada por esta secuencia de ADN.

5. ARN antisentido, que es complementario a la secuencia de ADN segtin una de las reivindicaciones 1 a 3 y que
puede unirse especificamente al ARN transcrito por esta secuencia de ADN, mediante lo cual se reduce o se inhibe la
sintesis de la proteina codificada por esta secuencia de ADN.

6. Vector de expresion, que contiene la secuencia de ADN segun una de las reivindicaciones 1 a 3 o que codifica
para el ribozima segtn la reivindicacién 4 o el ARN antisentido segtin la reivindicacién 5.

7. Célula huésped, que contiene el vector de expresion segun la reivindicacién 6.

8. Factor de transcripcion TIF-IA de la ARN polimerasa I aislado o proteina aislada con su actividad bioldgica
como factor de iniciacién esencial para Pol I, que estd codificado/codificada por la secuencia de ADN segtin una de
las reivindicaciones 1 a 3.

9. Procedimiento para la produccién de un factor de transcripcion TIF-IA de la ARN polimerasa o de una proteina
con su actividad bioldgica segtin la reivindicacién 8, que comprende cultivar la célula huésped segun la reivindicacién
7 en condiciones adecuadas y obtener la proteina a partir de la célula o del medio de cultivo.

10. Anticuerpo o fragmento del anticuerpo, que se une al factor de transcripcion TIF-IA de la ARN polimerasa I o
una proteina con su actividad biolégica segun la reivindicacién 8.

11. Medicamento, que contiene la secuencia de ADN segtin una de las reivindicaciones 1 a 3, el vector de expresion
seglin la reivindicacion 6, el factor de transcripcién TIF-IA de la ARN polimerasa I o una proteina con su actividad
bioldgica segtn la reivindicacién 8.

12. Medicamento, que contiene el ribozima segun la reivindicacién 4, el ARN antisentido segun la reivindicacién
5 o el anticuerpo o el fragmento del mismo segtin la reivindicacién 10.

13. Procedimiento de diagndstico para detectar una expresion de TIF-IA eventualmente alterada, en el que se
pone en contacto una muestra con la secuencia de ADN segtin una de las reivindicaciones 1 a 3 o el anticuerpo o el
fragmento del mismo segun la reivindicacién 10 y luego se determina directa o indirectamente si la concentracion,
longitud y/o secuencia del factor de transcripcién TIF-IA de la ARN polimerasa I o del ARNm que codifica para éste
se diferencian en comparacién con una muestra control.

14. Kit de diagndstico para la realizacién del procedimiento segun la reivindicacién 13, que contiene la secuencia
de ADN segtin una de las reivindicaciones 1 a 3 y/o el anticuerpo o el fragmento del mismo segin la reivindicacién
10.
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FIGURA 2
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TGECGATCTTGCTCTCCATCGACCAT TTTACTCAGC CTGCCAAGC TG TG TTC TACRCCTET
¢ o v AL H G P F Y S & C 0O AV F Y ? F

GTTTTTAGACACAAGCAGCTTTTGAGCGGAAMCCTGAAAGAACGTTTGCAGTATCTTCAG
vV F R H K g & L 8 6 N L X EG L Q@ ¥ L @

AGTCTCAATTTTGAGCGGATAGTGATGAGCCAGE TARATCCCOTGAAGATTTGCOTGECC
£ L N FP E R I V. ¥ & @ L B P L X I ¢ L P

TCAGTGGTTAACTTTTTTGCTCCAATCACAAATAARGTACCAGLC TCETCTTCTGCTACACC
S ¥ v N F F A A I T HNIXYQL WV FCYT

ATCATTGAGACGAACAATUCCCAGATGLCTGUCACTCATTAGGAGTACCGUTGGAGSACAL
I T E R NN R O ML P V I R 5 T A G G D

PCACTGLAGATCTGCACAAACCCOCTGGAC ACCTTC T TCCCCT T IGATC OO TS TGTGOTS
s v § I ¢ T N P L D T F F P T D P C V L

AAGAGGTCAMAGAAAT TCATTGATCCTATT TATCAGCTCTCCEAAGACATGAGTCCTGAN
K R § K XK F I D P I ¥ Q V W EUDWMMWS & =

GAGCTACAGGAGTTCAAGARACCCATCARAANCCACATACTCCAAGATGAAGATGATGAC
E L Q ¥ F ¥ XK P M X K D11 V EDEDDD

TTTCTCAAAGGCGAAG TGO LCAGAATGATACCGTGATTGGGATCACACCAAGCTCCTTT
F L K 6 E V P Q@ B D T WV I 6 I T P § 5 ¢

CACACGCATTTCCGAAGTCCTTCAAGTACTETGGECTCCCCACCCOTGTTETACATS S M
D T H F R 8§ P 5 § 8§ V G B P P V L ¥ M Q

CCCACGTCCCC T TGACGOUAGALAT T TG TGACTGAGA T TCACAT TTGCCATTCCCCATS
P 5 p L -~
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FIGURA 3

1234567 4~

R
‘ "—7p5
M&WW '_4 4
1,3

Carril 1: corazén

Carril 2: cerebro

Carril 3: placenta

Carril 4: pulmén

Carril &: higado

Carril 6: musculo esquelético
Carril 7: rifién

Carril 8: pancreas
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ES 2 306 658 T3

LISTA DE SECUENCIAS
(1) DATOS GENERALES:

(i) SOLICITANTE:
(A) NOMBRE: Deutsches Krebsforschungszentrum
(B) CALLE: Im Neuenheimer Feld 280
(C) LUGAR: Heidelberg
(E) PAIS: Alemania
(F) CODIGO POSTAL: 69120

(i) DENOMINACION DE LA INVENCION: Factor de transcripcién TIF-IA de la ARN polimerasa I

(iii) NUMERO DE SECUENCIAS: 2

(iv) FORMATO LEGIBLE POR ORDENADOR:
(A) SOPORTE INFORMATICO: disquete
(B) ORDENADOR: IBM PC compatible
(C) SISTEMA OPERATIVO: PC-DOS/MS-DOS
(D) SOFTWARE: PatentIn Release N° 1.0, versién n° 1.30 (EPA)

(v) DATOS DE LA SOLICITUD ACTUAL:
NUMERO DE SOLICITUD: DE 199 11 992.9

(2) DATOS CON RESPECTO A SEQ ID NO: 1:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 2040 pares de bases
(B) TIPO: nucledtido
(C) TIPO DE CADENA: no conocido
(D) TOPOLOGIA: no conocida

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADNc

(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: CDS
(B) POSICION:40..1992

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

GGAGCGGCCG CCCAGGTGCG GTCGCGTTAGT TCGGCCCA ATG GCG GCA CCG CTG
Met Ala Ala Pro Leu
1 5

CTT CAC ACG CGT TTG CCG GGA GAT GCG GCC GCT TCG TCC TCT GCA GTT
Leu His Thr Arg Leu Pro Gly Asp Ala Ala Ala Ser Ser Ser Ala Vval
10 15 20

AAG AAG CTG GGC GCG TCG AGG ACT GGG ATT TCA AAT ATG CGT GCA TTA
Lys Lys Leu Gly Ala Ser Arg Thr Gly Ile Ser Asn Met Arg Ala Leu
25 30 35

GAG AAT GAC TTT TTC AAT TCT CCC CCA AGA AAA ACT GTT CGG TTT GGT
Glu Asn Asp Phe Phe Asn Ser Pro Pro Arg Lys Thr Val Arg Phe Gly
40 45 50

GGA ACT GTG ACA GAA GTC TTG CTG AAG TAC AAA AAG GGT GAA ACA AAT
Gly Thr val Thr Glu Val Leu Leu Lys Tyr Lys Lys Gly Glu Thr Asn
55 60 65

GAC TTT GAG TTG TTG AAG AAC CAG CTG TTA GAT CCA GAC ATA AAG GAT
Asp Phe Glu Leu Leu Lys Asn Gln Leu Leu Asp Pro Asp Ile Lys Asp
70 75 80 85

54

102

150

198

246

294



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

GAC
Asp

TTG

Trp

GGT
Gly

ATG
Met
150

GAT
Asp

AAT
Asn

CCA
Pro

TTT
Phe

CTA
Leu
230

CTT
Leu

GGT
Gly

GAT
AsSp

CAT
His

GTA
val
310

Lys

GAT
Asp

CAG
Gln

ACA
Thr

TTG
Leu

AAT
Asn
135

ATT
Ile

GTA
val

Phe

TCG
Ser

GTT
val
215

AGG

ATT
Ile

ATT
Ile

TCC
Ser

GAA
Glu
295

GCC
Ala

GAT
Asp

CTA
Leu

ATC
Ile

AAA
Lys

AAT
Asn
120

CTT
Leu

GCT
Ala

GAT
Asp

GAC
Asp

ACA
Thr
200

CGA
Arg

ATT
Ile

ATT
Ile

GaA
Glu

ACG
Thr
280

ACA
Thr

GAG
Glu

GTC
val

TAT
Tyxr

ATC
Ile

GAC
Asp
105

AGA
Arg

GTA
val

TCC
Ser

GTT
val

ACA
Thr
185

cce
Pro

Lys

AGT
Ser

GAR
Glu

GAT
Asp
265

GAA
Glu

AAG
Lys

CGC
Arg

TGC
Cys

CGC
Arg
345

AAC
Asn
90

TTT
Phe

AGT
Ser

TCA
Ser

CAT
His

TCA
Ser
170

TGT
Cys

Trp

TCA
ser

GTA
Val

Lys
250

GCT

Ala

GGA
Gly

GCT
Ala

CTG
Leu

TAT
Tyr
330

GAC
Asp

TGG
Trp

GAG
Glu

CAA
Gln

GCA
Ala

TTT
Phe
155

GAT
Asp

CAC
His

Phe

GAG
Glu

TAT
Tyr
235

CTA
Leu

GAA
Glu

TTG
Leu

GGT
Gly

GAC
Asp
315

GTA
val

CTG
Leu

CTG
Leu

CAA
Gln

ACA
Thr

CAG
Gln
140

GTG
val

TCT
Ser

AGA
Arg

CTC
Leu

AGA
Arg
220

TTT
Phe

CTC
Leu

GAA
Glu

Phe

cCT
Pro
300

ATC
Ile

GAT
Asp

ATA
Ile

ES 2 306 658 T3

CTA
Leu

CTT
Leu

GTA
val
125

ACT
Thr

ccT
Pro

GAT
Asp

GCC
Ala

ATG
Met
205

ACA
Thr

cca
Pro

ARG
Lys

ACA
Thr

AAT
Asn
285

GAA
Glu

CTG
Leu

GGT
Gly

AAC
Asn

Glu

ATC
Ile
110

val

GTT
val

cce
Pro

GAT
Asp

TTG
Leu
190

CCA
Pro

CTG
Leu

ACC
Thr

TTG
Leu

GCA
Ala
270

ATG
Met

CGG
Arg

ATG
Met

AAG
Lys

ATC
Ile
350

Phe
95

AGT
Ser

GAA
Glu

Phe

CGA

GAA
Glu
175

CAA
Gln

ATA
Ile

GAA
Glu

TTG
Leu

GAT
Asp
255

ACT
Thx

GAT
Asp

CTC
Leu

TCT
Ser

GTT
val
335

TTT
Phe

CGT
Axg

ATT
Ile

GAG
Glu

CTC
Leu

GTG
val
160

GAT
Asp

ATA
Ile

CTG
Leu

TGT
Cys

AGG
Arg
240

GTG
Val

CAA
Gln

GAA
Glu

GAC
Asp

TTG
Leu
320

GAT
Asp

GAC
Asp

TCT
Ser

ATA
Ile

TAT
Tyr

AGA
Arg
145

ATC
Ile

GAT
Asp

ATA
Ile

GTG
val

TAC
Tyr
225

CAT
His

AAT
Asn

ACT
Thr

GAT
Asp

CAG
Gln
305

GTT
val

AAC
Asn

AAA
Lys

TCT
Ser

TTA
Leu

TTG
Leu
130

alefe]
Pro

ATT
Ile

AAT
Asn

GCA
Ala

Glu
210

GTT
val

GAA
Glu

GCA
Ala

TGT
Cys

GAA
Glu
290

ATG
Met

TTG
Leu

GGC
Gly

CcTC
Leu

ATC
Ile

AGA
Arg
115

GCT
Ala

TGT
Cys

AAG
Lys

CTT
Leu

AGA
Arg
185

Lys

CAT
His

ATT
Ile

TCC
Ser

GGT
Gly
275

GAA
Glu

GTG
Val

TCC
Ser

Lys

CTG
Leu
355

ATG
Met
100

TTG
Leu

Phe

CTC
Leu

GAA
Glu

ccT
Pro
180

TAT

TTT
Phe

NAC
Xaa

CTG
Leu

CGG
Arg
260

GGG
Gly

ACT
Thr

CAT
His

TAC
Tyr

ACA
Thr
340

TTG
Leu

TAC
Tyr

CcCcT
Pro

Leu

AGC
Ser

GGC
Gly
165

GCA
Ala

GTA
val

CCA
Pro

TTA
Leu

GAG
Glu
245

CAG
Gln

ACA
Thr

GAR
Glu

CCT
Pro

ATG
Met
325

BAG
Lys

ccC
Pro

342

390

438

486

534

582

630

678

726

774

822

870

918

966

1014

1062

1110
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ACC
Thr

TTC
Phe

TTG
Leu
390

TAT
Tyr

GTA
val

AAT
Asn

GGA
Gly

AGA
Arg
470

CTT
Leu

CTG
Leu

AAT
Asn

CcGC
Arg

CAG
Gln
550

GTG
val

GAA
Glu

Lys

cce
Pro

CAT
His
630

ATG
Met

CAT
His

Lys
375

CAG
Gln

ATT
Ile

Lys

AAC
Asn

CcCca
Pro
455

CAC
His

CAG
Gln

ARG
Lys

ARG
Lys

CAG
Gln
535

ATC
Ile

CTG
Leu

GAC
Asp

GAC
Asp

CAG
Gln
615

TTC
Phe

CAA
Gln

GCC
Ala
360

Leu

GAC
Asp

GGA
Gly

TCA
Ser

CAG
Gln
440

TTT
Phe

AAG
Lys

AGT
Ser

ATT
Ile

TAC
Tyr
520

ATG
Met

TGC
Cys

AAG
Lys

ATG
Met

ATA
Ile
600

AAT
Asn

CGA
Arg

ccce
Pro

TCC
Ser

GGAa
Gly

cCca
Pro

AGC
Ser

TGC
Cys
425

GAT
Asp

TAC
Tyx

CAG
Gln

CTG
Leu

TGC
Cys
505

CAG
Gln

CTG
Leu

ACA
Thy

AGG
Arg

AGT
Ser
585

GTG
val

GAT
Asp

AGT
Ser

AGT
Ser

TGC
Cys

TTC
Phe

AGT
Ser

Phe
410

CTA
Leu

TCG
Sex

TCA
Ser

CTT
Leu

AAT
Asn
490

CTG
Leu

CTC
Leu

cCa
Pro

AAC
Asn

TCA
Ser
570

GCT
Ala

GAA
Glu

ACC
Thy

CCT
Pro

CCcC
Pro
650

TTTGGGATTC CCCATC

CAT
His

GCA
Ala

AAT
Asn
395

TTG
Leu

GAT
Asp

GGA
Gly

GCC
Ala

TTG
Leu
475

Phe

ccc
Pro

GTC
val

GTC
val

CCG
Pro
555

AAG
Lys

GAA
Glu

GAT
Asp

GTG
val

TCA
Ser
635

CTC
Leu

ES 2 306 658 T3

GTA
val

GAG
Glu
380

CcCT
Pro

GCA
Ala

CTT
Leu

ACA
Thr

TGC
Cys
460

AGC
Ser

GAG
Glu

TCA
ser

Phe

ATT
Ile
540

CTG
Leu

Lys

GAG
Glu

GAA
Glu

ATT
Ile
620

AGT
Ser

CAG
Gln
365

GCA
Ala

GCC
Ala

AGA
Arg

TTG
Leu

ARG
Lys
445

Gln

GGA
Gly

CGG
Arg

GTG
val

TGC
cys
525

AGG
Arg

GAC
ASp

TTC
Phe

CTA
Leu

GAT
Asp
605

GGG
Gly

AGT
Ser

Phe

TTT
Phe

ATC
Ile

GCT
Ala

GTT
val
430

GCA
Ala

GCT
Ala

AAC
Asn

ATA
Ile

GTT
val
510

TAC
Tyr

AGT
Ser

ACC
Thr

ATT
Ile

CAG
Gln
590

GAT
Asp

ATC
Ile

GTG
val

TTC
Phe

TG
Leu

ATC
Ile

Lys
415

AAC
Asn

TTC
Phe

GTG
val

CTG

GTG
val
495

AAC
Asn

ACC
Thr

ACC
Thr

TTC
Phe

GAT
Asp
575

GAG
Glu

GAC
Asp

ACA
Thr

GGC
Gly

ATG
Met

Glu

AGG
Arg
400

Phe

TGG
Trp

TGC
Cys

TTC
Phe

Lys
480

ATG
Met

TTT
Phe

ATC
Ile

GCT
Ala

TTC
Phe
560

CCT
Pro

T™IC
Phe

TTT
Phe

CCA
Pro

T
Phe

CAT
His
385

CAG
Gln

ATT
Ile

CTG
Leu

GAT
Asp

TAC
Tyr
465

GAA
Glu

AGC
Ser

TTT
Phe

ATT
Ile

GGA
Gly
545

CCC
Pro

ATT
Ile

AAG
Lys

CTG
Leu

AGC
Ser
625

TCC CCA

Ser
640

Pro

TGACGGCAGA AATTTGTGACTG

TAC
Tyr
370

CcTC
Leu

GCT
Ala

CCT
Pro

CAC
His

GTT
val
450

NCC
Xaa

GGT
Gly

CAG
Gln

GCT
Ala

GAG
Glu
530

GGA
Gly

TTT
Phe

TAT
TyTr

Lys

Lys
610

TCC
Ser

CTC
Leu

Trp

GCT
Ala

cTT
Leu

ATA
Ile
435

GCT
Ala

Phe

TTG
Leu

CTa
Leu

GCA
Ala
515

AGG

GAC
Asp

GAT
Asp

CAG
Gln

cCccC
Pro
595

GGC
Gly

TTT
Phe

TGT
Cys

Lys

GGA
Gly

ATT
Ile
420

TAC
Tyr

CTC
Leu

GTT
val

CAG
Gln

AAT
Asn
500

ATC
Ile

AAC
Asn

TCA
Ser

cccC
Pro

GTG
val
580

ATG
Met

GAA
Glu

GAC
Asp

AGT
Ser

Lys

AAT
Asn
405

ACT
Thr

CTT
Leu

CAT
His

TTT
Phe

TAT
Tyr
485

cce
Pro

ACA
Thr

AAT
Asn

GTG
val

TGT
Cys
565

TGG
Trp

Lys

GTG
val

ACG
Thr

CCC GTG TTG TAC
Pro Val Leu Tyr

AGATGTGACA

645

1158

1206

1254

1302

1350

1398

1446

1454

1542

1590

1638

1686

1734

1782

1830

1878

1926

1974

2024

2040
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ES 2 306 658 T3

(2) DATOS CON RESPECTO A SEQ ID NO: 2:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 651 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: proteina

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 2:

Met

1
Ser
Asn
Thr

-

Lys

65
Pro
Ser
Ile
Tyr
Arg
145
Ile
Asp

Ile

Val

Tyr
225

Ala
Ser
Met
vVal

50
Gly
Asp
Ser
Leu
Leu
130
Pro
Ile
Asn
Ala
Glu

210

Val

Ala Pro Leu Leu His Thr Arg Leu

Ser

Arg

35

Arg

Glu

Ile

Ile

Arg

115

Ala

Cys

Lys

Leu

Arg

195

Lys

His

Ala

20

Ala

Phe

Thr

Lys

Met

100

Leu

Phe

Leu

Glu

Pro
180

Tyr

Phe

Xaa

5

Val
Leu
Gly
Asn
Asp

85
Tyr
Pro
Leu
Ser
Gly
165
Ala
val

Pro

Leu

Lys

Glu

Gly

Asp

70

Asp

Leu

Trp

Gly

Met

150

Asp

Asn

Pro

Phe

Leu
230

Lys

Asn

Thr

55

Phe

Gln

Thr

Leu

Asn

135

Ile

val

Phe

Ser

val

215

Arg

Leu
Asp

40
val
Glu
Ile
Lys
Asn
120
Leu
Ala
Asp
Asp
Thr

200

Ile

Gly

25
Phe
Thr
Leu
Ile
Asp
105
Arg
val
Ser
val
Thr
185
Pro

Lys

Ser

10

Ala

Phe

Glu

Leu

Asn

90

Phe

Ser

Ser

His

Ser

170

Cys

Trp

Ser

Val

Pro

Ser

Asn

Val

Lys

75

Trp

Glu

Gln

Ala

Phe

155

Asp

His

Phe

Glu

Tyrxr
235

Gly
Arg
Ser
Leu

60
Asn
Leu
Gln
Thr
Gln
140

val

Ser

Leu

Arg
220

Phe

Asp

Thr

Pro

Leu

Gln

Leu

Leu

val

125

Thr

Pro

Asp

Ala

Met

205

Thr

Pro

Ala
Gly

30
Pro
Lys
Leu
Glu
Ile
110
val
val
Pro
Asp
Leu
190
Pro

Leu

Thr

Ala
15

Ile

Leu
Phe

95
Ser
Glu
Phe
Arg
Glu
175
Gln
Ile

Glu

Leu

Ala

Ser

Lys

Lys

Asp

80

Arg

Ile

Glu

Leu

Val

160

Asp

Ile

Leu

Cys

Axg
240
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His
Asn
Thr
Asp
Gln
305
val
Asn
Lys
Phe
His
385
Gln

Ile

Leu

Tyr
465
Glu
Ser
Phe
Ile
Gly
545
Pro

Ile

Lys

Glu

Ala

Cys

Glu

290

Met

Leu

Gly

Leu

Tyr
370
Leu
Ala
Pro
His
val
450
Xaa
Gly
Gln
Ala
Glu
530
Gly
Phe

Tyx

Lys

Ile
Ser
Gly
275
Glu
val
Ser
Lys
Leu
355
Leu
Trp
Ala
Leu
Ile
435
Ala
Phe
Leu
Leu
Ala
515
Arg
Asp
Asp

Gln

Pro
595

Leu

Arg

260

Gly

Thr

His

Tyr

Thr

340

Leu

Cys

Lys

Gly

Ile

420

Leu

val

Gln

Asn

500

Ile

Asn

Ser

Pro

val

580

Met

Glu

245

Gln

Thr

Glu

Pro

Met

325

Lys

Pro

Ser

Lys

Asn

405

Thr

Leu

His

Phe

Tyr
485
Pro
Thr
Asn

val

Cys
565

Trp

Lys

ES 2 306 658 T3

Leu
Gly
Asp
His
val
310
Lys
Asp
Thr
Phe
Leu
390
Tyr
Vval
Asn
Gly
Arg
470
Leu
Leu
Asn
Arg
Gln
550
vVal

Glu

Lys

Ile Ile Glu

Ile

Ser

Glu

295

Ala

AsSp

Leu

His

Lys

375

Gln

Ile

Lys

Asn

Pro

455

His

Gln

Lys

Lys

Gln

535

Ile

Leu

Asp

Asp

Glu
Thr
280
Thr
Glu
val
Tyxr
Ala

360

Leu

Gly

Ser

Gln

440

Phe

Lys

Ser

Ile

Tyr
520

Met

Cys

Lys

Met

Ile
600

Asp
265
Glu
Lys
Arg
Cys
Arg
345
Ser
Gly
Pro
Ser
Cys
425
Asp
Tyxr

Gln

Leu

Cys
505
Gln
Leu
Thr
Arg
Ser

585

val

Lys
250
Ala
Gly

Ala

Leu

Tyr
330
Asp
Cys
Phe
Ser
Phe
410
Leu
Ser
Ser
Leu
Asn
490
Leu
Leu
Pro
Asn
Ser
570

Ala

Glu

Leu

Glu

Leu

Gly

Asp

315

val

Leu

His

Ala

Asn

395

Leu

Asp

Gly

Ala

Leu

475

Phe

Pro

val

val

Pro

555

Lys

Glu

AsSD

Leu

Glu

Phe

Pro

300

Ile

ASp

Ile

Val

Glu

380

Pro

Ala

Leu

Thr

Cys

460

Ser

Glu

Ser

Phe

Ile

540

Leu

Lys

Glu

Glu

Lys
Thr
Asn
285
Glu
Leu
Gly
Asn
Gln
365
Ala
Ala
Arg
Leu
Lys
445
Gln
Gly
Arg

val

Cys
525
Arg
Asp
Phe

Leu

Asp
605

Leu
Ala
270

Met

Met

Lys

Ile

350

Phe

Phe

Ile

Ala

Val

430

Ala

Ala

Asn

Ile

Val

510

Tyr

Ser

Thr

Ile

Gln

590

Asp

Asp

255

Thr

Asp

Leu

Ser

val

335

Phe

Phe

Leu

Ile

Lys

415

Asn

Phe

Val

Leu

Val

495

Asn

Thr

Asp
575

Glu

Asp

val

Gln

Glu

Asp

Leu

320

Asp

Asp

Met

Glu

Arg

400

Phe

Trp

Cys

Phe

Lys

480

Met

Phe

Ile

Ala

Phe

560

Pro

Phe

Phe
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ES 2 306 658 T3

Leu Lys Gly Glu Val Pro Gln Asn Asp Thr Val Ile Gly Ile Thr Pro

Ser Ser Phe Asp Thr His Phe Arg Ser Pro

625

Pro Pro Val Leu Tyr Met Gln Pro Ser Pro

LISTADO DE SECUENCIAS

610

630

645

<110> Deutsches Krebsforschungszentrum

<120> Factor de transcripcién TIF-IA de la ARN polimerasa I

<130> K 2804

<140> Documento PCT/DE 00/00767
<141> 08/03/2000

<150> Documento DE 199 11 992.9

<151> 17/03/1999

<160> 2

<170> PatentIn Ver. 2.1

<210>1
<211> 2040
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> CDS

<222> (40) ... (1992)

<400> 1

615

635

650

Leu

620

ggagcggccg cccaggtgeg gtcecgegttag ttcecggecca atg geg gca ccg ctg
Met Ala Ala Pro Leu

ctt
Leu

aag
Lys

gag
Glu

gga
Gly

gac
Asp
70

gac
Asp

ttg
Leu

tgg
Trp

cac
His

aag
Lys

aat
Asn

act
Thr

tee
Phe

cag
Gln

aca
Thrx

ttg
Leu

acg
Thr

ctg
Leu

gac
Asp
40

gtg
val

gag
Glu

atc
Ile

aaa
Lys

aat
Asn
120

cgt
Arg

ggce
Gly
25

tte
Phe

aca
Thr

ttg
Leu

atc
Ile

gac
Asp
105

aga
Arg

ttg
Leu
10

gcg
Ala

tte
Phe

gaa
Glu

ttg
Leu

aac
Asn
90

tte
Phe

agt
Ser

ccg
Pro

tcg
Ser

aat
Asn

gtc
val

aag
Lys
75

tog
Trp

gag
Glu

caa
Gln

gga
Gly

agg
Arg

tct
Ser

ttg
Leu
60

aac
Asn

ctg
Leu

caa
Gln

aca
Thr

gat gcg
Asp Ala

act ggg
Thr Gly
30

ccc cca
Pro Pro
45

ctg aag
Leu Lys

cag ctg
Gln Leu

cta gaa
Leu Glu

ctt ate
Leu Ile
110

gta gtg
val val
125

gce
Ala
15

att
Ile

aga
Arg

tac

tta
Leu

tte
Phe
95

agt

Ser

gaa
Glu

gct
Ala

tca
Ser

aaa
Lys

aaa
Lys
gat

80
cgt
Arg

att
Ile

gag
Glu

1

tcg tcc tct
Ser Ser Ser

aat
Asn

act
Thr

aag
Lys
65

ceca
Pro

tct
Ser

ata
Ile

tat
Tyr

atg
Met

gtt
val
50

ggt
Gly

gac
Asp

tect
Ser

tta
Leu

ttg
Leu
130

cgt
Arg
35

cgg
Arg

gaa
Glu

ata
Ile

atc
Ile

aga
Arg
115

gct
Ala

gca
Ala
20

gca
Ala

tte
Phe

aca
Thr

aag
Lys

atg
Met
100

ttg
Leu

ttt
Phe

5

gtt
val

tta
Leu

ggt
Gly

aat
Asn

gat
Asp
85

tac

Tyr

cct
Pro

ctt
Leu

Ser Ser Ser Val Gly Ser

640

54

102

150

198

246

294

342

390

438
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ggt
Gly

atg
Met
150

gat

aat
Asn

cca
Pro

ttt
Phe

cta
Leu
230

ctt
Leu

ggt
Gly

gat
Asp

cat
His

gta
val
310

aag
Lys

gat
Asp

acc
Thr

ttc
Phe

ttg
Leu
390

aat
Asn
135

att
Ile

gta
Val

ttt
Phe

tcg
Ser

gtt
val
215

agg
Arg

att
Ile

att
Ile

tce
Ser

gaa
Glu
295

gece
Ala

gat
Asp

cta
Leu

cat
His

aaa
Lys
375

cag
Gln

ctt
Leu

gct
Ala

gat
Agp

gac
Asp

aca
Thr
200

cga
Arg

att
Tle

att
Ile

gaa
Glu

acg
Thr
280

aca
Thx

gag
Glu

gte
val

tat
Tyr

gcc
Ala
360

ttg
Leu

gac
Asp

gta
val

tce
Ser

gtt
Val

aca
Thr
185

ccg

Pro

aaa
Lys

agt
Ser

gaa
Glu

gat
Asp
265
gaa
Glu

aag
Lys

cgce
Arg

tge
Cys

cgc

345

tce
Sar

gga
Gly

cca
Pro

tca
Ser

cat
His

tca
Ser
170

tgt
Cys

tgg
Trp

tca
Ser

gta
val

aaa
Lys
250

gct
Ala

gga
Gly

gct
Ala

ctg
Leu

tat
Tyx
330

gac
Asp

tge
Cys

ttc
Phe

agt
Ser

gca
Ala

ttt
Phe
155

gat
Asp

cac
His

ttt
Phe

gag
Glu

tat

cag
Gln
140

gtg
val

tct
Ser

aga
Arg

cte
Leu

aga
Arg
220

tet

Tyx Phe

235
cta
Leu

gaa
Glu

ttg
Leu

ggt
Gly
gac
315
gta
val

ctg
Leu

cat
His

gca
Ala

aat
Asn
395

ctc
Leu

gaa
Glu

ttt
Phe

cct
Pro
300

atc
Ile

gat

ata
Ile

gta
val

gag
Glu
380

cect
Pro

ES 2 306 658 T3

act
Thr

cct
Pxo

gat
Asp

gce
Ala

atg
Met
205

aca
Thr

cca
Pro

aag
Lys

aca
Thr

aat
Asn
285

gaa
Glu

ctg
Leu

ggt
Gly

aac
Asn

cag
Gln
365

gca

Ala

gcc
Ala

gtt
val

cce
Pro

gat
Asp

ttyg
Leu
190

cca
Pro

ctg
Leu

acc
Thr

ttyg
Leu

gca
Ala
270

atg
Met

cgg
Arg

atg
Met

aag
Lys

atc
Ile
350

ttt
Phe

ttt
Phe

atce
Ile

tte
Phe

cga

gaa
Glu
175

caa
Gln

ata
Ile

gaa
Glu

ttg
Leu

gat

cte
Leu

gtg
val
160

gat
Asp

ata
Ile

ctg
Leu

tgt
Cys

agg
Arg
240

gtg

Asp Val

255

act
Thx

gat
Asp

cte
Leu

tet
Ser

gtt
val
335

ttt
Phe

tte
Phe

ttg
Leu

atc
Ile

caa
Gln

gaa
Glu

gac
Asp

ttg
Leu
320

gat

gac
Asp

atg
Met

gaa
Glu

agg
Arg
400

aga
Arg
145

ate
Ile

gat
Asp

ata
Ile

gtg
val

tac
225
cat

His

aat
Asn

act
Thr

gat
Asp

cag
Gln
305

gtt
Val

aac
Asn

aaa
Lys

ttt
pPhe

cat
His
385

cag
Gln

ceg
Pro

att
Ile

aat
Asn

gca
Ala

gaa
Glu
210

gtt
Val

gaa
Glu

gca
Ala

tgt
Cys

gaa
Glu
290
atg
Met

ttg
Leu

ggc
Gly

cte
Leu

tac
370
cte

Leu

get
Ala

tgt
Cys

aag
Lys

ctt
Leu

aga
195

aaa
Lys

cat
His

att
Ile

tce
Ser

ggt
Gly
275

gaa
Glu

gtg
Val

tee
Ser

aaa
Lys

ctg
Leu
355

ctc
Leu

tgg
Trp

gct
Ala

cte
Leu

gaa
Glu

cct
Pro
180

tat
Tyr

ttt
Phe

Nac
Xaa

ctg
Leu
cgg
260

jelofe ]
Gly

act
Thr

cat
His

tac

aca
Thr
340

ttg
Leu

tgt
Cys

aaa
Lys

gga
Gly

agce
Ser

ggc
Gly
165

gca
Ala

gta
val

cca
Pro

tta
Leu

gag
Glu
245

cag
Gln

aca
Thr

gaa
Glu

cet
Pro

atg
Met
325

aag
Lys

cce
Pro

agt
Ser

aaa
Lvs

aat
Asn
405

1B6

534

582

630

678

726

774

822

870

918

966

1014

1062

1110

1158

1206

1254
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tat att
T™yr Ile

gta aaa
val Lys

aat aac
Asn Asn

gga cca
Gly Pro
455

aga cac
Arg His
470

ctt cag
Leu Gln

ctg aag
Leu Lys

aat aag
Asn Lys

cgc cag
Arg Gln
535

cag atc
Gln Ile
550

gtg ctg
Val Leu

gaa gac
Glu Asp

aag gac
Lys Asp

cce cag
Pro Gin
615

cat ttc
His Phe
630

atg caa
Met Gln

gga
Gly

tca
Ser

cag
Gln
440

ttt
Phe

aag
Lys

agt
Ser

att
Ile

tac
Tyr
520

atg
Met

tge
Cys

aag
Lys

atg
Met

ata
Ile
600

aat

Asn

cga
Ary

cec
Pro

age
Ser

tgc
Cys
425

gat

tac
Tyr

cag
Gln

ctyg
Leu

tgc
Cys
505

cag
Gln

ctg
Leu

aca
Thr

agg
Arg

agt
Ser
585

gtg
val

gat
Asp

agt
Ser

agt
Ser

ttt
Phe
410

cta
Leu

teg
Ser

tca
Ser

ctt
Leu

aat
Asn
490

ctg
Leu

ctc
Leu

cca
Pro

aac
Asn

tca
Ser
570

gct
Ala

gaa
Glu

acce
Thr

cct
Pro

cce
Pro
650

tttgggattc cccatce

<210>2

<211> 651

<212> PRT

<213> Homo sapiens

ttg
Leu

gat
Asp

gga
Gly

gcc
Ala

ttg
Leu
475

ttt
Phe

cee
Pro

gtc
Vval

gte
Val

ccg
Pro
555

aag
Lys

gaa
Glu

gat
Asp

gtg
Val

tca
Ser
635

cte
Leu

gca
Ala

ctt
Leu

aca
Thr

tgc
Cys
460

age
Ser

gag
Glu

tca
Ser

tte
Phe

att
Ile
540

ctg
Leu

aaa
Lys

gag
Glu

gaa
Glu

att
Ile
620

agt
Ser

ES 2 306 658 T3

aga

ttg
Leu

aag
Lys
445

caa
Gln

gga
Gly

cgg
Arg

gtg
val

tge
Cys
525

agg
Arg

gac
Asp

tte
Phe

cta
Leu

gat
Asp
605

ggg
Gly

agt
Ser

gct
Ala

gtt
val
430

gca
Ala

gct
Ala

aac
Asn

ata
Ile

agtt
Val
510

tac
Tyr

agt
Ser

acc
Thr

att
Ile

cag
Gln
590

gat
AsSp

ate
Ile

gtg
Val

aaa
Lys
415

aac
Asn

tte
Phe

gtg
val

ctg
Leu

gtg
val
495

aac
Asn

acc

acc
Thr

ttc
Phe

gat
Asp
575

gag
Glu

gac
Asp

aca
Thr

ggc
Gly

ttt
Phe

tgg
Trp

tge
Cys

tte
Phe

aaa
Lys
480

atg
Met

ttt
Phe

atc
Ile

gct
Ala

ttc
Phe
560

cct
Pro

tte
Phe

ttt
Phe

cca
Pro

tcc
Ser
640

att
Ile

ctg
Leu

gat
Asp

tac
Tyr
465

gaa
Glu

age
Ser

ttt
Phe

att
Ile

gga
Gly
545

cce
Pro

att
Ile

aag
Lys

ctg
Leu

agce
Ser
625

cca
Pro

tgacggcaga aatttgtgactg

cet
Pro

cac
His

gtt
vVal
450

Nce
Xaa

ggt
Gly

cag
Gln

gct
Ala

gag
Glu
530

gga
Gly

tet
Phe

tat
TyTr

aaa
Lys

aaa
Lys
610

tce
Sexr

cCc
Pro

ctt
Leu

ata
Ile
435

get
Ala

ttt
Phe

ttg
Leu

cta
Leu

gca
Ala
515

agg
Arg

gac
Asp

gat
Asp

cag
Gln

cece
Pro
595

ggc
Gly

ttt
Phe

gtg
val

att’
Ile
420

tac
Tyr

ctec
Leu

gtt
val

cag
Gln

aat
Asn
500

atc
Ile

aac
Asn

tca
Ser

cce
Pro

gtg
val
580

atg
Met

gaa
Glu

gac
Asp

ttg
Leu

agatgtgaca

act
Thr

ctt
Leu

cat
His

ttt
Phe

tat
Tyr
485
cee
Pro

aca
Thx

aat
Asn

gtg
val

tgt
565

tag
Trp

aaa
Lys

gtg
val

acg
Thr

tac

645

1302

1350

1398

1446

1494

1542

1590

1638

1686

1734

1782

1830

1878

1926

1974

2024

2040
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<400> 2

Met

Ser

Asn

Thr

Lys

65

Pro

Ser

Ile

Tyr

Arg

145
Ile

Ile

val

Tyr
225

His

Asn

Thx

Gln
305

Ala

Ser

Met

val

50

Gly

Asp

Ser

Leu

Leu
130

Asn

Ala

Glu

210

val

Glu

Ala

Cys

Glu

290

Met

Ala

Ser

Arg

35

Arg

Glu

Ile

Ile

Axrg

115

Ala

Cys

Lys

Leu

Arg

195

Lys

His

Ile
Ser
Gly
275

Glu

val

Pro
Ala
20

Ala

Phe

Lys
Met
100
Leu
Phe
Leu

Glu

Pro
180

Tyr

Phe

Xaa

Leu
Arg
260
Gly

Thxr

His

Leu

val

Leu

Gly

Asn

Asp

85

Tyr

Pro

Leu

Ser

Gly

165

Ala

Val

Pro

Leu

Glu
245
Gln
Thr

Glu

Pro

Leu
Lys
Glu
Gly
Asp

70
Asp
Leu
Trp
Gly
Met
150
Asp
Asn
Pro

Phe

Leu
230

Leu

Gly

Asp

His

Val
310

ES 2 306 658 T3

His

Lys

Asn

Thr

55

Phe

Gln

Thr

Leu

Asn

135

Ile

Val

Phe

Ser

val

215

Arg

Ile

Ile

Ser

Glu

295

Ala

Thr

Leu

Asp

40

Val

Glu

Ile

Lys

Asn

120

Leu

Ala

Asp

Asp

Thr

200

Arg

Tle

Ile
Glu
Thr
280

Thr

Glu

Arg
Gly

25
Phe
Thr
Leu
Ile
Asp
105
Arg
Val
Ser
val
Thr
185
Pro

Lys

Ser

Glu
Asp
265
Glu

Lys

Arg

Leu

10

Ala

Phe

Glu

Leu

Asn

Phe

Sexr

Ser

His

Ser

170

Cys

Trp

Ser

val

Lys
250
Ala
Gly

Ala

Leu

Pro

Ser

Asn

val

Lys

75

Trp

Glu

Gln

Ala

Phe

155

Asp

His

Phe

Glu

Tyr
235

Leu

Glu

Leu

Gly

Asp
315

Gly
Arg
Ser
Leu

60
Asn
Leu
Gln
Thr
Gln
140
Val
Ser
Arg
Leu
Arg
220
Phe
Leu
Glu
Phe
Pro

300

Ile

Asp

Thr

Pro

45

Leu

Gln

Leu

Leu

vVal

125

Thr

Pro

Asp

Ala

Met

205
Thr

Lys
Thr
Asn
285

Glu

Leu

Gly

30
Pro
Lys
Leu
Glu
Ile
110
vVal
Val
Pro
Asp
Leu
190
Pro

Leu

Thr

Leu
Ala
270
Met

Arg

Met

Ala

15

Ile

Arg

Tyr

Leu

Phe

95

Ser

Glu

Phe

Arg

Glu

175

Gln

Ile

Glu

Leu

Asp
255
Thr
Asp

Leu

Ser

Ala

Ser

Lys

Lys

Asp

80

Arg

Ile

Glu

Leu

val

160

Asp

Ile

Leu

Cys

Arg
240

vVal

Gln

Asp

Leu
320
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Val
Asn
Lys
Phe
His
385
Gln
Ile
Leu
Asp
Tyx
465
Glu
Ser
Phe
Ile
Gly
545
Pro
Ile
Lys
Leu
Ser

625

Pro

Leu

Gly

Leu

Tyr
370
Leu
Ala
Pro
His
val
450
Xaa
Gly
Gln
Ala
Glu
530
Gly
Phe
Tyr
Lys
Lys
610

Ser

Pro

Ser
Lys
Leu

355

Leu

Trp

Ala

Leu

Ile

435

aAla

Phe

Leu

Leu

Ala

515

Arg

Asp

Asp

Gln

Pro

595

Gly

Phe

val

Tyxr
Thr
340

Leu
Cys
Lys
Gly
Ile
420
Tyr
Leu
val
Gln
Asn
500
Ile
Asn
Ser
Pro
val
580
Met
Glu

Asp

Leu

Met
325
Lys
Pro
Ser
Lys
Asn
405
Thr
Leu
His

Phe

Tyr
485
Pro
Thr
Asn
Val
Cys
565
Trp
Lys
Val

Thr

Tyr
645

ES 2 306 658 T3

Lys Asp
Asp Leu
Thr His
Phe Lys

375

Leu Gln
390

Tyr Ile

val Lys

Asn Asn

Gly Pro
455

Arg His
470

Leu Gln
Leu Lys
Asn Lys
Arg Gln

535

Gln Ile
550

Val Leu

Glu Asp

Lys Asp

Pro Gln
615

His Phe
630

Met Gln

Val
Tyr
Ala
360
Leu
Asp
Gly
Ser
Gln
440
Phe
Lys
Ser
Ile
Tyr
520
Met
Cys
Lys
Met
Ile
600
Asn

Arg

Pro

10

Cys
Arg
345
Ser
Gly
Pro
Ser
Cys

425

Asp

Gln
Leu
Cys
505
Gln
Leu
Thr
Arg
Ser
585
val
Asp

Sexr

Ser

Tyxr
330
Asp
Cys
Phe
Ser
Phe
410
Leu
Ser
Ser
Leu
Asn
490
Leu
Leu
Pro
Asn
Serxr
570
Ala
Glu
Thr

Pro

Pro
650

val

Leu

His

Ala

Asn

395

Leu

Asp

Gly

Ala

Leu

475

Phe

Pro

Val

Val

Pro

555

Lys

Glu

Asp

val

Serx

635

Leu

Asp

Ile

Val

Glu

380

Pro

Ala

Leu

Thr

Cys

460

Ser

Glu

Ser

Phe

Ile

540

Leu

Lys

Glu

Glu

Ile

620

Ser

Gly
Asn
Gln
365
Ala
Ala
Arg
Leu
Lys
445
Gln
Gly
Arg
val
Cys
525
Arg
Asp
Phe
Leu
Asp
605

Gly

Ser

Lys

Ile

350

Phe

Phe

Ile

Ala

val

430

Ala

Ala

Asn

Ile

val

510

Tyr

Ser

Thr

Ile

Gln

590

Asp

Ile

Val

val
335
Phe
Phe
Leu
Ile
Lys
415
Asn
Phe
val
Leu
Val
495
Asn
Thr
Thr
Phe
Asp
575
Glu
Asp

Thr

Gly

Asp

Asp

Met

Glu

Arg

400
Phe

Trp

Cys

Phe

Lys

480

Met

Phe

Ile

Ala

Phe

560

Pro

Phe

Phe

Pro

Sar
640
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