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DESCRIPCION

Subunidad catalitica de la telomerasa humana.
Campo de la invencion

La presente invencién se refiere a nuevos acidos nucleicos codificando la subunidad catalitica de telomerasa y
polipéptidos relacionados. En particular, la presente invencién estd dirigida a la subunidad catalitica de telomerasa
humana. La invencién proporciona métodos y composiciones referentes a medicina, biologia molecular, quimica,
farmacologia y diagnéstico médico y tecnologia de prognosis.

Antecedentes de la invencion
El propésito de la siguiente discusion es presentar el campo de la presente invencién al lector.

Por mucho tiempo se ha reconocido que la réplica completa de los extremos terminales de cromosomas eucaridticos
requiere componentes celulares especializados (Watson, 1972, Nature New Biol., 239:197; Olovnikov, 1973, J. Theor.
Biol., 41:181). La réplica de un filamento lineal de DNA por polimerasas de DNA convencionales requiere un RNA
iniciador y puede proceder s6lo 5’ a 3’. Cuando el RNA enlazado en los extremos terminales de 5’ de los filamentos
de DNA cromosémicos eucaridticos es eliminado, se introduce un hueco, conduciendo a una reduccién progresiva
de filamentos hijos con cada ciclo de réplica. Se cree que esta reduccion de telémeros, las estructuras de DNA de
proteina fisicamente situadas en los extremos de cromosomas, da razén del fenémeno de senectud o envejecimiento
celular (vea, por ejemplo, Goldstein, 1990, Science 249:1129; Martin y otros, 1979, Lab. Invest. 23:86; Goldstein y
otros, 1969, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 64:155; y Schneider y Mitsui, 1976, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 73:3584) de
células somadticas humanas normales in vitro y in vivo.

Por lo tanto, la longitud e integridad de los telémeros se relaciona con la entrada de una célula a una etapa de
senectud (es decir, pérdida de la capacidad de proliferacion). Ademads, la habilidad de una célula de mantener (o
aumentar) la longitud de los telémeros puede permitir que una célula evite la senectud, es decir, se vuelva inmortal.

En muchos sistemas se ha investigado la estructura de los telémeros y DNA telomérico (vea, por ejemplo, Harley
y Villeponteau, 1995, Curr. Opin. Genet. Dev. 5:249). En la mayor parte de los organismos, el DNA telomérico consta
de un arreglo tandémico de secuencias muy simples; en humanos y otros vertebrados, el DNA telomérico consta
de cientos a miles de repeticiones en tindem de la secuencia TTAGGG. Los métodos para determinar y modular la
longitud de los telémeros en las células se describen en las Publicaciones PCT WO 93/23572 y WO 96/41016.

El mantenimiento de los telémeros es una funcién de una polimerasa de DNA especifica de los teldmeros conocida
como telomerasa. La telomerasa es una ribonucleoproteina (RNP) que usa una parte de su mitad de RNA como un
molde para sintesis de DNA repetitivo de telémeros (Morin, 1997, Eur. J. Cancer 33:750; Yu y otros, 1990, Natu-
re 344:126; Singer y Gottschling, 1994, Science 266:404; Autexier y Greider, 1994, Genes Develop., 8:563; Gilley y
otros, 1995, Genes Develop., 9:2214; McEachern y Blackburn, 1995, Nature 367:403; Blackburn, 1992, Ann Rev. Bio-
chem., 61:113; Greider, 1996, Ann. Rev. Biochem., 65:337). Los componentes de RNA de humano y otras telomerasas
han sido clonados y caracterizados (vea, Publicaciéon PCT WO 96/01835 y Feng y otros, 1995, Science 269:1236). Sin
embargo, la caracterizacion de los componentes de la proteina de telomerasa ha sido dificil. En parte, esto es porque
se ha comprobado que es dificil purificar la RNP de telomerasa, la cual estd presente en niveles extremadamente bajos
en las células en las cuales se expresa. Por ejemplo, se ha estimado que las células humanas conocidas para expresar
niveles altos de actividad de telomerasa pueden tener s6lo alrededor de cien moléculas de la enzima por célula.

Consistente con la relacion de telémeros y telomerasa con la capacidad de proliferacion de una célula (es decir, la
habilidad de la célula de dividirse indefinidamente), la actividad de telomerasa se detecta en lineas celulares inmortales
y un conjunto extraordinariamente diverso de tejidos de tumor, pero no se detecta (es decir, estuvo ausente o abajo del
umbral del ensayo) en cultivos de células sométicas normales o tejidos normales adyacentes a un tumor (vea, Patente
de los Estados Unidos Nimeros 5,629,154; 5,489,508; 5,648,215; y 5,639,613; vea también, Morin, 1989, Cell 59:521;
Shay y Bacchetti 1997, Eur. J. Cancer 33:787; Kim y otros, 1994, Science 266:2011; Counter y otros, 1992, EMBO
J. 11:1921; Counter y otros, 1994, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 91, 2900; Counter y otros, 1994, J. Virol. 68:3410).
Ademds, se ha reportado una correlacion entre el nivel de actividad de telomerasa en un tumor y el posible resultado
clinico del paciente (por ejemplo, Patente de los Estados Unidos Nimero 5,639,613, arriba; Langford y otros, 1997,
Hum. Pathol. 28:416). También se ha detectado actividad de telomerasa en células de gérmenes humanos, células
impulsoras y progenitoras de proliferacién y linfocitos activados. En células somaticas impulsoras y progenitoras y
en linfocitos activados, la actividad de telomerasa en general es muy baja o s6lo se expresa temporalmente (vea,
Chiu y otros, 1996, Stem Cells 14:239; Bodnar y otros, 1996, Exp. Cell Res. 228:58; Taylor y otros, 1996, J. Invest.
Dermatology 106:759).

La telomerasa humana es un objetivo ideal para diagnosticar y tratar enfermedades humanas referentes a la proli-
feracion y senectud, como el cancer. Los métodos para diagnosticar y tratar cancer y otras enfermedades relacionadas
con la telomerasa en humanos se describen en la Patente de los Estados Unidos Numeros 5,489,508, 5,639,613 y
5,645,986. Los métodos para pronosticar el avance de tumores supervisando la telomerasa se describen en la Patente
de los Estados Unidos Numero 5,639,613. El descubrimiento y caracterizacién de la subunidad de proteina catalitica
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de telomerasa humana proporcionarian ensayos utiles adicionales para la telomerasa y para diagnéstico y terapia de
enfermedades. Ademds, la clonacién y determinacion de la secuencia primaria de la subunidad de proteina cataliti-
ca permitirian terapias mas eficaces para canceres humanos y otras enfermedades relacionadas con la capacidad de
proliferacién y senectud de células.

Breve sumario de la invencion

La presente invencién proporciona un polinucleétido que comprende una secuencia que codifica un polipéptido
capaz de presentar una actividad telomerasa catalitica cuando estd asociado con un RNA de telomerasa y que es:

(a) un polinucleétido que tiene la secuencia del injerto del pldsmido ATCC 209016; o

(b) un polinucledtido que se hibrida a (a) bajo condiciones rigurosas; o

(¢) un polinucleétido que se hibrida a NUMERO DE IDENTIFICACION DE SECUENCIA 3 o NUMERO DE
IDENTIFICACION DE SECUENCIA 8 bajo condiciones rigurosas; o

(d) una secuencia de polinucledtido que se degenera como consecuencia del codigo genético a las secuencias
definidas en (a) o (b).

En otro aspecto la invencién proporciona una composicién que comprende por lo menos 20% de proteina catalitica
de telomerasa humana que tiene una secuencia codificada por un polinucleétido segtin la invencién, presentando dicha
composicién una actividad de telomerasa catalitica solamente si un RNA de telomerasa estd afiadido a la composicién
a fin de asociarse con dicha protefna. Dichas proteinas capaces de presentar una actividad de telomerasa catalitica
pueden, por ejemplo, estar caracterizadas porque tienen un motivo definido que presenta la secuencia de aminodcidos:

Trp-R,-X;-R,-R,-R,-X-Phe-Phe-Tyr-X-Thr-Glu-Xg_o-R;-R;-Arg-R,-X,-Trp

donde X es cualquier aminodcido y un subindice se refiere al nimero de residuos consecutivos, R; es leucina o
isoleucina, R, es glutamina o arginina, R; es fenilalanina o tirosina y R, es lisina o histidina.

Asimismo, el 4dcido nucleico aislado, substancialmente puro o recombinante segin la invencién puede codificar
una proteina comprendiendo una secuencia de aminodcidos:

Trp-R;-X;-R;-R|-R;,-X-Phe-Phe-Tyr-X-Thr-Glu-Xg_o-R;3-R;3-Arg-R,-X,-Trp

La invencién abarca oligonucleétidos y polinucleétidos compartiendo identidad o complementariedad de secuencia
substancial con una subsecuencia de dichos acidos nucleicos.

Proteinas de transcriptasa inversa de telomerasa humana (hTRT) que pueden incluirse en las composiciones segin
la invencidén incluyen proteina de hTRT, o una variante de la misma, o un fragmento de la misma, la proteina se
caracteriza, por ejemplo, porque tiene una secuencia de aminodcido con por lo menos alrededor del 75% o por lo menos
alrededor del 80% de identidad de secuencia a la proteina de hTRT de la Figura 17 (NUMERO DE IDENTIFICACION
DE SECUENCIA: 2), 0 una variante de la misma, o un fragmento de la misma. En un aspecto relacionado, la protema
de hTRT tiene la secuencia de NUMERO DE IDENTIFICACION DE SECUENCIA: 2. La proteina puede tener mas
de una actividad de telomerasa, que incluye la actividad catalitica. En una realizacion, el fragmento de proteina de
hTRT tiene por lo menos 6 residuos de aminoacido.

La invencién también incluye la utilizacién de una composicién de telomerasa humana catalitica que contiene
proteina segin la invencion para la fabricacion de un complejo por la complexaciéon de un componente de molde de
RNA con la proteina telomerasa humana catalitica de la misma. E1 RNA puede ser un RNA de telomerasa, tal como un
RNA de telomerasa humana. En una realizacion, la proteina de hTRT y el RNA de telomerasa humana (hTR) forman
un complejo de ribonucleoproteina con una actividad de telomerasa.

En una realizacidn, la invencién proporciona telomerasa humana aislada comprendiendo proteina de hTRT, tal
como telomerasa humana substancialmente pura comprendiendo proteina de hTRT y comprendiendo hTR. En una
realizacién, la telomerasa es por lo menos alrededor del 95% pura. La telomerasa puede aislarse de una célula, como
una célula huésped recombinante o una célula que expresa actividad de telomerasa.

Los polinucledtidos segtin la invencién que una secuencia de nucledtidos codificando una proteina de hTRT puede

codificar una secuencia de aminoécidos tal como se establece en la Figura 17 (NUMERO DE IDENTIFICACION DE
SECUENCIA: 2) o una secuencia que comprende una o mds substituciones de aminoacidos (o codén) conservadores
0 una o mas substituciones de aminoacidos (o coddn) alterando la actividad en la secuencia de aminoacidos mencio-
nada. EI polinucleétido puede hibridarse bajo estrictas condiciones a un polinucleétido teniendo la secuencia como
se establece en la Figura 16 (N UMERO DE IDENTIFICACION DE SECUENCIA: 1). La secuencia de nucleétidos
del polinucleétido puede tener una probabilidad de suma més pequefia de menos de 0.5 cuando se compara con una
secuencia de nucledtidos como se establece en la Figura 16 (NUMERO DE IDENTIFICACION DE SECUENCIA: 1)
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usando el algoritmo BLAST con pardmetros implicitos.

En otro aspecto, la invencién proporciona el polinucledtido descrito anteriormente teniendo una secuencia de
promotor vinculada de una manera manejable a la secuencia codificando la proteina de h'TRT. El promotor puede
ser un promotor distinto al promotor de hTRT que ocurre naturalmente. En un aspecto relacionado, la invencién
proporciona un vector comprendiendo un polinucledtido segtin la invencidn, y una célula que contiene dicho vector.

La invencion ademds proporciona un método para preparar telomerasa recombinante poniendo en contacto una pro-
tefna recombinante de hTRT producida por la expresion de un polinucleétido segtin la invencién con un componente
de RNA de telomerasa bajo condiciones tales que la proteina recombinante y el componente de RNA de telomerasa se
asocian para formar una enzima de telomerasa capaz de catalizar la adicion de nucledtidos a un substrato de telome-
rasa. En una realizacion, la proteina de hTRT tiene una secuencia como se establece en la Figura 17 (NUMERO DE
IDENTIFICACION DE SECUENCIA: 2). La proteina de hTRT puede producirse en un sistema de expresion in vitro
y mezclarse con un RNA de telomerasa o, en otra realizacién, el RNA de telomerasa puede coexpresarse en el sistema
de expresion in vitro. En una realizacion, el RNA de telomerasa es hTR. En una realizacion alternativa, el contacto
ocurre en una célula, como una célula humana. En una realizacidn, la célula no tiene actividad de telomerasa antes
del contacto de la hTRT y el RNA, o la introduccién, como por transfeccion, de un polinucleétido de hTRT. En una
realizacion, el RNA de telomerasa es expresado naturalmente por dicha célula.

La invencion también proporciona una célula, como una célula humana, de ratén, o de levadura, conteniendo
los polinucleétidos recombinantes de la invencién como un polinucleétido con una proteina de hTRT codificando
la secuencia vinculada de una manera manejable a un promotor. En aspectos particulares, la célula es una célula
de vertebrado, como una célula de un mamifero, por ejemplo un humano, y tiene una capacidad de proliferacién
aumentada relativa a una célula que de otra manera es idéntica pero no comprende el polinucle6tido recombinante
o tiene un nivel aumentado de actividad de telomerasa relativo a una célula que de otra manera es idéntica pero no
comprende el polinucleétido recombinante. En algunas realizaciones, la célula es inmortal.

La invencién comprende la utilizacién de un polinucledtido segtin la invencidn, un polipéptido obtenido por la ex-
presion del vector segiin la invencidn, o una composicién segtin la invencién incrementando la capacidad proliferativa
de una célula de un vertebrado introduciendo dicho polinucleétido, polipéptido o composicion en la célula in vitro.

En realizaciones relacionadas, la invencién prevé organismos y células comprendiendo un polinucledtido segtin la
invencién codificando un polipéptido de transcriptasa inversa de telomerasa humana, como un organismo transgénico
no humano como una levadura, planta, bacteria, o un animal no humano, por ejemplo, un ratén. La invencién también
prevé la utilizacién de animales o células transgénicos de los cuales un gen de hTRT ha sido anulado (suprimido) o
mutado de tal manera que el gen no expresa un producto génico de hTRT que ocurre naturalmente. Por lo tanto, en
realizaciones alternativas, el animal no humano transgénico tiene un gen de telomerasa mutado, es un animal deficiente
en una actividad de telomerasa, es un animal cuya deficiencia de TRT es un resultado de un gen mutado codificando un
TRT teniendo un nivel reducido de una actividad de telomerasa comparada con una TRT tipo silvestre y es un animal
teniendo un gen de TRT mutado con una o mas mutaciones, incluyendo mutaciones falsas de sentido, mutaciones sin
sentido, inserciones, o anulaciones.

La invencion proporciona también un anticuerpo, o un fragmento de enlace del mismo, que se enlaza especifica-
mente a una proteina de hTRT de la composicion de proteina segin la invencién. En una realizacion, el anticuerpo se
enlaza con una afinidad de por lo menos alrededor de 10¥ M. El anticuerpo puede ser monoclonal o puede ser una
composicién policlonal, como un antisuero policlonal. En un aspecto relacionado, la invencién proporciona una célula
capaz de secretar el anticuerpo, como un hibridoma.

La invencién también proporciona un método para determinar si un compuesto o tratamiento es un modulador de
una actividad de transcriptasa inversa de telomerasa o expresion de hTRT. El método implica la deteccién o supervision
de un cambio en la actividad o expresion en una célula, animal o composicién comprendiendo una proteina de hTRT
o polinucleétido después de la administracién del compuesto o tratamiento. En una realizacion, el método incluye los
pasos de: proporcionar una composiciéon de TRT, poner en contacto la TRT con el compuesto de prueba y medir la
actividad de la TRT, donde un cambio en la actividad de TRT en la presencia del compuesto de prueba es un indicador
de que el compuesto de prueba modula la actividad de TRT. En ciertas realizaciones, la composicién es una célula,
o una célula en la forma de un organismo, o un organismo transgénico, o un sistema in vitro, como un sistema de
expresion, el cual contiene un polinucleétido recombinante codificando un polipéptido de hTRT. De esta manera, la
hTRT del método puede ser un producto de expresion in vitro. En varias realizaciones, la deteccion de actividad de
telomerasa o expresion puede ser detectando un cambio en la abundancia de un producto génico de hTRT, supervisando
la incorporacién de una etiqueta de nucledtido a un substrato para telomerasa, supervisando la hibridacién de una
sonda a un substrato de telomerasa extendido, supervisando la amplificacién de un substrato de telomerasa extendido,
supervisando la longitud de telémeros de una célula expuesta al compuesto de prueba, supervisando la pérdida de la
habilidad de la telomerasa de enlazarse a un cromosoma, o midiendo la acumulacién o la pérdida de la estructura de
telomerasa.

En un aspecto, la invencién proporciona un método para detectar un producto génico de hTRT, un mutante o una
variante del mismo en una muestra bioldgica poniendo en contacto la muestra bioldgica con una sonda que enlaza
especificamente el producto génico, en donde la sonda y el producto génico forman un complejo y detectando el
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complejo, donde la presencia del complejo se correlaciona con la presencia del producto génico de hTRT en la muestra
biolégica. El producto génico puede ser RNA, DNA o un polipéptido. Los ejemplos de sondas que pueden usarse para
deteccién incluyen, pero no estan limitados a, dcidos nucleicos y anticuerpos segtn la invencion.

En una realizacién, el producto génico es un dcido nucleico el cual se detecta amplificando el gen y detectando
el producto de amplificacion, donde la presencia del complejo o producto de amplificacion se correlaciona con la
presencia del producto génico de h'TRT en la muestra biolégica. La sonda en tal procedimiento de amplificacién puede
ser un polinucledtido que comprende una secuencia de por lo menos 12 nucleétidos, opcionalmente por lo menos 15
nucledtidos, idéntica o exactamente complementaria a una secuencia contigua de un polinucleétido segtin la invencion.

En una realizacién, la muestra bioldgica es de un paciente, como un paciente humano. En otra realizacion, la
muestra biolégica incluye por lo menos una célula de un cultivo de células in vitro, como un cultivo de célula humanas.

La invencién ademds proporciona un método para detectar la presencia de por lo menos una célula humana positiva
inmortal o de telomerasa en una muestra bioldgica que comprende células humanas obteniendo la muestra bioldgica
que comprende células humanas; y detectando la presencia en la muestra de una célula que tiene un nivel alto de un
producto génico de hTRT, donde la presencia de una célula que tiene un nivel alto del producto génico de hTRT se
correlaciona con la presencia de células positivas inmortales o de telomerasa en la muestra bioldgica.

La invencién también proporciona un método para diagnosticar una condicién relacionada con la telomerasa en
un paciente obteniendo una célula o muestra de tejido del paciente, determinando la cantidad de un producto génico
de hTRT en la célula o tejido; y comparando la cantidad de producto génico de hTRT en la célula o tejido con la
cantidad en una célula o tejido saludable del mismo tipo, donde una cantidad diferente de producto génico de hTRT en
la muestra del paciente y la célula o tejido saludable es el diagndstico de una condicién relacionada con la telomerasa.
En una realizacidn, la condicién relacionada con la telomerasa es cdncer y una cantidad mayor del producto génico de
hTRT se detecta en la muestra.

Los procedimientos de la invencién permiten el diagndstico de cdncer en un paciente obteniendo una muestra
bioldgica del paciente y detectando un producto génico de hTRT en la muestra del paciente, donde la deteccién del
producto génico de hTRT en la muestra se correlaciona con un diagndstico de céncer.

Los procedimientos de la invencién ademds permiten el diagndstico de cancer en un paciente obteniendo una
muestra del paciente, determinando la cantidad de producto génico de hTRT en la muestra del paciente; y comparando
la cantidad de producto génico de hTRT con un valor normal o de control, donde una cantidad del producto génico de
hTRT en el paciente que es mayor que el valor normal o de control es un diagnéstico de cancer.

Los procedimientos de la invencién también permiten el diagndstico de cancer en un paciente obteniendo una
muestra del paciente que contiene por lo menos una célula; determinando la cantidad de un producto génico de hTRT
en una célula en la muestra; y comparando la cantidad de producto génico de hTRT en la célula con un valor normal
para la célula, en donde una cantidad de producto génico de hTRT mayor que el valor normal es un diagndstico de
céancer. En una realizacidn, se cree que la muestra contiene por lo menos una célula maligna.

Los procedimientos de la invencién también permiten un método para pronosticar un cdncer determinando la
cantidad de producto génico de hTRT en una célula de cancer obtenida del paciente; y comparando la cantidad de
hTRT en la célula de cdncer con un valor de prognosis de hTRT consistente con una prognosis para el cdncer; donde
una cantidad de hTRT en la muestra que estd en el valor de prognosis proporciona la prognosis particular.

Los procedimientos de la invencién también permiten un método para supervisar la habilidad de un tratamiento
anticdncer para reducir la capacidad de proliferacion de las células de céncer en un paciente, haciendo una primera
medicién de la cantidad de un producto génico de hTRT en por lo menos una célula de cancer del paciente, haciendo
una segunda medicién del nivel del producto génico de hTRT en por lo menos una célula de cancer del paciente,
en donde el tratamiento anticdncer se administra al paciente antes de la segunda medicién; y comparando la primera
medicién y la segunda medicién, donde un nivel mas bajo del producto génico de hTRT en la segunda medicién se
correlaciona con la habilidad de un tratamiento anticidncer para reducir la capacidad de proliferacion de células de
céncer en el paciente.

La invencion también proporciona equipos para la detecciéon de un gen de hTRT o producto génico de hTRT, un
mutante o variante, que comprende un polinucleétido segin la invencién, un polipéptido obtenido por la expresion
de un vector segun la invencién, una composicién segin la invencién, un anticuerpo o fragmento de enlace segin
la invencidn, o un polinucledtido que comprende una secuencia de por lo menos 12 nucleétidos, opcionalmente por
lo menos 15 nucledtidos, idéntica o exactamente complementaria a una secuencia contigua del polinucleétido segtin
la invencién. En una realizacidn, el equipo incluye un recipiente incluyendo una molécula seleccionada de un dcido
nucleico de h'TRT o subsecuencia del mismo, un polipéptido de h'TRT o subsecuencia del mismo y un anticuerpo anti-
hTRT.

La invencion también permite métodos para tratar enfermedades humanas. La invencién permite un método para
aumentar la capacidad de proliferacion de una célula de vertebrado, como una célula mamifera, introduciendo un
polinucleétido recombinante segiin la invencién en la célula, en donde el polinucleétido comprende una secuencia
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codificando un polipéptido de hTRT. El polipéptido de hTRT puede tener una secuencia como se muestra en la Figura
17. La secuencia puede estar vinculada de una manera manejable a un promotor. La célula puede ser humana, como
una célula en un paciente humano o la célula es introducida a un paciente humano.

La invencién ademds permite un método para tratar una enfermedad humana introduciendo polinucleétido recom-
binante de h'TRT a por lo menos una célula en un paciente.

Un vector de terapia de gen puede utilizarse. El método ademds puede constar de la introduccion a la célula de un
polinucleétido que comprende una secuencia codificando hTR, por ejemplo, un polinucleétido de hTR vinculado de
manera manejable a un promotor.

La invencién también permite un método para aumentar la capacidad de proliferacién de una célula de vertebrado,
el método comprendiendo la introduccién a la célula de una cantidad efectiva de polipéptido de hTRT tal como
contenido en una composicién segiin la invencién. La invencién ademds permite células y progenie de células con
capacidad de proliferacién aumentada.

La invencién también permite un método para tratar una condicién asociada con un nivel elevado de actividad de
telomerasa dentro de una célula, comprendiendo la introduccidn a la célula de una cantidad terapéuticamente efectiva
de un inhibidor de la actividad de telomerasa, en donde el inhibidor es un polipéptido de hTRT segtin la invencién o
un polinucleétido de hTRT segtin la invencién. El inhibidor puede ser un polipéptido o polinucle6tido comprendiendo,
por ejemplo, por lo menos una subsecuencia de una secuencia mostrada en las Figuras 16, 17, 6 20. El polipéptido o
polinucleétido puede inhibir una actividad de TRT, como el enlace de TRT endégena a RNA de telomerasa.

La invencién también proporciona un polinucleétido segtn la invencién, un polinucleétido que comprende una
secuencia de por lo menos 12 nucleédtidos, opcionalmente por lo menos 15 nucleétidos, idéntica o exactamente com-
plementaria a una secuencia contigua del polinucleétido de la parte (a) de la invencion, un polipéptido obtenido por
la expresién de un vector segin la invencién, una composicién segin la invencién, o un anticuerpo o fragmento de
enlace segtin la invencién para utilizacién como un farmaco.

Otro aspecto de la invencion es la utilizacién de un polinucledtido segin la invencién, un polinucleétido que
comprende una secuencia de por lo menos 12 nucleétidos, opcionalmente por lo menos 15 nucleétidos, idéntica o
exactamente complementaria a una secuencia contigua del polinucleétido de la parte (a) de la invencién, un polipéptido
obtenido por la expresion de un vector segtn la invencién, una composicién segun la invencién, o un anticuerpo o
fragmento de enlace segin la invencidn en la fabricacién de un medicamento.

Ademads, otro aspecto de la invencién es la utilizacién de un polinucleétido segin la invencidn, un polinucleétido
que comprende una secuencia de por lo menos 12 nucleétidos, opcionalmente por lo menos 15 nucleétidos, idéntica o
exactamente complementaria a una secuencia contigua del polinucleétido de la parte (a) de la invencion, un polipép-
tido obtenido por la expresion de un vector segtin la invencién, una composicion segtn la invencién, o un anticuerpo
o fragmento de enlace segtin la invencidn en la fabricacién de un medicamento, para incrementar la capacidad proli-
ferativa de una célula de un vertebrado, disminuyendo la capacidad proliferativa de una célula de un vertebrado, o el
tratamiento de una condicién asociada con un nivel elevado o disminuido de actividad telomerasa.

La invencidn incluye una composicién farmacéutica que comprende un polinucleétido segin la invencién, un poli-
nucleétido que comprende una secuencia de por lo menos 12 nucleétidos, opcionalmente por lo menos 15 nucleétidos,
idéntica o exactamente complementaria a una secuencia contigua del polinucleétido de la parte (a) de la invencion,
un polipéptido obtenido por la expresién de un vector seglin la invencidn, una composicién segtin la invencién, o
un anticuerpo o fragmento de enlace segin la invencién opcionalmente junto con una portadora farmacéuticamente
aceptable.

Otro aspecto de la invencion es la utilizacion de un polinucleétido que comprende una secuencia de por lo menos
12 nucleétidos, opcionalmente por lo menos 15 nucledtidos, idéntica o exactamente complementaria a una secuencia
contigua del polinucledtido de la parte (a) de la invencion, o un polipéptido obtenido por la expresién de un polinu-
cledtido segun la invencidn en un vector segtin la invencion o fragmento inmunolégico del mismo, o una composicién
segun la invencién en la preparacién de una vacuna capaz de provocar una respuesta inmunitaria.

Descripcion de las figuras

La Figura 1 muestra residuos altamente conservados en motivos de TRT de humano, S. pombe (tezl), S. cerevisae
(EST2) y Euplotes aediculatus (p123). Los aminodcidos idénticos se indican con un asterisco (*) [ligeramente en
relieve], mientras que los residuos de aminodcidos similares se indican con un punto (e). El motivo “0” en la figura
también se llama Motivo T; Motivo “3” se llama también Motivo A.

La Figura 2 muestra el lugar de los motivos de secuencia especifica de telomerasa y especifica de RT de las
proteinas de telomerasa y otras transcriptasas inversas. Los lugares del motivo T especifico de telomerasa y los motivos
conservados de RT 1, 2 y A-E se indican con cuadros. El rectingulo abierto etiquetado HIV-1 RT delinea la parte de
esta proteina mostrada en la Figura 3.
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La Figura 3 muestra la estructura de cristal de la subunidad de p66 de transcriptasa inversa HIV-1 (Brookhaven c6-
digo THNV). La vista es desde la parte posterior del lado derecho para permitir que todos los motivos sean mostrados.

La Figura 4 muestra la alineacién de multiples secuencias de transcriptasas inversa de telomerasa (Sp_Trtlp, S.
pombe TRT [también llamado en el presente como “tez1p”’]; hTRT, TRT humana; Ea_p123, Euplotes p123; Sc_Est2p,
S. cerevisiae Est2p) y miembros de otras familias de RT (Sc_al, proteina citocromo oxidasa intrén 1-codificada de
grupo II proveniente de mitocondria de S. cerevisiae, Dm_TART, transcriptasa inversa proveniente de Drosophila
melanogaster del elemento retrotranspuesto TART de no LTR); HIV-1, transcriptasa inversa del virus de inmunodefi-
ciencia humana. TRT con y RT con representan secuencias de consenso para transcriptasas inversas de telomerasa y
transcriptasas inversas de no telomerasa. Los aminoécidos son designados con una h, hidréfobos; p, polares; c, carga-
dos. Los tridngulos muestran residuos que son conservados entre las proteinas de telomerasa pero diferentes en otras
transcriptasas inversas. La linea sélida abajo del motivo E realza la regién del asa del iniciador.

La Figura 5 muestra la expresion de RNA de hTRT en cepas de células mortales negativas de telomerasa y lineas
de células mortales positivas de telomerasa como se describe en el Ejemplo 2.

La Figura 6 muestra un posible drbol filogenético de telomerasas y retroelementos arraigados con RNA polimerasas
dependientes de RNA.

La Figura 7 muestra un mapa de restriccién de lambda clone G®5.

La Figura 8 muestra un mapa del cromosoma 5p con la ubicacién del marcador STS D5S678 (situado cerca del
gen de hTRT) indicado.

La Figura 9 muestra la construccién de un pldsmido promotor-reportero de hTRT.

La Figura 10, en dos paginas, muestra la coexpresion in vitro de hTRT y hTR para producir telomerasa humana
cataliticamente activa.

La Figura 11, en dos paginas, muestra una alineacién de secuencias de cuatro proteinas de hTRT e identifica
motivos de interés. TRT con muestra una secuencia de consenso de TRT. RT con muestra residuos de consenso para
otras transcriptasas inversas. Los residuos de consenso en maytscula indican conservacion absoluta en las proteinas
de TRT.

La Figura 12 muestra un sitio de disociacion Topoisomerase Il y motivos de sitio de enlace NFkB en un intrén de
hTRT, con la secuencia mostrada correspondiendo a NUMERO DE IDENTIFICACION DE SECUENCIA: 7.

La Figura 13, en dos paginas, muestra la secuencia del DNA codificando la subunidad de proteina de telomerasa
Euplotes 123 kDa (Euplotes TRT).

La Figura 14 muestra la secuencia de aminodcidos de la subunidad de proteina de telomerasa Euplotes 123 kDa
(Euplotes proteina de TRT).

La Figura 15, en cinco pdginas, muestra las secuencias del DNA y aminodcidos de la subunidad catalitica de
telomerasa S. pombe (S. pombe TRT).

La Figura 16, en dos paginas, muestra la secuencia de cDNA de hTRT, con la secuencia mostrada correspondiendo
a NUMERO DE IDENTIFICACION DE SECUENCIA: 1.

La Figura 17 muestra la proteina de h'TRT codificada por el cDNA de la Figura 16. La secuencia de proteina
mostrada corresponde a NUMERO DE IDENTIFICACION DE SECUENCIA: 2.

La Figura 18 muestra la secuencia del clon 712562, con la secuencia mostrada correspondiendo a NUMERO DE
IDENTIFICACION DE SECUENCIA: 3.

La Figura 19 muestra una proteina de residuos 259 codificada por el clon 712562, con la secuencia mostrada
correspondiendo a NUMERO DE IDENTIFICACION DE SECUENCIA: 10.

La Figura 20 muestra, en siete paginas, la secuencia de un 4cido nucleico con una configuracién de lectura abierta

codificando un polipéptido de variantes A182, con la secuencia mostrada correspondiendo a NUMERO DE IDEN-
TIFICACION DE SECUENCIA: 4. Esta Figura también muestra la secuencia de aminodcidos de este polipéptido de
variantes de A182, con la secuencia de aminodcidos mostrada correspondiendo a NUMERO DE IDENTIFICACION
DE SECUENCIA: 5.
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La Figura 21 muestra, en seis paginas, la secuencia de un clon genémico de hTRT, con la secuencia mostrada

correspondiendo a NUMERO DE IDENTIFICACION DE SECUENCIA: 6. Se indican los motivos y elementos de
consenso, incluyendo secuencias caracteristicas de un sitio de disociaciéon Topoisomerase II, sitios de enlace NFkB,
una secuencia Alu y otros elementos de secuencia.

La Figura 22 muestra el efecto de mutacién del gen de TRT en levadura, como se describe en el Ejemplo 1.

La Figura 23 muestra la secuencia de EST AA281296, correspondiendo a NUMERO DE IDENTIFICACION DE
SECUENCIA: 8.

La Figura 24 muestra la secuencia de los 182 pares de bases anulados en el clon 712562, con la secuencia mostrada
correspondiendo al NUMERO DE IDENTIFICACION DE SECUENCIA: 9.

La Figura 25 muestra los resultados de un ensayo para actividad de telomerasa de células BJ transfectadas con
un vector de expresion codificando una proteina de hTRT (pGRN133) o un plasmido de control (pBBS212) como se
describe en el Ejemplo 13.

La Figura 26 es un diagrama esquemdtico de la purificacién de afinidad de telomerasa mostrando los pasos de
enlace y elucién de desplazamiento.

La Figura 27 es una fotografia de un manchado Northern de preparaciones de telomerasa obtenidas durante un
protocolo de purificacién, como se describe en el Ejemplo 1. La ruta 1 contenia 1.5 fmol de RNA de telomerasa, la
ruta 2 contenia 4.6 fmol de RNA de telomerasa, la ruta 3 contenia 14 fmol de RNA de telomerasa, la ruta 4 contenia 41
fmol de RNA de telomerasa, la ruta 5 contenia extracto nuclear (42 fmol de telomerasa, la ruta 6 contenia telomerasa
purificada con heparina Affi-Gel (47 fmol de telomerasa), la ruta 7 contenia telomerasa purificada en afinidad (68
fmol) y la ruta 8 contenia telomerasa purificada por gradiente en glicerol (35 fmol).

La Figura 28 muestra actividad de telomerasa a través de un protocolo de purificacion.

La Figura 29 es una fotografia de un gel SDS-PAGE, mostrando la presencia de un polipéptido de aproximadamente
123 kDa y un doblete de aproximadamente 43 kDa de Euplotes aediculatus.

La Figura 30 es una grafica mostrando el coeficiente de sedimentacién de telomerasa de Euplotes aediculatus.

La Figura 31 es una fotograffa de un gel de poliacrilamida/urea con formamida al 36% mostrando la utilizacién de
substrato de telomerasa de Euplotes.

La Figura 32 muestra las alineaciones putativas del molde de RNA de telomerasa e iniciadores tipo horquilla con
RNA de telomerasa.

La Figura 33 es una fotografia de las rutas 25-30 del gel mostrado en la Figura 31, mostrado en una nivel de
exposicién mas ligero.

La Figura 34 muestra la secuencia de DNA del gen codificando la subunidad de proteina de telomerasa de 43 kDa
de Euplotes.

La Figura 35 muestra, en cuatro paginas, la secuencia de DNA, asi como las secuencias de aminodcidos de las tres
configuraciones de lectura abierta de la subunidad de proteina de telomerasa de 43 kDa de Euplotes.

La Figura 36 muestra una comparacién de secuencias entre la subunidad de proteina de telomerasa de 123 kDa de
Euplotes (secuencia superior) y la subunidad de polipéptido de 80 kDa de T. thermophila (secuencia inferior).

La Figura 37 muestra una comparacién de secuencias entre la subunidad de proteina de telomerasa de 123 kDa de
E. aediculatus (secuencia superior) y el polipéptido de telomerasa de 95 kDa de T. thermophila (secuencia inferior).

La Figura 38 muestra la alineacién mejor ajustada entre una parte de “Ladomain” de la subunidad de proteina de
telomerasa de 43 kDa de E. aediculatus (secuencia superior) y una parte de la subunidad de polipéptido de 95 kDa de
T. thermophila (secuencia inferior).

La Figura 39 muestra la alineacién mejor ajustada entre una parte de “Ladomain” de la subunidad de proteina de
telomerasa de 43 kDa de E. aediculatus (secuencia superior) y una parte de la subunidad de polipéptido de 80 kDa de
T. thermophila (secuencia inferior).
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La Figura 40 muestra la alineacién y motivos del dominio de polimerasa de la subunidad de proteina de telomerasa
de 123 kDa de E. aediculatus y los dominios de polimerasa de varias transcriptasas inversas incluyendo una proteina
citocromo oxidasa intrén 1-codificada de grupo II proveniente de mitocondria de S. cerevisiae (al S.c. (grupo II)),
Dong (LINE) y levadura ESTp (L8543.12).

La Figura 41 muestra la alineacién de un dominio de la subunidad de proteina de telomerasa de 43 kDa con varias
proteinas La.

La Figura 42 muestra la secuencia de nucledtidos codificando la subunidad de proteina de 80 kDa de T. thermophila.
La Figura 43 muestra la secuencia de aminodcidos de la subunidad de proteina de 80 kDa de T. thermophila.

La Figura 44 muestra la secuencia de nucleétidos codificando la subunidad de proteina de 95 kDa de T. thermophila.
La Figura 45 muestra la secuencia de aminodcidos de la subunidad de proteina de 95 kDa de T. thermophila.

La Figura 46 muestra la secuencia de aminoécidos de L8543.12 (“Est2p”).

La Figura 47 muestra la alineacién de la secuencia de aminodcidos codificada por el producto de la PCR de
Oxytricha con la secuencia de Euplotes p123.

La Figura 48 muestra la secuencia de DNA de Est2.

La Figura 49 muestra la secuencia parcial de aminodcidos de un clon de cDNA codificando motivos de péptidos
de telomerasa humana.

La Figura 50 muestra la secuencia parcial de DNA de un clon de cDNA codificando motivos de péptidos de
telomerasa humana.

La Figura 51 muestra la secuencia de aminoécidos de tez1, llamado también S. pombe trt.

La Figura 52 muestra, en dos pédginas, la secuencia de DNA de tezl. Las regiones intrénicas y otras de no codifi-
cacién se muestran en mintdscula y exones (es decir, regiones de codificacién) se muestran en mayuscula.

La Figura 53 muestra la alineacién de EST2p; secuencias de Euplotes y Tetrahymena, asi como la secuencia de
consenso.

La Figura 54 muestra las secuencias de péptidos ttiles para la produccién de anticuerpos anti-hTRT.
La Figura 55 es un sumario esquematico de los experimentos de la secuencia de tez1*.

La Figura 56 muestra dos iniciadores degenerados usados en la PCR para identificar el homologo S. pombe de las
secuencias de E. aediculatus p123.

La Figura 57 muestra las cuatro principales bandas producidas en la PCR usando iniciadores degenerados para
identificar el homdlogo S. pombe de las secuencias de E. aediculatus p123.

La Figura 58 muestra la alineacién del producto M2 PCR con secuencias de proteina de telomerasa de E. aedicu-
latus p123, S. cerevisiae y Oxytricha.

La Figura 59 es un esquema que muestra la estrategia de 3> RT PCR para identificar el homdlogo S. pombe de las
secuencias de E. aediculatus p123.

La Figura 60 muestra caracteristicas de las bibliotecas usadas para seleccionar las secuencias de proteina de te-
lomerasa de S. pombe y muestra los resultados de la seleccién de las bibliotecas para las secuencias de proteina de
telomerasa de S. pombe.

La Figura 61 muestra los resultados positivos obtenidos con clones gendmicos positivos digestados en HindIII que
contienen secuencia de telomerasa de S. pombe.

La Figura 62 es un esquema que muestra la estrategia de 5° RT PCR usada para obtener un clon de TRT de S.
pombe de tamafo natural.

La Figura 63 muestra la alineacién de los dominios de RT de las subunidades cataliticas de telomerasa para S.
pombe (S.p.), S. cerevisiae (S.c.) y E. aediculatus (E.a.).
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La Figura 64 muestra la alineacién de las secuencias de Euplotes (“Ea_p123”), S. cerevisiae (“Sc_Est2p”) y S.
pombe (“Sp_Tezlp”). En el Tablero A, las dreas sombreadas indican residuos compartidos entre dos secuencias. En el
Tablero B, las dreas sombreadas indican residuos compartidos entre las tres secuencias.

La Figura 65 muestra la estrategia de disrupcion usada con los genes de telomerasa en S. pombe.
La Figura 66 muestra los resultados experimentales que confirman la disrupcién de tez1.
La Figura 67 muestra la reduccién progresiva de telémeros en S. pombe debido a la disrupcién de tezl.

La Figura 68 muestra, en cuatro piginas, el DNA y aminodcido de la ORF codificando una proteina de telomerasa
de aproximadamente 63 kDa codificada por el inserto EcoRI-NotI del clon 712562.

La Figura 69 muestra una alineacién de motivos de transcriptasa inversa de varias fuentes.
La Figura 70 proporciona un mapa de restriccién y funcién del plasmido pGRN121.

La Figura 71 muestra, en dos paginas, los resultados del andlisis de la secuencia preliminar del dcido nucleico de
una secuencia de cDNA de hTRT.

La Figura 72 muestra, en diez piginas, la secuencia preliminar del dcido nucleico de hTRT y secuencias deducidas
de la ORF en tres configuraciones de lectura.

La Figura 73 proporciona un mapa de restriccién y funcién del plasmido pGRN121.

La Figura 74 muestra, en ocho paginas, una secuencia refinada de dcido nucleico y secuencias deducidas de la
ORF de hTRT.

La Figura 75 muestra un mapa de restriccién de clon lambda 25-1.1.
Descripcion detallada de la invencion
L. Introduccion

La telomerasa es un complejo de ribonucleoproteina (RNP) comprendiendo un componente de RNA y un com-
ponente de proteina catalitica. La presente invencion se refiere a la clonacién y caracterizacién del componente de
proteina catalitica de telomerasa, en lo sucesivo referido como “TRT” (transcriptasa inversa de telomerasa). TRT es
asi llamada porque esta proteina actiia como un DNA polimerasa dependiente de RNA (transcriptasa inversa), usando
el componente de RNA de telomerasa (en lo sucesivo, “TR”) para dirigir la sintesis de las secuencias de repeticién de
DNA de telémeros. Ademas, la TRT se relaciona de manera evolutiva con otras transcriptasas inversas (vea el Ejemplo
12).

En un aspecto, la presente invencion se refiere a la clonacidn y caracterizacion del componente de proteina catalitica
de telomerasa humana, en lo sucesivo referido como “hTRT”. La TRT humana es de extraordinario interés y valor ya
que, como se indica arriba, la actividad de telomerasa en células humanas (y otras células mamiferas) se correlaciona
con la capacidad de proliferacion de las células, 1a inmortalidad de las células y el desarrollo de un fenotipo neopléstico.
Por ejemplo, la actividad de telomerasa y, como se demuestra en el Ejemplo 2, abajo, los niveles de productos génicos
de TRT humana son elevados en células humanas inmortales (como células de tumores malignos y lineas de células
inmortales) en relacién con las células mortales (como la mayoria de las células somdticas humanas).

La presente invencién ademads proporciona métodos y composiciones valiosas para diagnosis, prognosis y trata-
miento de enfermedades humanas y condiciones de enfermedades, como se describe abajo con detalles. También se
proporcionan métodos y reactivos ttiles para inmortalizar células (in vivo y ex vivo), produciendo animales transgé-
nicos con caracteristicas convenientes y muchos otros usos, muchos de los cuales se describen abajo. La invencién
también proporciona métodos y reactivos ttiles para preparar, clonar, o volver a clonar genes y proteinas de TRT de
ciliados, hongos, vertebrados, como mamiferos y otros organismos.

Como se describe abajo con detalles, TRT se caracteriz6 inicialmente después de la purificacion de la telomerasa
del ciliado Euplotes aediculatus. La extensa purificacion de telomerasa de Euplotes aediculatus, usando cromotografia
de afinidad con RNA y otros métodos, produjo la proteina “p123”. De manera sorprendente, p123 no se relaciona con
proteinas las cuales anteriormente se creia que constitufan las subunidades de proteina de la holoenzima de telomerasa
(es decir, las proteinas p80 y p95 de Tetrahymena thermophila). El andlisis de las secuencias de DNA de p123 y
proteinas (Ntimero de Acceso de GenBank U95964; Figuras 13 y 14) revelé motivos de transcriptasa inversa (RT)
consistentes con el papel de p123 como la subunidad catalitica de telomerasa (vea, por ejemplo, las Figuras 1, 4 y
11). Ademds, p123 se relaciona con una proteina de S. cerevisiae (levadura), Est2p, la cual se sabia que desempefia
un papel en el mantenimiento de telémeros en S. cerevisiae (Nimero de Acceso de GenBank S5396), pero antes de
la presente invencion fue reconocida por codificar una proteina de la subunidad catalitica de telomerasa (vea, por
ejemplo, Lendvay y otros, 1996, Genetics, 144:1399).
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En un aspecto, la presente invencién proporciona reactivos que pueden utilizarse para identificar y clonar nuevas
TRTs usando: sondas de 4cido nucleico e iniciadores generados o derivados de los polinucleétidos de TRT revela-
dos (por ejemplo, para clonar genes de TRT y cDNAs); anticuerpos que reconocen especificamente los motivos o
secuencias de motivos u otros epitopos de TRT (por ejemplo, para expresion clonando genes de TRT o purificacién
de proteinas de TRT); seleccionando bases de datos computarizadas; u otros medios. Por ejemplo, como se describe
en el Ejemplo 1, la amplificacién de la PCR (reaccién de cadena de polimerasa) de DNA de S. pombe se realiz6
con iniciadores de secuencia degenerados disefiados de los motivos B’ y C de p123 RT de Euplotes. De cuatro pro-
ductos prominentes generados, uno codificé una secuencia de péptidos homoéloga a p123 de Euplotes y Est2p de S.
cerevisiae. Usando este producto de PCR como una sonda, la secuencia completa del homoélogo de TRT de S. pombe
se obtuvo seleccionando de bibliotecas de cDNA de S. pombe y genémicas y amplificando RNA de S. pombe por
transcripcion inversa y PCR (TR-PCR). La secuencia completa del gen de S. pombe (“trt1”’; Nimero de Acceso de
GenBank AF015783; Figura 15) revel6 que la homologia con p123 y Est2p fue especialmente alta en los motivos de
la transcriptasa inversa. trtl de S. pombe también se conoce como tezl.

La amplificacién usando iniciadores degenerados derivados de los motivos de RT de telomerasa también se usé
para obtener secuencias de genes de TRT en Oxytricha trifallax y Tetrahymena thermophila, como se describe en el
Ejemplo 1.

Las secuencias de p123 de Euplotes, trtl de S. pombe y 4cido nucleico Est2p de S. cerevisiae ncion se usaron en
una busqueda de una base de datos computarizada de etiquetas de secuencias expresadas humanas (ESTs) usando el
programa BLAST (Altschul y otros, 1990, J. Mol. Biol. 215:403). La busqueda de esta base de datos con la secuencia
Est2p no indicé una concordancia, pero la bisqueda con las secuencias p123 y trtl identificaron una EST humana
(Numero de Acceso de GenBank AA281296; vea NUMERO DE IDENTIFICACION DE SECUENCIA: 8), como
se describe en el Ejemplo 1, codificando putativamente una proteina homdloga. La secuencia completa del clon de
cDNA conteniendo la EST (en lo sucesivo, “clon 712562”; vea NUMERO DE IDENTIFICACION DE SECUENCIA:
3) mostrd que estaban presentes siete motivos de RT. Sin embargo, este clon no codificé una TRT humana contigua con
los siete motivos, ya que los motivos B’, C, D y E estaban contenidos en una configuracién de lectura abierta (ORF)
diferente a los demds motivos terminales de NH,. Ademads, la distancia entre los motivos A y B’ fue substancialmente
mds corta que la distancia de las tres TRTs antes caracterizadas. El clon 712562 se obtuvo del Consorcio LM.A.G.E.;
Lennon y otros, 1996, Genomics 33:151.

Un clon de cDNA, pGRN121, codificando una hTRT funcional (vea la Figura 16, NUMERO DE IDENTIFICA-

CION DE SECUENCIA: 1) se aislé de una biblioteca de cDNA derivada de la linea de células humanas 293 como
se describe en el Ejemplo 1. La comparacién del clon 712562 con pGRN121 mostrd que el clon 712562 tiene una
anulacién de 182 pares de bases (vea la Figura 24, NUMERO DE IDENTIFICACION DE SECUENCIA: 9) entre
los motivos A 'y B’. Los 182 pares de bases adicionales presentes en pPGRN121 ponen todos los motivos de TRT en
una sola configuracion de lectura abierta y aumentan el espacio entre las regiones del motivo A y el motivo B’ a una
distancia consistente con las otras TRTs conocidas. Como se describe abajo en los Ejemplos (por ejemplo, Ejemplo 7),
el NUMERO DE IDENTIFICACION DE SECUENCIA: 1 codifica una proteina de telomerasa cataliticamente activa
teniendo la secuencia del NUMERO DE IDENTIFICACION DE SECUENCIA: 2. El polinucleétido del NUMERO
DE IDENTIFICACION DE SECUENCIA: 2 tiene 1132 residuos y un peso molecular calculado de alrededor de 127
kilodaltons (kD).

Como se discute abajo y como se describe en el Ejemplo 9, abajo, los cDNAs de TRT que posee la anulacién de
182 pares de bases caracteristica del clon 712562 son detectados después de la transcripcién inversa de RNA de las
células positivas de telomerasa (por ejemplo, teste y 293 células). Los RNAs de h'TRT que carecen de esta secuencia de
182 pares de bases se conocen generalmente como “variantes A182” y pueden representar una, dos, o varias especies.
Aunque es probable que las variantes de hTRT que carecen de la secuencia de 182 pares de bases encontrada en el
cDNA de pGRNI121 codifiquen una enzima catalitica de telomerasa completamente activa, pueden desempefiar un
papel en la regulacion de telomerasa, como se discute abajo y/o tener actividad parcial de telomerasa, como el enlace
de telémeros o la actividad de enlace de hTR, como se discute abajo.

De esta manera, en un aspecto, la presente invencién proporciona unos polinucleétidos aislados, tal como se ha
especificado anteriormente, que comprenden polinucleétidos codificando una proteina, fragmento, variante o derivado
de hTRT. La invencién permite 4cidos nucleicos con sentido y antisentido que se fijan a un gen de hTRT o mRNA. La
invencién ademds proporciona unas composiciones de proteinas de hTRT tal como se ha especificado anteriormente,
irrespectivemente de que la proteina sea sintetizada o purificada de fuentes naturales, asi como anticuerpos y otros
agentes que enlazan especificamente una proteina de hTRT o un fragmento de la misma. La presente invencién también
prevé muchos métodos nuevos, incluyendo métodos que emplean las composiciones antes mencionadas, por ejemplo,
proporcionando ensayos de diagnosis y prognosis para enfermedades humanas, métodos para desarrollar terapias y
métodos de terapia, identificacion de proteinas asociadas con telomerasa y métodos para seleccionar agentes capaces
de activar o inhibir la actividad de telomerasa. Mas adelante se proporcionan otros muchos aspectos de la invencién y
otros asuntos y materias relacionados.

Un aspecto adicional proporcionado por la invencion es el uso de un agente que aumenta la expresiéon de hTRT en la

fabricacion de un medicamento para el tratamiento de una condicién dirigida aumentando la capacidad de proliferacién
de una célula de vertebrado, opcionalmente el medicamento que es para inhibir los efectos del envejecimiento.
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Otro aspecto proporcionado por la invencidn es el uso de un inhibidor de la actividad de telomerasa en la fabricacion
de un medicamento para el tratamiento de una condicién asociada con un nivel elevado de la actividad de telomerasa
dentro de una célula humana.

Generalmente, la invencién proporciona un procedimiento para proporcionar un firmaco que comprende la rea-
lizacién de las etapas de un procedimiento segin la invencién y a continuacion la formulacién de un modulador de
expresion de actividad transcriptasa inversa de telomerasa o h'TRT identificado por dicho procedimiento para su utili-
zacion farmacéutica para lograr la modulacidn de expresion de actividad transcriptasa inversa de telomerasa o hTRT.

Las proteinas, variantes y fragmentos de la invencién y los polinucleétidos o fragmentos de codificacién también
se proporcionan cada uno en otro aspecto de esta invencion para uso como un farmacéutico.

La invencién ademads incluye el uso de una proteina, variante o fragmento, o de un polinucleétido o fragmento, en
cada caso como se define en el presente, en la fabricacién de un medicamento, por ejemplo en la fabricacién de un
medicamento para inhibir un efecto de envejecimiento o céncer.

La siguiente descripcion se organiza por tema. La parte II describe ademds los motivos de aminodcidos caracte-
risticos de las proteinas de TRT, asi como genes de TRT codificando proteinas que tienen dichos motivos. Las Partes
III-VI describen, entre otras cosas, dcidos nucleicos, proteinas, anticuerpos y composiciones purificadas con enfoque
particular en las composiciones relacionadas con la TRT humana. La Parte VII describe, entre otras cosas, métodos
y composiciones Uutiles para el tratamiento de enfermedades humanas. La Parte VIII describe la produccién e identi-
ficacion de lineas de células humanas inmortalizadas. La Parte IX describe, entre otras cosas, los usos de los acidos
nucleicos, polinucleétidos y otras composiciones para el diagndstico de enfermedades humanas. La Parte X describe,
entre otras cosas, métodos y composiciones utiles para seleccionar e identificar agentes y tratamientos que modulen
(por ejemplo, inhiben o promuevan) la actividad de telomerasa o expresion. La Parte XI describe, entre otras cosas,
animales transgénicos (por ejemplo, animales y células con supresion de telomerasa). La Parte XII es un glosario de
términos usados en las Partes [-XI. La Parte XIII describe ejemplos referentes a realizaciones especificas de la inven-
cién. La organizacion de la descripcion por tema y subtema debe proporcionar claridad y de ninguna manera debe ser
de caracter limitativo.

II. Genes y proteinas de TRT

La presente invencion proporciona genes y composiciones de proteinas aislados y/o recombinantes teniendo una se-
cuencia de proteina de la subunidad catalitica de telomerasa (es decir, transcriptasa inversa de telomerasa), incluyendo,
pero no limitado a, las formas de estos genes y proteinas que ocurren naturalmente de manera aislada o recombinante.
Normalmente, las TRTs son proteinas grandes, basicas teniendo motivos de aminoacidos de transcriptasa inversa (RT)
y especificos de telomerasa (T), como se revela en el presente.

Los siete motivos de RT encontrados en las TRTs, similares a aquellos encontrados en otras transcriptasas inversas,
tienen marcas de contraste particulares. Por ejemplo, como se muestra en la Figura 4, dentro de los motivos de RT de
TRT, hay un nimero de substituciones de aminodcidos (marcadas con flechas) en los residuos altamente conservados
entre las demds RTs. Por ejemplo, en el motivo C, los dos residuos de dcido aspartico (DD) que coordinan los iones
metdlicos de sitio activo (vea, Kohlstaedt y otros, 1992, Science 256:1783; Jacobo-Molina y otros, 1993, Proc. Natl.
Acad. Sci. U.S.A. 90:6320; Patel y otros, 1995, Biochemistry 34:5351) ocurren en el contexto hxDD(F/Y) en las RTs
de telomerasa en comparacion con (F/Y)xDDh en las demds RTs (donde “h” es un aminodcido hidr6fobo y “x” es
cualquier aminoécido; vea Xiong y otros, 1990, EMBO J. 9:3353; Eickbush, en The Evolutionary Biology of Viruses
(S. Morse, Ed., Raven Press, NY, pag. 121, 1994)). Otro cambio sistemdtico caracteristico del subgrupo de telomerasa
ocurre en el motivo E, donde WxGxSx es una secuencia de consenso o se conserva entre las proteinas de telomerasa,
considerando que hLGxxh es caracteristico de otras RTs (Xiong y otros, arriba; Eickbush arriba). Este motivo E se
Ilama el “asa del iniciador” y se ha reportado que las mutaciones en esta regién afectan la iniciacion de RNA pero
no la iniciacién de DNA (Powell y otros, 1997, J. Biol. Chem. 272:13262). Debido a que la telomerasa requiere un
iniciador de DNA (por ejemplo, el extremo 3’ de cromosomas), no se espera que la telomerasa difiera de las demds
RTs en la region del asa del iniciador. Ademads, la distancia entre los motivos A y B’ es mas larga en las TRTs que
tipica para las demds RTs, los cuales pueden representar una insercion dentro de la regién de “dedos” de la estructura
que se parece a una mano derecha (Figura 3; vea Kohlstaedt y otros, arriba; Jacobo-Molina y otros,arriba; y Patel y
otros, arriba).

Ademds, como se indica arriba, el Motivo T es una marca de contraste adicional de proteinas de TRT. Este Motivo
T, como se muestra, por ejemplo en la Figura 4 (W-L-X-Y-X-X-h-h-X-h-h-X-p-F-F-T-E-X-p-X-X-X-p-X-X-X-Y-X-

R-K-X-X-W [X es cualquier amino4cido, h es hidr6fobo, p es polar]), comprende una secuencia que puede describirse
usando la férmula:

Trp-R,-X;-R,-R,-R,-X-Phe-Phe-Tyr-X-Thr-Glu-Xg_o-R;-Rs-Arg-R,-X,-Trp

donde X es cualquier aminodacido y el subindice se refiere al nimero de residuos consecutivos, R; es leucina o isoleu-
cina, R, es glutamina o arginina, R; es fenilalanina o tirosina y R, es lisina o histidina.

El motivo T también puede describirse usando la férmula:
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Trp-R,-X;-h-h-X-h-h-R,-p-Phe-Phe-Tyr-X-Thr-Glu-X-p-X3-p-X,_3-R;-Rs-Arg-R,-X,-Trp

donde X es cualquier aminodcido y un subindice se refiere al nimero de residuos consecutivos, R; es leucina o
isoleucina, R, es glutamina o arginina, R; es fenilalanina o tirosina y R, es lisina o histidina, h es un aminodcido
hidr6fobo seleccionado de Ala, Leu, Ile, Val, Pro, Phe, Trp y Met y p es un aminodcido polar seleccionado de Gly,
Ser, Thr, Tyr, Cys, Asn y Gln.

Las proteinas de TRT normalmente comprenden uno o mds de los motivos ilustrados en la Figura 11, por ejemplo,

Motivo T W-X,-FFY-X-TE-X,_;;-R-X;3-W-X-1
Motivo T’ E-X,-V-X

Motivo 1 X;3-R-X,-PK-X;

Motivo 2 X-R-X-1I-X

Motivo A X,-F-X;5-D-X4-YD-X,

Motivo B’ Y-X4-G-X,-QG-X;3-S-X;

Motivo C Xs-DD-X-L-X;

Cuando la proteina de TRT mostrada contiene mas de un motivo de TRT, el orden (NH2 - >COOH) es como se
muestra en la Figura 11.

Las proteinas de TRT aisladas que ocurren naturalmente pueden comprender el siguiente supermotivo:

(NH,)-X300-600-W-X 12-FFY-X-TE-X 0_1;-R-X3-W-X;-I-Xs5_20-E-X5-V-X-X5_20-X3-R-X,-PK-X,_10-R-X-I-X-X0_s0-
X4 -F-X3-D-X,-YD-Xo-Xso130-Y-X4-G-X5-QG-X3-S-Xs-Xs5_35-Xe-DD-X-L-X;5-X20-X12-K

Serd aparente para un experto que, provisto con los reactivos, incluyendo las secuencias de TRT reveladas en el
presente reveladas en el presente para esos reactivos y los métodos y orientacion provistos en el presente (incluyendo
metodologias especificas descritas abajo), los genes y proteinas de TRT pueden obtenerse, aislarse y producirse en for-
ma recombinante mediante una destreza ordinaria. Por ejemplo, se proporcionan iniciadores (por ejemplo, iniciadores
de amplificacion degenerados) que se hibridan a secuencias de genes codificando motivos de RT y T caracteristicos de
TRT. Por ejemplo, uno o mds iniciadores o iniciadores degenerados que se hibridan a secuencias codificando la regién
de FFYXTE del motivo F, otros motivos de TRT (como se discute abajo), o combinaciones de motivos o secuencias
de consenso, pueden prepararse sobre la base del uso de codén del organismo de objetivo y usarse para amplificar la
secuencia de genes de TRT de DNA o cDNA gendmico preparado de los organismos de objetivo. Es muy conocido el
uso de iniciadores degenerados en el arte y ocasiona el uso de conjuntos de iniciadores que se hibridan al conjunto de
secuencias de dcidos nucleicos que potencialmente pueden codificar los aminoacidos del motivo de objetivo, tomando
en cuenta las preferencias de codén y el uso del organismo de objetivo y usando las condiciones de amplificacién (por
ejemplo, PCR) apropiadas para permitir desigualdades de base en los pasos de recocimiento de la PCR. Normalmen-
te, se usan dos conjuntos de iniciadores; sin embargo, son muy conocidos los sistemas de amplificacién de un solo
iniciador (o, en este caso, un solo conjunto de iniciadores degenerados) y pueden usarse para obtener genes de TRT.

El Cuadro 1 proporciona iniciadores ilustrativos que pueden usarse para amplificar nuevos acidos nucleicos de TRT,
particularmente aquellos de vertebrados (por ejemplo, humanos y otros mamiferos). “N” es una mezcla equimolar de
los cuatro nucleétidos y los nucleétidos dentro de paréntesis son mezclas equimolares de los nucleétidos especificados.

CUADRO 1

Iniciadores degenerados ilustrativos para amplificacion de dcidos nucleicos de TRT

5'-secuencia-3'
TT(CT)TT(CT)TA(CT)GTNACNGA

motivo direccion
a FFYVTE Delantera

b @VE inversa
¢ RFIPKP Delantera
d RFIPKP Inversa
e AYDTI  Delantera
fAYDT!  Inversa
g GIPOG Delantera
h GIPOGS Inversa
i LVDDFL Delantera
j DDFLLVT Inversa

TCNGTNAC(GA)TA(GA)AA(GA)AA
(CA)GNTT(CT)AT(ACT)CCNAA(AG)CC
GG(TC)TTNGG(TGA)AT(GA)AANC
GCNTA(CT)GA(CT)ACNAT
TANGT(GA)TC(GA)TANGC
GGNAT(ACT)CCNCA(AG)GG
(GC)(AT)NCC(TC)TGNGG(TGA)ATNCC
(CT)TNGTNGA(CT)GACT)TT(CT)(CT)T
GTNACNA(GAINA(GA)(GA)AA(GA)TC(GA)TC
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Combinaciones de iniciadores preferidas (s = si, n = no)

Delantera b d f h j

a- nssss
C - nnesss
e - nnnss
g- nnnns
i- nnnnn

Los 4cidos nucleicos de TRT amplificados pueden utilizarse como unas sondas de hibridacién para la hibridacién
de colonias a una biblioteca (por ejemplo, biblioteca de cDNA) hecha del organismo de objetivo, de tal manera que un
dcido nucleico que tiene toda la secuencia de codificacion de proteina de TRT, o una parte substancial de la misma, se
identifica y se aisla o se clona. Los reactivos y métodos como los que se acaban de describir se usaron en conformidad
con los métodos descritos en el presente para obtener secuencias de genes de TRT de Oxytricha trifallax y Tetrahymena
thermophila, como se describe detalladamente abajo. Se reconocerd que después de la clonacidon de un gen de TRT
previamente no caracterizado, la secuencia puede determinarse por métodos de rutina y el polipéptido codificado se
sintetizd y se ensayé para una actividad de TRT, como la actividad catalitica de telomerasa (como se describe en el
presente y/o mediante ensayos de telomerasa conocidos en el arte).

También serd aparente para aquellas personas expertas que los genes de TRT pueden clonarse usando una variedad
de métodos de clonacién debido a que las secuencias de motivos de TRT y los 4cidos nucleicos de la invencién
comprendiendo dichas secuencias pueden usarse en una amplia variedad de estos métodos. Por ejemplo, puede usarse
la hibridacién usando una sonda sobre la base de la secuencia de una biblioteca conocida de TRT a DNA u otros
dcidos nucleicos del organismo de objetivo, como se describe en el Ejemplo 1. Se apreciard que los iniciadores de
PCR degenerados o sus productos de amplificacién como los que se describen arriba, pueden etiquetarse y usarse
como sondas de hibridacién. Alternativamente, se usan métodos de clonacion de expresion. Por ejemplo, uno o mas
anticuerpos que enlazan especificamente péptidos que se extienden sobre un motivo de TRT u otro epitopo de TRT,
como el motivo de FFYXTE pueden emplearse para aislar un complejo ribosémico comprendiendo una proteina de
TRT y el mRNA que la codifica. Para generar estos anticuerpos de la invencidn, las substancias inmundgenas de
péptidos normalmente tienen entre 6 y 30 aminodcidos de longitud, méds a menudo alrededor de 10 a 20 aminoacidos
de longitud. Los anticuerpos también pueden usarse para sondar una biblioteca de expresiones de cDNA derivada del
organismo de interés para identificar un clon codificando una secuencia de TRT. Alternativamente, también pueden
hacerse busquedas por computadora de bases de datos de DNA para DNAs conteniendo secuencias conservadas con
TRTSs conocidas para identificar un clon que comprende una secuencia de TRT.

En un aspecto, la presente invencién comprende composiciones segtin la invencién que comprenden un polipéptido
aislado o recombinante teniendo la secuencia de aminoacidos de una proteina de TRT que ocurre naturalmente. En
general, la TRT que ocurre naturalmente tiene un peso molecular de entre 80,000 daltons (D) y 150,000 D, muy a
menudo entre 95,000 D y 130,000 D. Normalmente, la TRT que ocurre de manera natural tiene una carga positiva
neta en pH 7 (calculada pI normalmente mayor que 9). Las composiciones segtn la invencién pueden comprender
fragmentos de estos polipéptidos. La presente invencién también proporciona polinucleétido aislado o recombinante
teniendo la secuencia de un gen que ocurre naturalmente codificando una proteina de TRT. La invencion efectivamente
permite reactivos ttiles para aislar la secuencia de una TRT de no vertebrados (como la levadura) y vertebrados, como
mamiferos (por ejemplo, murino o humano). El polinucleétido aislado puede asociarse con otras secuencias de acido
nucleico de vector que ocurre naturalmente o recombinante o sintético. En general, el dcido nucleico es mds pequefio
que 300 kb, a menudo menos que 50 kb, mis a menudo menos que 20 kb, frecuentemente menos que 10 kb y algunas
veces menos que 5 kb o 2 kb de longitud. El polinucleétido de TRT aislada puede ser ain mds pequefio, como un
fragmento de gene, cebador, o sonda de menos de 1 kb o menos de 0.1 kb.

I11. Acidos nucleicos
A) Generalmente

La presente memoria de patente describe dcidos nucleicos aislados o recombinantes teniendo una secuencia de
un polinucleétido codificando una proteina de la subunidad catalitica de telomerasa (TRT), como un gene de TRT
recombinante de Euplotes, Tetrahymena, S. pombe o humanos. Se proporcionan polinucleétidos ejemplares en la
Figura 13 (Euplotes); Figura 15 (S. pombe) y Figura 16 (humanos, Numero de Acceso de GenBank AF015950).
Polinucleétidos con sentido y antisentido teniendo una secuencia de genes de TRT, incluyendo sondas, cebadores,
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polinucleétidos que codifican la proteina de TRT y similares, estin comprendidos en el alcance de la presente memoria
de patente.

B) TRT Humana

La presente invencién proporciona dcidos nucleicos teniendo una secuencia de una subunidad catalitica de telome-
rasa de humanos (es decir, hTRT).

En un aspecto, la invencién proporciona un polinucledtido que tiene una secuencia o subsecuencia de genes de TRT

humana o RNA. En una realizacion, el polinucledtido de la invencién tiene una secuencia de NUMERO DE IDEN-
TIFICACION DE SECUENCIA: 1 mostrada en la Figura 16 o una subsecuencia de la misma. En otra realizacion, el
polinucleétido tiene una secuencia de NUMERO DE IDENTIFICACION DE SECUENCIA: 3 (Figura 18), NUMERO
DE IDENTIFICACION DE SECUENCIA: 4 (Figura 20), o subsecuencias de la misma. Se describen polinucleotidos
con identidad de secuencia substancial a las secuencias de dcido nucleico de hTRT reveladas en el presente, por ejem-
plo, incluyendo, pero no limitado a NUMEROS DE IDENTIFICACION DE SECUENCIA: 1 [Figura 16], 4 [Figura
20], 6 [Figura 21] y 7). La invencién proporciona alelos de genes de TRT humana y secuencias de polinucleétidos
de variantes teniendo una o mas anulaciones, inserciones o substituciones de nucledtidos relativas a una secuencia de
acidos nucleicos de hTRT revelada en el presente. Como se describe abajo, pueden producirse dcidos nucleicos de
variantes usando los métodos recombinantes o sintéticos descritos mas adelante o por otros medios.

Aunque no forman parte de la presente invencion, la memoria de patente describe polinucleétidos aislados y
recombinantes teniendo una secuencia de una region flanqueante de un gene de TRT humana. Estos polinucleétidos
incluyen aquellos derivados de secuencias gendmicas de regiones no traducidas del mRNA de hTRT. Se muestra una
secuencia gendmica ejemplar en la Figura 21 (NUMERO DE IDENTIFICACION DE SECUENCIA: 6). Como se
describe en el Ejemplo 4, NUMERO DE IDENTIFICACION DE SECUENCIA: 6 se obtuvo clasificando un clon,

AG®S5 aislado de una biblioteca gendmica humana. Lambda G®5 contiene un inserto de 15 “kilobasepairs™ (kbp)
incluyendo aproximadamente 13,000 bases 5° a las secuencias que codifican la hTRT. Este clon contiene secuencias
de promotor de hTRT y otras secuencias de regulacion de genes de hTRT (por ejemplo, intensificadores).

Aunque no forman parte de la presente invencién, la memoria de patente describe polinucledtidos aislados y
recombinantes teniendo una secuencia de una region intrénica de un gene de TRT humana. En la Figura 21 se muestra
una secuencia intrénica ejemplar (NUMERO DE IDENTIFICACION DE SECUENCIA: 7; vea el Ejemplo 3). Los
intrones de hTRT pueden estar incluidos en “minigenes” para expresion mejorada de las proteinas de hTRT en células
eucaridticas.

En un aspecto relacionado, la presente invencién proporciona polinucleétidos que codifican proteinas o fragmen-
tos de proteina de hTRT, incluyendo polipéptidos modificados, alterados y variantes de hTRT. En una realizacién, la
proteina de hTRT codificada o fragmento tiene una secuencia de aminodcidos como se establece en la Figura 17 (NU-
MERO DE IDENTIFICACION DE SECUENCIA: 2), o con substituciones conservadoras de NUMERO DE IDENTI-
FICACION DE SECUENCIA: 2. En una realizaci6n, la proteina de TRT codificada o fragmento tiene substituciones
que cambian una actividad de la protefna (por ejemplo, actividad catalitica de telomerasa).

Se apreciard que, como resultado de la degeneracion del codigogenético, el dcido nucleico codificando la protei-
na de hTRT no necesita tener la secuencia de un gene de hTRT que ocurre naturalmente, pero que una multitud de
polinucleétidos puede codificar un polipéptido de hTRT teniendo una secuencia de aminodcidos de NUMERO DE
IDENTIFICACION DE SECUENCIA: 2. La presente invencién proporciona todas y cada una de las posibles varia-
ciones de secuencia de nucledtidos que pudieron hacerse seleccionando combinaciones basadas en posibles elecciones
de codoén hechas en conformidad con cédigos genéticos triples conocidos y todas estas variaciones se revelan espe-
cificamente por medio del presente. Por lo tanto, aunque en algunos casos se prefieren las secuencias de nucleétidos
que codifican polipéptidos de hTRT las cuales son capaces de hibridar a la secuencia de nucleétidos de la secuencia
que ocurre naturalmente (bajo condiciones de rigor debidamente seleccionadas). Puede ser conveniente en otros casos
producir secuencias de nucleétidos codificando hTRT que emplean un uso de codén substancialmente diferente y por
lo tanto quizés no se hibridan a dcidos nucleicos con la secuencia que ocurre naturalmente.

En realizaciones particulares, la invencién proporciona oligonucleétidos y polinucleétidos que comprenden una

subsecuencia de un 4cido nucleico de hTRT revelado en el presente (por ejemplo, NUMERO DE IDENTIFICACION
DE SECUENCIA: 1). Los 4cidos nucleicos ttiles en la invencién normalmente comprenden por lo menos alrededor
de 10, mas a menudo por lo menos alrededor de 12 6 15 bases consecutivas del polinucleétido de hTRT ejemplificado.
Con frecuencia, los dcidos nucleicos comprenderan una secuencia mas larga, como por lo menos alrededor de 25,
alrededor de 50, alrededor de 100, alrededor de 200, o por lo menos alrededor de 500 a 3000 bases de longitud, por
ejemplo cuando se desea la expresion de un polipéptido, o proteina de hTRT de tamafio natural.

Los polinucleétidos “A182 h'TRT” teniendo una secuencia idéntica o complementaria a polinucleétidos que ocurren

de manera natural o que no ocurren naturalmente como NUMERO DE IDENTIFICACION DE SECUENCIA: 3 o
NUMERO DE IDENTIFICACION DE SECUENCIA: 4, los cuales no contienen la secuencia de nucleétidos 182
(NUMERO DE IDENTIFICACION DE SECUENCIA: 9 [Figura 24]) encontrada en pGRN121 (y también ausente
en el clon 712562) son de interés. Estos polinucledtidos son de interés, en parte, ya que codifican polipéptidos que
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contienen combinaciones o arreglos de los motivos de TRT distintos a los encontrados en el polipéptido de hTRT “de
tamafio natural” (NUMERO DE IDENTIFICACION DE SECUENCIA: 2) como se codifica por pGRN121. Como
se discute abajo, se contempla que estos polipéptidos pueden desempefiar un papel biolégico por naturaleza (por
ejemplo, en la regulacién de la expresién de telomerasa en las células) y/o usarse como terapéuticos (por ejemplo,
como productos negativos dominantes que inhiben la funcién de las proteinas tipo silvestre), o tener otros papeles y
usos, por ejemplo, como se describe en el presente.

Por ejemplo, en contraste con el polipéptido codificado por pGRN121, el clon 712562 codifica una proteina de 259
residuos con un peso molecular calculado de aproximadamente 30 kD (en lo sucesivo, “hTRT 712562”). El polipéptido
de hTRT 712562 (NUMERO DE IDENTIFICACION DE SECUENCIA: 10 [Figura 19]) contiene motivos T, I, 2y A,
pero no motivos B’, C, D y E (Vea la Figura 4). Del mismo modo, un polipéptido de hTRT de variante con actividades
terapéuticas y otras puede expresarse de un dcido nucleico similar al cDNA de pGRNI121 pero que carece de los
182 pares de bases 182 que faltan en el clon 712562, por ejemplo, teniendo la secuencia mostrada en la Figura 20
(NUMERO DE IDENTIFICACION DE SECUENCIA: 4). Este 4cido nucleico (en lo sucesivo, “hTRT pro90”), el
cual puede sintetizarse usando métodos sintéticos o recombinantes de rutina como se describe en el presente, codifica
una proteina de 807 residuos (peso molecular calculado de aproximadamente 90 kD) que comparte la misma secuencia
terminal de aminos que la proteina de hTRT codificada por NUMERO DE IDENTIFICACION DE SECUENCIA: 1,
pero se desvia en la regién terminal de carboxi (los primeros 763 residuos son comunes, los tltimos 44 residuos de
hTRT pro90 son distintos a la hTRT “de tamafo natural”). El polipéptido de hTRT pro90 contiene motivos T, 1, 2 y
A, pero no motivos B, C, D, E y de esta manera puede tener algunas actividades de telomerasa, pero probablemente
no todas.

C) Produccion de dcidos nucleicos de TRT humana

Los polinucleétidos de la invencidn tienen diversos usos incluyendo, pero no limitados a, la expresién de poli-
péptidos que codifican hTRT o fragmentos de la misma, uso como sondas con sentido o antisentido iniciadores para
hibridacién y/o amplificacién de genes de hTRT que ocurren naturalmente o RNAs (por ejemplo, para aplicaciones
de diagnéstico o prondstico) y como agentes terapéuticos (por ejemplo, en composiciones antisentido, triplex, o ri-
bosémicas). Como serd aparente al revisar la revelacion, estos usos tendrdn un enorme impacto en el diagndstico
y tratamiento de enfermedades humanas referentes al envejecimiento, céncer y fertilidad, asi como el crecimiento,
reproduccién y fabricacién de productos basados en células. Como se describe en las siguientes secciones, los 4ci-
dos nucleicos de hTRT de la invencién pueden hacerse (por ejemplo, clonados, sintetizados, o amplificados) usando
técnicas bien conocidas en el arte.

1) Clonacion, amplificacion y produccion recombinante

Los genes de hTRT o cDNAs pueden ser clonados usando una sonda de acido nucleico que especificamente se
hibrida a un mRNA de hTRT, cDNA, o DNA genémico. Una sonda adecuada para este propdsito es un polinucleétido
que tiene todo o una parte de la secuencia proporcionada en la Figura 16 (NUMERO DE IDENTIFICACION DE
SECUENCIA: 1), como una sonda comprendiendo una subsecuencia de la misma. Normalmente, el DNA gendémico
de hTRT de objetivo o cDNA estd ligado a un vector (por ejemplo, un plasmido, fase, virus, cromosoma artificial
de levadura, o similares) y puede aislarse de una biblioteca genémica o de cDNA (por ejemplo, una biblioteca de
cDNA de placenta humana). Una vez que se identifica un dcido nucleico de hTRT, puede aislarse de acuerdo con
los métodos estandar conocidos por aquellas personas expertas en el arte. En el Ejemplo se proporciona un ejemplo
ilustrativo de seleccién de una biblioteca de cDNA humano para el gen de hTRT; del mismo modo, en los Ejemplos
3 y 4 se encuentra un ejemplo de seleccién de una biblioteca gendmica humana. Los métodos de clonacién son bien
conocidos y se describen, por ejemplo, en Sambrook y otros, (1989) MOLECULAR CLONING: A LABORATORY
MANUAL (CLONACION MOLECULAR: UN MANUAL DE LABORATORIO), SEGUNDA EDICION, VOLU-
MENES 1-3, Cold Spring Harbor Laboratory en lo sucesivo, “Sambrook”); Berger y Kimmel (1987), METHODS
IN ENZYMOLOGY (METODOS EN ENZIMOLOGIA) VOLUMEN 152: GUIDE TO MOLECULAR CLONING
TECHNIQUES (GUIA DE TECNICAS DE CLONACION MOLECULAR), San Diego: Academic Press, Inc.; Ausu-
bel y otros, CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY (PROTOCOLOS ACTUALES EN LA BIO-
LOGIA MOLECULAR), Greene Publishing y Wiley-Interscience, New York (1997); Cashion y otros, Patente de los
Estados Unidos Numero 5,017,478; y Carr, Patente Europea Nimero 0,246,864.

La invencién también proporciona 4cidos nucleicos de cDNA o gendémicos de hTRT aislados por métodos de
amplificacién como reaccién en cadena de polimerasa (PCR). En una realizacién, la secuencia de codificacién de
la proteina de hTRT es amplificada de una muestra de RNA o cDNA (por ejemplo, cDNA de placenta de doble fi-
lamento) (Clontech, Palo Alto CA)) usando los iniciadores 5’-GTGAAGGCACTGTTCAGCG-3* (“TCP1.17) y 5°-
CGCGTGGGTGAGGTGAGGTG-3 (“TCP 1.15”). Puede usarse un tercer iniciador o segundo par de iniciadores, por
ejemplo, para “PCR agrupado”, a fin de aumentar la especificidad. Un ejemplo de un segundo par de iniciadores es 5’-
CTGTGCTGGGCCTGGACGATA-3’ (“billTCP6”) y 5’-AGCTTGTTCTCCATGTCGCCGTAG-3’ (“TCP1.14”). Se-
rd aparente para los expertos que otros muchos iniciadores y combinaciones de iniciadores, utiles para la amplificacién
de 4cidos nucleicos de h'TRT, pueden emplearse.

Pueden emplearse los iniciadores que amplifican cualquier region especifica (por ejemplo, regiones de codificacion,
regiones de promotores y/o intrones) o subsecuencia de DNA genémico de hTRT, cDNA o RNA. Por ejemplo, el intrén
de hTRT en la posicién 274/275 de NUMERO DE IDENTIFICACION DE SECUENCIA: 1 (vea el Ejemplo 3) puede
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amplificarse (por ejemplo, para la deteccién de clones gendémicos) usando iniciadores TCP1.57 y TCP1.52 (par 1 de
iniciadores) o iniciadores TCP1.49 y TCP1.50 (par 2 de iniciadores). (Los nombres de iniciadores se refieren a los
iniciadores incluidos en el Cuadro 2, abajo). Los pares de iniciadores pueden usarse individualmente o en un PCR
agrupado donde el conjunto 1 de iniciadores se usa por primera vez. Otro ejemplo ilustrativo se refiere a iniciadores
que amplifican especificamente y por lo tanto detectan el extremo 5° de mRNA de hTRT o el exén codificando el
extremo 5’ del gene de hTRT (por ejemplo, para valorar el tamafio o estado completo de un clon de cDNA). Los
siguientes pares de iniciadores son ttiles para amplificar el extremo 5’ de hTRT: iniciadores K320 y K321 (par 3 de
iniciadores); iniciadores K320 y TCP1.61 (par 4 de iniciadores); iniciadores K320 y K322 (par 5 de iniciadores). Los
conjuntos de iniciadores pueden usarse en un PCR agrupado en el orden conjunto 5, después conjunto 4 o conjunto 3,
o conjunto 4 o conjunto 5, después conjunto 3. Otro ejemplo ilustrativo implica iniciadores escogidos para amplificar
o detectar especificamente la regiéon de motivo conservado de TRT de hTRT comprendiendo aproximadamente el
tercio medio de mRNA (por ejemplo, para uso como una sonda de hibridacién para identificar clones de TRT de, por
ejemplo, organismos no humanos). Los siguientes pares de iniciadores son ttiles para amplificar la regién de motivos
de TRT de 4cidos nucleicos de hTRT: iniciadores K304 y TCP1.8 (par 6 de iniciadores), o iniciadores LT1 y TCP1.15
(par 7 de iniciadores). Los conjuntos de iniciadores pueden usarse en un experimento de PCR agrupado en el orden
conjunto 6 después conjunto 7.

Las condiciones adecuadas de la amplificacién de PCR son conocidas por los expertos e incluyen (pero no estin
limitadas a) 1 unidad Taq polimerasa (Perkin Elmer, Norwalk CT), 100 uM cada dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 1x
PCR amortiguador (50 mM KCl, 10 mM Tris, pH 8.3 a temperatura ambiente, 1.5 mM MgCl,, 0.01% gelatina) y 0.5
#M iniciadores, con el periodo de amplificacion por alrededor de 30 ciclos a 94° durante 45 segundos, 55° durante 45
segundos y 72° durante 90 segundos. Los expertos en el arte reconocerdn que otras polimerasas de DNA termoestables,
las condiciones de reaccién y los pardmetros de ciclizacién también proporcionardn amplificacidon adecuada. Otros
métodos de amplificacién in vitro adecuados que pueden usarse para obtener dcidos nucleicos de hTRT incluyen, pero
no estan limitados a, aquellos en el presente, como se describe abajo. Una vez amplificados, los 4dcidos nucleicos de
hTRT pueden clonarse, si se desea, en alguna variedad de vectores usando métodos bioldgicos moleculares de rutina
o detectarse o de otra manera utilizarse en conformidad con los métodos de la invencién.

Un experto apreciard que los dcidos nucleicos de hTRT clonados o amplificados obtenidos como se describe antes
pueden prepararse o propagarse usando otros métodos, como sintesis quimica o replicacién por transformacioén en
sistemas bacterianos, como E. coli (vea, por ejemplo, Ausubel y otros, arriba), o sistemas de expresioén eucaridtica,
como mamiferos. Del mismo modo, el RNA de hTRT puede expresarse en conformidad con los métodos presentes
in vitro, o en sistemas bacterianos como E. coli usando, por ejemplo, vectores disponibles en el mercado conteniendo
promotores reconocidos por una polimerasa de RNA como T7, T3 o SP6, o transcripciéon de DNA generado por
amplificacion de PCR usando iniciadores que contienen un promotor de polimerasa de RNA.

La presente invencién ademds proporciona dcidos nucleicos de hTRT alterados o modificados. Un experto recono-
cerd que los dcidos nucleicos de hTRT clonados o amplificados obtenidos pueden modificarse (por ejemplo, truncarse,
derivarse, alterarse) por métodos bien conocidos en el arte (por ejemplo, mutagénesis dirigida al sitio, mutagénesis por
rastreo ligador) o simplemente sintetizarse de nuevo como se describe mas adelante. Los dcidos nucleicos de hTRT
alterados o modificados son ttiles para una variedad de aplicaciones, incluyendo, pero no limitadas a, facilitar la clo-
nacién o manipulacién de un gene o producto génico de hTRT, o expresar un producto génico de hTRT de variante. Por
ejemplo, en una realizacion, previa retencion de actividad catalitica la secuencia de genes de hTRT es alterada de tal
manera que codifica un polipéptido de hTRT con propiedades o actividades alteradas, como se discute detalladamente
abajo, por ejemplo, por mutacién en un motivo conservado de hTRT. En otro ejemplo ilustrativo, las mutaciones en la
regién que codifica la proteina de un 4cido nucleico de hTRT pueden introducirse para alterar los patrones de glicosi-
lacién, cambiar la preferencia de coddn, producir variantes por empalmes, eliminar sitios sensibles a la proteasa, crear
dominios antigénicos, modificar la actividad especifica y similares. En otras realizaciones, la secuencia de nucleétidos
que codifica la hTRT y sus derivados es cambiada sin alterar las secuencias de aminodcidos codificadas, por ejemplo,
la produccion de transcripciones de RNA teniendo propiedades mas convenientes, como mayor eficiencia de traduc-
ci6n o una vida media mds larga o mds corta, en comparacion con las transcripciones producidas de la secuencia que
ocurre de manera natural. En otra realizacién, los codones alterados son seleccionados para aumentar la velocidad a la
cual la expresion del péptido ocurre en un huésped de expresion procariética o eucaridtica particular en conformidad
con la frecuencia con la cual los codones particulares son utilizados por el huésped. Las utiles técnicas recombinantes
in vitro e in vivo que pueden usarse para preparar polinucleétidos de hTRT de variante de la invencién se encuentran
en Sambrook y otros y Ausubel y otros, ambos arriba.

Los 4acidos nucleicos que tienen secuencias flanqueantes (5’ o0 3’) e intrénicas del gene de hTRT son de interés, entre
otras cosas, debido a que contienen promotor y otros elementos de regulacion involucrados en la regulacion de hTRT
y utiles para la expresion de proteinas de hTRT y otras proteinas recombinantes o productos génicos de RNA. Serd
aparente que, ademds de las secuencias de dcido nucleico proporcionadas en NUMEROS DE IDENTIFICACION DE
SECUENCIA: 6 y 7, pueden obtenerse ficilmente secuencias intrénicas y flanqueantes de hTRT adicionales usando
técnicas bioldgicas moleculares de rutina. Por ejemplo, la secuencia genémica de hTRT adicional puede obtenerse del
clon Lambda G®5 (Nl’lmero de Acceso de ATCC 209024), descrito arriba yen el Ejemplo 4. Pueden obtenerse otros
clones y secuencias genomicos de hTRT seleccionando una biblioteca genémica humana usando una sonda de dcido
nucleico de hTRT que tiene una secuencia o subsecuencia d¢ NUMERO DE IDENTIFICACION DE SECUENCIA:
1. Pueden obtenerse clones y secuencias adicionales (por ejemplo, corriente arriba) usando secuencias o subclones
etiquetados derivados de AG®5 para sondar bibliotecas adecuadas. Otros métodos ttiles para mayor caracterizacién
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de secuencias flanqueantes de hTRT incluyen aquellos métodos generales descritos por Gobinda y otros, 1993, PCR
Meth. Applic. 2:318; Triglia y otros, 1988, Nucleic Acids Res. 16:8186; Lagerstrom y otros, 1991, PCR Methods
Applic. 1:111; y Parker y otros, 1991, Nucleic Acids Res. 19:3055.

Las secuencias intronicas pueden identificarse por medios de rutina como comparando la secuencia gendémica de
hTRT con secuencias de cDNA de hTRT (vea, por ejemplo, Ejemplo 3), por andlisis S1 (vea Ausubel y otros, arriba,
en el Capitulo 4), o varios otros medios conocidos en el arte. Las secuencias intrénicas también pueden encontrarse
en pre-mRNA (es decir, precursores de mRNA no empalmados o empalmados incompletamente), las cuales pueden
amplificarse o clonarse después de la transcripcion inversa de RNA celular.

Cuando se desee, la secuencia de la h'TRT u otro 4cido nucleico de TRT clonado, amplificado, o de otra manera
sintetizado puede determinarse o verificarse usando métodos de clasificacién de secuencias de DNA bien conocidos
en el arte (vea, por ejemplo, Ausubel y otros, arriba). Los métodos ttiles de clasificacion de secuencias emplean estas
enzimas como el fragmento de Klenow de DNA polimerasa I, Sequenase (US Biochemical Corp., Cleveland, OH),
Taq DNA polimerasa (Perkin Elmer, Norwalk CT), polimerasa T7 termoestable (Amersham, Chicago, IL), o com-
binaciones de polimerasas recombinantes y exonucleasas de cotejo como el Sistema de Amplificacion ELONGASE
vendido por Gibco BRL (Gaithersburg, MD). Cuando se clasifica o se verifica la secuencia de los oligonucleétidos
(como oligonucleétido hecho de nuevo por sintesis quimica), el método de Maxam y Gilbert, 1980, Meth. Enz. 65:499;
Ausubel y otros, arriba, Capitulo 7).

Las secuencias no traducidas de 5’ de hTRT u otros mRNAs de TRT pueden determinarse directamente clonando
un hTRT de “tamafio natural” u otro cDNA usando métodos estdndar como transcripcion inversa de mRNA, seguida
por la clonacién y clasificacion de secuencia del cDNA resultante. Pueden preferirse las bibliotecas de iniciadores
oligo(dT) para seleccionar o amplificar los cDNAs de tamafio natural que han sido seleccionados por tamafio para
incluir cDNAs mas grandes. Las bibliotecas iniciadores aleatorios también son adecuadas y a menudo incluyen una
proporcién mds grande de clones que contienen las regiones 5’ de genes. También pueden usarse otros métodos muy
conocidos para obtener secuencias de RNA de 5°, como el protocolo RACE descrito por Frohman y otros, 1988, Proc.
Nat. Acad. Sci. USA 85:8998. Si se desea, el sitio de inicio de transcripcion de una hTRT u otro mRNA de hTRT puede
determinarse por métodos de rutina usando los dcidos nucleicos proporcionados en el presente (por ejemplo, teniendo
una secuencia de NUMERO DE IDENTIFICACION DE SECUENCIA: ). Un método es el andlisis de nucleasa S1
(Ausubel y otros, arriba, usando un DNA etiquetado que tiene una secuencia de la regién de 5’ de NUMERO DE
IDENTIFICACION DE SECUENCIA: 1.

2) Sintesis quimica de dcidos nucleicos

La presente invencién también proporciona polinucle6tidos de hTRT (RNA, DNA o modificados) que son produci-
dos por sintesis quimica directa. Generalmente se prefiere la sintesis quimica para la produccién de oligonucleétidos o
para oligonucleétidos y polinucleétidos conteniendo nucleétidos no estandar (por ejemplo, sondas, iniciadores y oligo-
nucledtidos antisentido). La sintesis quimica directa de 4cidos nucleicos puede realizarse mediante métodos conocidos
en el arte, como el método del fosfotriéster de Narang y otros, 1979, Meth. Enzymol. 68:90; el método fosfodiéster
de Brown y otros, Meth. Enzymol. 68:109 (1979); el método del dietilfosforamidita de Beaucage y otros, Tetra. Lett.,
22:1859 (1981); y el método de soporte sélido de la Patente de los Estados Unidos Nimero 4,458,066. La sintesis
quimica normalmente produce un oligonucleétido de un solo filamento, el cual puede convertirse en DNA de doble
filamento por hibridacién con una secuencia complementaria, o por polimerizacién con un DNA polimerasa y un
iniciador de oligonucledtido usando el tnico filamento como un molde. Un experto reconocerd que mientras que la
sintesis quimica de DNA a menudo estd limitada a las secuencias de alrededor de 100 6 150 bases, pueden obtenerse
secuencias mds largas mediante la ligacidn de secuencias mds cortas o mediante métodos sintéticos mds elaborados.

Se apreciard que los polinucleétidos y oligonucleétidos de hTRT de la invencién pueden usarse usando bases no
estandar (por ejemplo, distintas a la adenina, citidina, guanina, timina y uridina) o estructuras de columna vertebral
no estandar para proporcionar propiedades convenientes (por ejemplo, resistencia a la nucleasa, fijacién mas apretada,
estabilidad o un Ty deseado). Las técnicas para volver los oligonucleétidos resistentes a la nucleasa incluyen aque-
llas descritas en la publicacion PCT WO 94/12633. Puede producirse una amplia variedad de utiles oligonucleétidos
modificados, incluyendo oligonucledtidos que tienen una columna vertebral de péptido y dcido nucleico (PNA) (Niel-
sen y otros, 1991, Science 254:1497) o incorporando ribonucleétidos de 2’-O-metilo, nucledtidos de fosforotioato,
nucledtidos de fosfonato de metilo, nucledtidos de fosfotriéster, nucledtidos de fosforotioato, fosforamidatos. Otros
utiles oligonucledtidos pueden contener mitades de alquilo y azicar substituidas de halégeno comprendiendo uno de
los siguientes en la posicién 2°: OH, SH, SCH;, F, OCN, OCH;0CH;, OCH;0(CH,),CH;, O(CH,),NH, o O(CH,),
CH; donde n es de 1 a 10; alquilo inferior C; a C,y, alquilo inferior substituido, alcarilo o aralquilo; Cl; Br; CN;
CF;; OCF;; O-, S-, o N-alquilo; O-, S-, o N-alquenilo; SOCHj;; SO,CH;; ONO,; NO,; N3; NH,; heterocicloalquilo;
heterocicloalcarilo; aminoalquilamino; polialquilamino; sililo substituido; un grupo de disociacién de RNA; un grupo
colesterilo; un grupo folato; un grupo reportero; un intercalador; un grupo para mejorar las propiedades farmacociné-
ticas de un oligonucleétido; o un grupo para mejorar las propiedades farmacodindmicas de un oligonucleétido y otros
substituyentes que tienen propiedades similares. Los grupos folato, colesterol y otros que facilitan la absorcién de los
oligonucle6tidos, como andlogos de lipidos, pueden conjugarse directamente o a través de un ligador en la posicién
2’ de cualquier nucledsido o en la posicién 3’ 0 5° del nucledsido terminal 3° o terminal 5°, respectivamente. Uno o
mads de estos conjugados pueden usarse. Los oligonucledtidos también pueden tener mimetismo a los aziicares como
ciclobutilos en lugar del grupo pentofuranosilo. Otras realizaciones pueden incluir por lo menos una forma base modi-
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ficada o “base universal” como inosina, o inclusién de otras bases no estdndar como queosina y wibutosina, asi como
formas de acetil, metil, tio y similarmente modificadas de adenina, citidina, guanina, timina y uridina las cuales no
son tan facilmente reconocidas por endonucleasas endégenas. La invencién ademds proporciona oligonucleétidos que
tienen andlogos de columna vertebral como fosforamidato, fosforotioato, fosforoditioato, metilfosfonato, fosforami-
dato, fosfotriéster de alquilo, sulfamato, 3’-tioacetal, metileno(metilimino), 3’-N-carbamato, carbamato de morfolino,
fosfonatos de quiral-metilo, nucledtidos con ligamientos entre azicares de alquilo o cicloalquilo de cadena corta,
ligamientos entre aziicares (“columna vertebral”) heteroatémicos o heterociclicos de cadena corta, o columnas verte-
brales de CH,-NH-O-CH,, CH,-N(CHj;)-OCH,,CH,-O-N(CHj;)-CH,, CH,-N(CH;)-N(CHj;)-CH, y O-N(CH;)-CH,-
CH, (donde el fosfodiéster es O-P-O-CH,=, o mezclas de los mismos. También son dtiles los oligonucledtidos que
tienen estructuras de columna vertebral de morfolino (Patente de los Estados Unidos Numero 5,034,506.

Las referencias utiles incluyen Oligonucleétidos y Andlogos, un Procedimiento Practico, editado por F. Eckstein,
IRL Press en Oxford University Press (1991); Estrategias de Antisentido, Anales de la Academia de Ciencias de Nueva
York, Volumen 600, Eds. Baserga y Denhardt (NYAS 1992); Milligan y otros, 9 de julio de 1993, J. Med. Chem. 36
(14):1923-1937; Investigacion y Aplicaciones de Antisentido (1993, CRC Press), en su totalidad y especificamente
Capitulo 15, por Sanghvi, titulada “Modificaciones de base heterociclica en dcidos nucleicos y sus aplicaciones en
oligonucledtidos antisentido”, Terapéuticos de Antisentido, ed. Sudhir Agrawal (Humana Press, Totowa, New Jersey,
1996).

D) Etiquetando dcidos nucleicos

A menudo es Util etiquetar los dcidos nucleicos de la invencion, por ejemplo, cuando los oligonucleétidos o polinu-
cleétido de hTRT u otros deben usarse como sondas de acido nucleico. Las etiquetas (vea abajo) pueden incorporarse
por diversos medios muy conocidos por los expertos en el arte. En una realizacién, un dcido nucleico no amplificado
(por ejemplo, mRNA, poliA m RNA, cDNA) es etiquetado. Los medios para producir 4cidos nucleicos etiquetados
son bien conocidos por los expertos en el arte e incluyen, por ejemplo, traduccién del niquel, ethuetado de iniciadores
aleatorios, etiquetado de extremo (por ejemplo, usando una cinasa) y conjugacioén o sintesis quimica (por ejemplo,
fotobiotinilacién). En otra realizacion, la etiqueta se incorpora simultdneamente durante un paso de amplificacion en
la preparacién de los 4cidos nucleicos de muestra. De esta manera, por ejemplo, la reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR) u otro método de amplificacién de dcidos nucleicos con iniciadores etiquetados o nucledtidos etiquetados pro-
porcionard un producto de amplificacion etiquetado. En otra realizacién, la amplificacién de transcripcién usando un
nucledtido etiquetado (por ejemplo, UTP etiquetado con fluoresceina y/o CTP) incorpora una etiqueta a los dcidos nu-
cleicos transcritos. Un producto de amplificacién puede también, o alternativamente, etiquetarse después de terminar
la amplificacién.

E) Oligonucledtidos ilustrativos

Como se indica arriba y como se discute detalladamente abajo, los oligonucledtidos son usados para una varie-
dad de usos incluyendo como iniciadores, sondas, oligonucleétidos terapéuticos y otros oligonucledtidos antisentido,
oligonucleétidos triplex y muchos otros usos como es aparente de esta revelacion. El Cuadro 2 proporciona ciertos
oligonucleétidos especificos ilustrativos que pueden usarse en la prictica de la invencion. Se apreciard que muchos
otros oligonucleétidos ttiles para su utilizacién en la invencién pueden ser sintetizados por un experto, después de la
orientacién proporcionada en el presente.

En el Cuadro 2, “sec” significa que el iniciador ha sido usado, o es titil, para secuenciar; “PCR” significa que el
iniciador ha sido usado, o es 1itil, para PCR; “AS” significa que el iniciador ha sido usado, o es ttil para inhibicién de
antisentido de la actividad de telomerasa; “CL” significa que el iniciador ha sido usado, o es util en la clonacién de
regiones de genes de hTRT o RNA, “mut” significa que el iniciador ha sido usado, o es util para construir mutantes
de genes o productos génicos de hTRT. “UC” significa “letra mayuscula” y “Ic” significa “letra mindscula”. Los
apareamientos erréneos y las inserciones (en relacién con NUMERO DE IDENTIFICACION DE SECUENCIA: 1)
se indican subrayando; las supresiones se indican con un “-”. Se apreciard que nada de lo contenido en el Cuadro 2 es
para limitar el uso de algtin oligonucledtido en particular a un solo uso o serie de usos.
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IV. Proteinas y péptidos de TRT

A) Generalmente

60

La invencién puede comprender la utilizacidn de una amplia variedad de proteinas de hTRT, siendo dichas proteinas

utiles para, entre otras cosas, la produccién de la actividad de telomerasa, la inhibicién de la actividad de telomerasa en

en un ensayo diagndstico, como un objetivo en una criba para compuestos capaces de la activaciéon o inhibicién de

una célula, la induccién de una respuesta inmune anti-hTRT, como un reactivo terapéutico, como un estandar o control
una actividad de hTRT o telomerasa y muchos otros usos que serdn aparentes para los expertos o de otra manera

65

se describen en el presente. La hTRT de la invencién incluye proteinas funcionalmente activas (ttiles, por ejemplo,
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para conferir la actividad de telomerasa a una célula negativa de telomerasa) y variantes. Variantes inactivos pueden
ser utiles, por ejemplo, para inhibir la actividad de telomerasa en una célula. Los polipéptidos hTRT y RNPs de
telomerasa (por ejemplo, complejos de ribonucleoproteina comprendiendo las proteinas) pueden presentan una, varias
o todas las actividades funcionales de la h'TRT que ocurre naturalmente y telomerasa. A continuacidn estas se discute
detalladamente, a titulo ilustrativo.

En una realizacion, la proteina de hTRT caracteristica de las composiciones de la invencion es un polipéptido que

tiene una secuencia como se establece en la Figura 17 (NUMERO DE IDENTIFICACION DE SECUENCIA: 2), o un
fragmento de la misma. En otra realizacion, el polipéptido de hTRT difiere del NUMERO DE IDENTIFICACION DE
SECUENCIA: 2 por supresiones internas, inserciones, o substituciones conservadoras de los residuos de aminodcidos.
En una realizaci6n relacionada, la invencién comprende pohpeptldos de hTRT con similitud substancial al NUMERO
DE IDENTIFICACION DE SECUENCIA: 2. La i invencién ademds comprende polipéptidos de hTRT que son modi-
ficados, en relacién con la secuencia de aminodcidos del NUMERO DE IDENTIFICACION DE SECUENCIA: 2, de
alguna manera, por ejemplo, truncados, mutados, derivados, o fundidos a otras secuencias (por ejemplo, para formar
una proteina de fusién). Ademads, la presente invencion proporciona RNPs de telomerasa comprendiendo una proteina
de hTRT qtil en la invencién compuesta con un molde de RNA (por ejemplo, hTR). En otras realizaciones, una o mas
protefnas asociadas con la telomerasa se asocia con la proteina de hTRT y/o hTR.

Otras especies de hTRT que ocurren naturalmente o variantes que ocurren de manera natural, comprenden proteinas

que tienen la secuencia de, o similitud substancial a N UMERO DE IDENTIFICACION DE SECUENCIA: 5 [Figura
201, NUMERO DE IDENTIFICACION DE SECUENCIA: 10 [Figura 19] y fragmentos, variantes, o derivados de la
misma.

Un ejemplo de una variante de hTRT puede resultar del desfase del ribosoma de mRNA codificado por el clon

712562 (NUMERO DE IDENTIFICACION DE SECUENCIA: 3 [Figura 18]) o la hTRT de variante pro90 mostrada
en el NUMERO DE IDENTIFICACION DE SECUENCIA: 4 [Figura 20] y por lo tanto ocasionar la sintesis de los
polipéptidos de hTRT que contienen todos los motivos de TRT (para un ejemplo general, vea, por ejemplo, Tsuchihashi
y otros, 1990, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87:2516; Craigengen y otros, 1987, Cell 50:1; Weiss, 1990, Cell 62:117). El
desfase del ribosoma puede ocurrir cuando las secuencias especificas de mRNA o estructuras secundarias ocasionan
que el ribosoma “se atasque” y salte un nucleétido hacia adelante o hacia atrds en la secuencia. De esta manera, un
suceso de desfase del ribosoma en el mRNA 712562 podria causar la sintesis de un polipéptido de aproximadamente
523 residuos de aminoacidos. Un suceso de desfase del ribosoma en la secuencia pro90 podria dar como resultado
una proteina con aproximadamente 1071 residuos. Se apreciard que las proteinas resultantes del desfase del ribosoma
también pueden expresarse mediante técnicas sintéticas o recombinantes.

Las proteinas de TRT humana, los péptidos y las proteinas funcionalmente equivalentes pueden obtenerse mediante
purificacidn, sintesis quimica, o produccién recombinante, como se discute con detalles més adelante.

B) Actividades de la proteina de TRT

Los polipéptidos de TRT dtiles en la invencion (incluyendo fragmentos, variantes, productos de alelos alternativos
y proteinas de fusién) tienen actividad catalitica y pueden tener una o mds, o todas las otras actividades funcionales
asociadas con la hTRT nativa. Excepto como se indica, como se usa en el presente, se considera que un polipéptido
de hTRT o otro polipéptido de TRT tiene una actividad especificada si la actividad es presentada por la proteina de
hTRT sin un RNA asociado (por ejemplo, hTR) o en un complejo de RNA (por ejemplo hTR) asociado con hTRT.
La actividad de fijacion de hTR de la hTRT es un ejemplo de una actividad asociada con la proteina de hTRT. Los
métodos para producir complejos de dcidos nucleicos (por ejemplo, h'TR) y los polipéptidos de hTRT de la invencién
se describen abajo.

La modificacién de la proteina de h'TRT (por ejemplo, por medios quimicos o recombinantes, incluyendo la muta-
cién o la modificacién de un polinucleétido codificando el polipéptido de hTRT o sintesis quimica de un polinucledtido
que tiene una secuencia diferente a una secuencia de polinucle6tido nativo) para tener un complemento de activida-
des diferente a hTRT nativa puede ser 1til en aplicaciones terapéuticas o en la selecciéon de moduladores especificos
de hTRT o actividad de telomerasa. Ademds, los ensayos de varias actividades de hTRT pueden ser particularmente
utiles para la identificacion de agentes (por ejemplo, agentes de modulacion de actividad) que interactian con hTRT o
telomerasa para cambiar la actividad de telomerasa.

Las actividades de hTRT nativa, como se discute abajo, incluyen actividad catalitica de telomerasa (la cual puede
ser actividad de procesamiento o no procesamiento); procesabilidad de telomerasa; actividad de transcriptasa inversa
convencional; actividad nucleolitica; actividad de fijacién de iniciador o substrato (telémero o substrato o iniciador
de telomerasa sintética); actividad de fijaciéon de ANTP; actividad de fijacion de RNA (es decir, hTR); y actividad de
fijacién de proteinas (por ejemplo, fijacion a proteinas asociadas con telomerasa, proteinas que se fijan al telémero, o a
un complejo de DNA telomérico de protefnas). Sin embargo, se entenderd que ciertos aspectos de la presente invencién
pueden utilizar composiciones de hTRT sin una actividad de h'TRT en particular sino con una actividad ttil relacionada
con las proteinas de hTRT u otras proteinas de TRT (por ejemplo, ciertos péptidos inmundgenos normalmente cortos,
péptidos inhibidores).
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1) Actividad catalitica de telomerasa

Como se usa en el presente, un polipéptido de la invencidn tiene “actividad catalitica de telomerasa”, cuando el
polipéptido es capaz de extender un iniciador de DNA que funciona como un substrato de telomerasa agregando una
repeticion parcial, una repeticién o mas de una repeticién de una secuencia (por ejemplo, TTAGGG) codificada por
un 4cido nucleico de molde (por ejemplo, hTR). Esta actividad puede ser de procesamiento o de no procesamiento.
La actividad de procesamiento ocurre cuando un RNP de telomerasa agrega multiples repeticiones a un iniciador o
telomerasa antes de que el DNA sea liberado por el complejo de enzimas. La actividad de no procesamiento ocurre
cuando la telomerasa agrega una repeticion parcial, o s6lo una repeticién a un iniciador y después es liberada. Sin
embargo, in vivo, una reacciéon de no procesamiento podria agregar multiples repeticiones por ciclos sucesivos de
asociacion, extension y disociacion. Esto también puede ocurrir in vitro, pero no se observa normalmente en ensayos
estandar debido al exceso molar sumamente grande de iniciador sobre la telomerasa en condiciones de ensayo estandar.

Para caracterizar un polipéptido de hTRT por tener actividad de no procesamiento, se realiza una reaccion de
telomerasa convencional usando condiciones que favorecen una reaccién de no procesamiento, por ejemplo altas
temperaturas (es decir, 35-40°C, normalmente 37°C), bajas concentraciones de dGTP (1 uM o menos), altas concen-
traciones de iniciador (5 uM o més altas) y altas concentraciones de dATP/TTP (2 mM o més altas), con la temperatura
y dGTP normalmente teniendo el efecto mas grande. Para caracterizar un polipéptido de hTRT por tener actividad de
procesamiento, se realiza una reaccién de telomerasa convencional usando condiciones que favorecen una reaccién de
procesamiento (por ejemplo, 27-34°C, normalmente 30°C), alta concentracién de dGTP (10 uM o maés alta), baja con-
centracién de iniciador (1 uM o mds baja) y/o bajas concentraciones de dATP y TTP (0.3-1 mM) con la temperatura
y concentracion de dGTP normalmente siendo las mas criticas. Alternativamente, un ensayo de TRAP (para actividad
de procesamiento o de procesamiento moderado) o los ensayos de manchado de puntos y manchado de gel (para ac-
tividad de procesamiento) pueden usarse. El polipéptido de hTRT de la invencién puede poseer una actividad de no
procesamiento, pero no una actividad de procesamiento (por ejemplo, si una alteracién del polipéptido de hTRT reduce
o elimina la habilidad de translocar), puede ser Unicamente de procesamiento, o puede poseer ambas actividades.

a) Actividad de no procesamiento

Una actividad catalitica de telomerasa de no procesamiento puede extender el iniciador de DNA desde la posicién
donde el extremo 3’ recoce el molde de RNA al extremo 5° de la secuencia del molde, normalmente terminando
con la adicién del primer residuo G (como, por ejemplo, cuando el molde es hTR). Como se muestra en el Cuadro
2a, el ndimero exacto de nucledtidos agregados depende de la posicién del nucleétido terminal 3° del iniciador en la
secuencia de repeticiéon de TTAGGG.

CUADRO 2a

Actividad de no procesamiento

i < TTAGGGltag (DNA)
3r-AUCCCAAUC e 5 (RNA)
w-m-meme-T TAGQgttag (DNA}

En DNA, UC = iniciador = nucleétidos agregados.

Por lo tanto, 4 nucledtidos son agregados al iniciador (i) - -TTAGGG mientras que 6 nucledtidos son agregados
al iniciador (ii) - -TTAG. La primera repeticién agregada por la telomerasa en una reaccién de procesamiento es
equivalente a este paso; sin embargo, en una reaccién de procesamiento, la telomerasa realiza un paso de translocacién
donde el extremo 3’ es liberado y fijado de nuevo en la regién 3’ del molde en una posicién suficiente para preparar la
adicién de otra repeticién (vea Morin, 1997, Eur. J. Cancer 33:750).

Una reaccion completamente de no procesamiento produce s6lo una banda en un ensayo convencional usando un
solo iniciador sintético. Debido a que este resultado también podria producirse por otras enzimas, como una actividad
de transferasa terminal, puede ser conveniente en algunas aplicaciones verificar que el producto sea un resultado de una
actividad catalitica de telomerasa. Una banda generada de telomerasa (comprendiendo hTRT) puede distinguirse por
varias caracteristicas adicionales. El nimero de nucledtidos agregados al extremo del iniciador debe ser congruente con
la posicién del extremo 3’ del iniciador. De esta manera, un iniciador - -TTAGGG debe tener 4 nucledtidos agregados
y un iniciador - -TTAG debe tener 6 nucledtidos agregados (vea arriba). En la prictica, pueden usarse dos o mas
iniciadores permutados de secuencias los cuales tienen la misma longitud general pero puntos finales 5’ y 3’ diferentes.
Como un ejemplo ilustrativo, la extensién de no procesamiento de iniciadores 5’-TTAGGGTTAGGGTTAGGG y 5’-
GTTAGGGTTAGGGTTAGG generara productos cuya longitud absoluta serd un nucleétido diferente (4 agregado a
5’-TTAGGGTTAGGGTTAGGG para una longitud total de 22 nt y 5 agregados a 5’GTTAGGGTTAGGGTTAGG para
una longitud total de 23 nt). La dependencia del nucledtido de la reaccién debe ser consistente con la posicién del
final del iniciador. Por lo tanto, un producto de iniciador - -TTAGGG debe requerir dGTP, TTP y dATP, pero no dCTP
y un producto de iniciador - -AGGGTT debe requerir dGTP y dATP, pero no TTP o dCTP. La actividad debe ser
sensible al tratamiento previo de RNAasa o nucleasa microcécica (vea Morin, 1989, Cell 59:521) bajo condiciones
que degradaran hTR y por lo tanto eliminardn el molde.
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b) Actividad de procesamiento

En la practica, una actividad de procesamiento es observada facilmente por la apariencia de una escalera de seis
nucledtidos en un ensayo convencional, ensayo TRAP, o ensayo de manchado de gel. También puede usarse un ensayo
de manchado de puntos, pero no se detecta ninguna escalera en un método tal. El ensayo convencional se describe
en Morin, 1989, Cell 59:521, el cual se incorpora en el presente en su totalidad y para todos los propésitos. El en-
sayo TRAP se describe en la Patente de los Estados Unidos Nimero 5,629,154; vea también, publicacion PCT WO
97/15687, publicacion PCT WO 95/13381; Krupp y otros, Nucleic Acids Res., 1997, 25:919; y Wright y otros, 1995,
Nuc. Acids Res. 23:3794, cada una de las cuales se incorpora en el presente en su totalidad y para todos los propd-
sitos. El ensayo de manchado de puntos puede usarse en un formato en el cual una actividad de no procesamiento,
la cual no agrega las 3 o mds repeticiones requeridas para hibridacién estable de la sonda (CCCUAA)n usada para
detectar, es probada con compuestos o variantes de hTRT para determinar si la misma genera procesabilidad, es decir,
si la sonda detecta un substrato de telomerasa esperado, entonces el compuesto o mutante es capaz de cambiar la
actividad de no procesamiento a una actividad de procesamiento. Pueden usarse otros ensayos para actividad catalitica
de procesamiento de telomerasa, por ejemplo, el ensayo de PCR de trayecto de Tatematsu y otros, 1996, Oncogene
13:2265. También puede usarse el ensayo de manchado de gel, una combinacién del ensayo convencional y el en-
sayo de manchado de puntos. En esta variacion, se realiza un ensayo convencional sin nucleétido radioetiquetado y
con altas concentraciones de dGTP (por ejemplo, 0.1-2 mM). Después de realizar el ensayo convencional, el DNA
sintetizado es separado desnaturalizando PAGE y transferido a una membrana (por ejemplo, nitrocelulosa). El DNA
telomérico (el producto de telomerasa - un iniciador o substrato de telomerasa extendido) puede entonces detectarse
por métodos como la hibridacién usando sondas de DNA telomérico etiquetado (por ejemplo, sondas conteniendo la
secuencia de CCCTAA, como se usa en el ensayo de manchado de puntos, arriba). Una ventaja de esta técnica es que
es mas sensible que el ensayo convencional y proporciona informacién sobre el tamaifio de los fragmentos sintetizados
y la procesabilidad de la reaccién.

¢) Determinaciones de actividad

La actividad de telomerasa de un polipéptido de hTRT puede determinarse usando un polipéptido de hTRT no
purificado, purificado en forma parcial o substancialmente purificado (por ejemplo, en asociacién con hTR), in vitro,
o después de la expresién in vivo. Por ejemplo, la actividad de telomerasa en una célula (por ejemplo, una célula ex-
presando un polipéptido de hTRT recombinante de acuerdo con la invencién) puede analizarse detectando un aumento
o una disminucién en la longitud de telémeros. Normalmente, los ensayos para la actividad catalitica de telomerasa se
realizan usando una hTRT compuesta con hTR; sin embargo, los RNAs del molde de telomerasa alternativo pueden
substituirse, o uno puede realizar ensayos para medir otra actividad, como la fijacién de telomerasa e iniciador. Los
ensayos para determinar la longitud de telémeros son conocidos en el arte e incluyen hibridacién de sondas a DNA
telomérico (puede incluirse un paso de amplificacién) y andlisis de TRF, es decir, el andlisis de fragmentos de restric-
cion de DNA telomérico [TRFs] después de la digestion de la endonucleasa de restriccion, vea publicacion PCT WO
93/23572 y WO 96/41016; Counter y otros, 1992, EMBO J. 11:1921; Allsopp y otros, 1992, Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 89:10114; Sanno, 1996, Am. J. Clin. Pathol. 106:16 y Sanno, 1997, Neuroendocrinology 65:299.

La actividad catalitica de telomerasa de un polipéptido de hTRT puede determinarse de diversas formas usando
los ensayos de arriba y otros ensayos de actividad catalitica de telomerasa. De acuerdo con un método, se expresa
la proteina de hTRT (por ejemplo, como se describe abajo) en una célula humana negativa de telomerasa en la cual
la hTRT se expresa (es decir, normalmente en la célula o a través de la expresién recombinante) y se determina la
presencia o ausencia de la actividad de telomerasa en la célula o lisato de células. Los ejemplos de células negativas
de telomerasa son células IMR 90 (ATCC, #CCL-186) o BJ (linea de fibroblastos del prepucio humano; vea, por
ejemplo, Feng y otros, 1995, Science 269:1236). Otros ejemplos incluyen células epiteliales pigmentadas retinales
(RPE), células endoteliales de vena umbilical humana (HUVEC; ATCC #CRL-1730), células endoteliales adrticas
humanas (HAEC; Clonetics Corp., #CC-2535) y células epiteliales mamarias humanas (HME; Hammond y otros,
1984, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:5435; Stampfer, 1985, J. Tissue Culture Methods 9:107). Alternativamente,
se expresa el polipéptido de hTRT (por ejemplo, por transfeccion con un vector de expresion de hTRT) en una célula
positiva de telomerasa y se detecta un aumento en la actividad de telomerasa en la célula en comparacién con una célula
de control no transfectada si el polipéptido tiene actividad catalitica de telomerasa. Generalmente la actividad catalitica
de telomerasa en una célula transfectada con un vector de expresion adecuado expresando hTRT serd aumentada de
manera considerable, como por lo menos alrededor de 2 pliegues, por lo menos alrededor de 5 pliegues, o hasta por lo
menos alrededor de 10 pliegues a 100 pliegues o hasta 1000 pliegues mas alta que en las células no transfectadas (de
control).

Alternativamente, la proteina de hTRT se expresa en una célula (por ejemplo, una célula negativa de telomerasa
en la cual se expresa la hTR) como una proteina de fusién (vea abajo) teniendo una etiqueta o “rétulo de epitopo”
para ayudar en la purificacién. E1 RNP puede ser recuperado de la célula usando un anticuerpo que especificamente
reconoce el rétulo. Los rétulos preferidos son normalmente cortos o pequefios y pueden incluir un sitio de disociacién
u otra propiedad que permite que el rétulo sea eliminado del polipéptido de hTRT. Los ejemplos de rétulos adecuados
incluyen el epitopo Xpress™ (Invitrogen, Inc., San Diego, CA) y otras mitades que pueden fijarse especificamente
por un anticuerpo o acido nucleico u otro método equivalente como los que describen en el Ejemplo 6. Los rétulos
alternativos incluyen aquellos codificados por secuencias insertadas, por ejemplo, al NUMERO DE IDENTIFICA-
CION DE SECUENCIA: 1 corriente arriba del codén ATG que inicia la traduccién de la proteina del NUMERO DE
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IDENTIFICACION DE SECUENCIA: 2, las cuales pueden incluir la insercién de un (nuevo) codén de iniciacién de
metionina a la secuencia corriente arriba.

Se apreciard que cuando una variante de hTRT se expresa en una célula (por ejemplo, como una proteina de
fusioén) y subsecuentemente se aisla (por ejemplo, como un complejo de ribonucleoproteinas), otras proteinas de la
célula (es decir, proteinas asociadas con la telomerasa) pueden asociarse con (directa o indirectamente fijarse a) el
complejo aislado. En tales casos, algunas veces serd conveniente analizar la actividad de telomerasa para el complejo
que contiene hTRT, hTR y las proteinas asociadas.

2) Otras actividades de la proteina de telomerasa o TRT

Los polipéptidos de hTRT de la invencién pueden retener una o mds actividades de telomerasa, diferentes a las
de la actividad catalitica. Estas otras actividades y los métodos para medir estas actividades incluyen (pero no estdn
limitados a) aquellos discutidos a continuacién.

a) Actividad de la transcriptasa inversa convencional

La actividad de la transcriptasa inversa de telomerasa convencional se describe en, por ejemplo, Morin, 1997,
abajo, y Spence y otros, 1995, Science 267:988. Debido a que la hTRT contiene motivos de amino4cidos conservados
que son requeridos para la actividad catalitica de la transcriptasa inversa, la h'TRT tiene la habilidad de transcribir
ciertos RNAs exdgenos (por ejemplo, no de hTR). Un ensayo de RT convencional mide la habilidad de la enzima de
transcribir un molde de RNA extendiendo un iniciador de DNA recocido. La actividad de la transcriptasa inversa puede
medirse de muchas formas conocidas en el arte, por ejemplo, supervisando el aumento de tamafio de un iniciador de
dcido nucleico etiquetado (por ejemplo, RNA o DNA), o la incorporacién de un dNTP etiquetado. Vea, por ejemplo,
Ausubel y otros, abajo.

Debido a que la hTRT especificamente se asocia con hTR, puede apreciarse que el molde de iniciador de DNA/RNA
para un ensayo de RT convencional puede modificarse para tener caracteristicas relacionadas con hTR y/o un iniciador
de DNA telomérico. Por ejemplo, el RNA puede tener la secuencia (CCCTAA),, donde n es por lo menos 1, o por
lo menos 3, o por lo menos 10 o més. La regién (CCCTAA), puede estar en o cerca del final 5’ del RNA (similar a
los lugares 5° de las regiones del molde en los RNAs de telomerasa). Del mismo modo, el iniciador de DNA puede
tener un final 3’ que contiene partes de la secuencia de telémeros TTAGGG, por ejemplo X, TTAG, X,AGGG, X,
(TTAGGG),TTAG, etc., donde X es una secuencia no telomérica y n es 8-20, 0 6-30 y q es 1-4. El iniciador de DNA
puede tener un final 5’ que es no complementario al molde de RNA, de tal manera que cuando el iniciador es recocido
al RNA, el final 5° del iniciador permanece no fijado. En el arte se conocen modificaciones adicionales de ensayos de
transcripcion inversa estindar que pueden aplicarse a los métodos.

b) Actividad nucleolitica

La actividad nucleolitica de la telomerasa se describe en por ejemplo, Morin, 1997, abajo; Collins y Grieder, 1993,
Genes and Development 7:1364. La telomerasa posee una actividad nucleolitica (Joyce y Steitz, 1987, Trends Bio-
chem. Sci. 12:288); sin embargo, la actividad de la telomerasa tiene caracteristicas definidas. La telomerasa elimina
de forma preferencial los nucleétidos, generalmente sélo uno, del extremo 3’ de un oligonucleétido cuando el ex-
tremo 3’ del DNA estd posicionado en el limite 5’ de la secuencia del molde de DNA, en humanos y Tetrahymena,
este nucleétido es la primera G de la repeticion telomérica (TTAGG en humanos). La telomerasa elimina de forma
preferencial los residuos de G pero tiene actividad nucleolitica en contra de otros nucledtidos. Esta actividad puede
ser supervisada. Aqui se describen dos métodos diferentes para fines ilustrativos. Un método implica una reaccién de
telomerasa convencional con un iniciador que fija toda la secuencia del molde (es decir, terminando en el limite del
molde; 5’-TAGGGATTAG en humanos). La actividad nucleolitica se observa supervisando el reemplazo del ultimo
residuo de G con un dGTP radioetiquetado en el ensayo. El reemplazo es supervisado por la apariencia de una banda
en el tamafio del iniciador de arranque como se muestra por electroféresis de gel y autorradiografia.

Un método preferido usa un iniciador de DNA que tiene un final 3° “bloqueado” que no puede extenderse por
telomerasa. El iniciador bloqueado de 3’ puede usarse en un ensayo estindar de telomerasa pero no se extenderd a
menos que el nucleétido 3’ sea eliminado por la actividad nucleolitica de la telomerasa. La ventaja de este método es
que la actividad de la telomerasa puede ser supervisada por alguno de los diversos métodos estdndar y la sefial es fuerte
y fécil de cuantificar. El bloqueo del final 3’ del iniciador puede realizarse en varias formas. Un método es la adicién
de un residuo de 3’-deoxi-dNTP en el final 3’ del iniciador usando técnicas estadndar de sintesis de oligonucle6tidos.
Este final tiene un 2° OH pero no el 3° OH requerido para la telomerasa. Existen otros medios para bloquear el limite
3’, por ejemplo, un final 3’ dideoxi, un final 3’-amina y otros. Un ejemplo de un iniciador para un ensayo nucleolitico
de hTRT es 5’-TTAGGGTTAGGGTTA (Gsy) donde el dltimo residuo denota un residuo de 3’-deoxi-guanosina (Glen
Research, Sterling, VA). Los expertos en el arte conocen muchas otras variaciones para un iniciador adecuado basado
en le revelacion.

¢) Actividad de fijacion de iniciador (telomero)

La actividad de fijacién de iniciador de telomerasa (telomero) se describe en, por ejemplo, Morin, 1997, abajo;
Collins y otros, 1995, Cell 81:677; Harrington y otros, 1995, J. Biol. Chem. 270:8893. Se cree que la telomerasa tiene
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dos sitios los cuales fijan un iniciador de DNA telomérico. Los motivos de RT asociados con la fijacién del iniciador
indican que la hTRT y/o hTRT/hTR posee actividad de fijacién de iniciador de DNA. Existen varias formas de analizar
la actividad de fijacién del iniciador; sin embargo, un paso comun a la mayoria de los métodos es la incubacién de un
iniciador de DNA etiquetado con hTRT o hTRT/hTR u otras combinaciones de TRT/TR bajo condiciones de fijacién
adecuadas. También, la mayoria de los métodos emplean un medio para separar DNA no fijado del DNA fijado a la
proteina; esos métodos incluyen lo siguiente.

i) Ensayos de desplazamiento de gel (también llamados ensayos electroforéticos/de desplazamiento de movilidad)
son aquellos en los cuales el iniciador de DNA no fijado se separa del iniciador de DNA fijado a la proteina por
electroféresis en un gel no desnaturalizante (Ausubel y otros, arriba).

ii) Los ensayos de fijacién de matriz incluyen diversas variaciones a la técnica bdsica, la cual implica la fijacién de
la h'TRT o complejo de hTRT/hTR a una matriz (por ejemplo, nitrocelulosa), antes o después de la incubacién
con el iniciador etiquetado. Fijando la hTRT a una matriz, el iniciador no fijado puede separarse mecanicamente
del iniciador fijado. El DNA residual no fijado puede eliminarse lavando la membrana antes de la cuantifica-
cion. Los expertos reconocen que hay varios medios de acoplar proteinas a dichas matrices, soportes sélidos y
membranas, incluyendo reticulacién quimica, fotoquimica, UV, anticuerpo/epitopo e interacciones (hidréfobas,
electrostaticas, etc.) no covalentes.

El iniciador de DNA puede ser cualquier DNA con una afinidad a la telomerasa, como, por ejemplo, un iniciador
de DNA telomérico como (TTAGGG),, donde n podria ser 1-10 y normalmente es 3-5. Los finales 3’ y 5’ pueden
terminar en cualquier lugar de la secuencia de repeticidn. El iniciador también puede tener extensiones 5’ o 3’ de DNA
no telomérico que podria facilitar el etiquetado o la deteccién. El iniciador también puede derivarse, por ejemplo, para
facilitar la deteccién o el aislamiento.

d) Actividad de fijacion de ANTP

La actividad de fijacion de ANTP de telomerasa se describe en, por ejemplo, Morin, 1997, abajo; Spence y otros,
arriba. La telomerasa requiere dNTPs para sintetizar DNA. La proteina de hTRT tiene una actividad de fijacién de
nucleétido y puede analizarse para fijacién de dNTP en una forma similar a las proteinas de fijacién de nucleétidos
(Kantrowitz y otros, 1980, Trends Biochem. Sci. 5:124). Normalmente, puede supervisarse la fijacién de un dNTP
etiquetado o andlogo de dNTP ya que es conocido en el arte para proteinas de RT de no telomerasa.

e) Actividad de fijacion de RNA (es decir, hTR)

La actividad de fijacion de RNA (es decir, hTR) de telomerasa se describe en por ejemplo, Morin, 1997, arriba;
Harrington y otros, 1997, Science 275:973; Collins y otros, 1995, Cell 81:677. La actividad de fijacién de RNA de
una proteina de TRT puede analizarse en una forma similar al ensayo de fijacién de iniciador de DNA descrito arriba,
usando una sonda de RNA etiquetado. Los métodos para separar RNA fijado y no fijado y para detectar RNA son
bien conocidos en el arte y pueden aplicarse a los ensayos de actividad en una forma similar a la descrita para el
ensayo de fijacion de iniciador de DNA. EI RNA puede ser hTR de tamafio natural, fragmentos de hTR u otros RNAs
demostrados los cuales demuestren tener una afinidad a la telomerasa o hTRT. Vea la Patente de los Estados Unidos
Numero 5,583,016 y Publicacién PCT Nimero 96/40868.

3) Motivos de telomerasa como objetivos

La presente invencién, como se indica arriba, prevé ademds de la h'TRT recombinante con un complemento to-
tal (como se describe abajo) de actividades, polipéptidos de hTRT que tienen menos del complemento total de las
actividades de telomerasa de la telomerasa que ocurre naturalmente o proteinas de h'TRT u otras proteinas de TRT.

Se apreciard ademads que, en vista de la revelacion en el presente de la RT y los motivos especificos de telomerasa
de TRT, la alteracién o mutacion de residuos de aminoacidos conservados, como los que se encuentran en las secuen-
cias de motivos discutidos arriba, dard como resultado mutantes de pérdida de actividad dtiles para uso terapéutico,
seleccion y caracterizacion de medicamentos y otros usos. Por ejemplo, como se describe en el Ejemplo 1, la supre-
sién de motivos B al D en los dominios de RT del gene de TRT enddgena en S. pombe ocasioné células haploides
en las cuales el telémero se redujo progresivamente hasta el punto donde la hibridacién de una sonda de telémero a
repeticiones teloméricas se volvié casi indetectable, indicando una pérdida de actividad catalitica de telomerasa. Del
mismo modo, la alteracién en el sitio WxGxS del motivo E pueden afectar la fijacion o funcién del iniciador de DNA
de telomerasa.

Las alteraciones de los aminodcidos en los motivos A, B’ y C pueden afectar la actividad catalitica de telomerasa.

La mutacién del motivo DD de hTRT puede reducir considerablemente o anular la actividad de telomerasa (vea el
Ejemplo 16).
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C) Sintesis de polipéptidos de hTRT y otros de polipéptidos de TRT

Existen una variedad de métodos para hacer los polipéptidos de hTRT y otros polipéptidos de TRT revelados en el
presente. En las siguientes partes, se describe detalladamente la sintesis quimica y la expresion recombinante de las
proteinas de hTRT, incluyendo proteinas de fusién.

1) Sintesis quimica

La invencién puede implicar polipéptidos de hTRT sintetizados, total o parcialmente, usando métodos quimicos
generales bien conocidos en el arte (vea por ejemplo, Caruthers y otros, 1980, Nucleic Acids Res. Symp. Ser., 215-223;
y Horn y otros, 1980, Nucleic Acids Res. Symp. Ser., 225-232). Por ejemplo, la sintesis de péptidos puede realizarse
usando varias técnicas de fase sélida (Roberge y otros, 1995, Science 269:202), incluyendo sintesis automatizada (por
ejemplo, usando el Sintetizador de Péptidos Perkin Elmer ABI 431A en conformidad con las instrucciones proporcio-
nadas por el fabricante). Cuando se desea la proteina de tamafio natural, los polipéptidos mds cortos pueden fundirse
por condensacién del final de amino de una molécula con el final de carboxilo de la otra molécula para formar un
enlace de péptido.

El péptido recién sintetizado puede purificarse substancialmente, por ejemplo, por cromatografia liquida prepara-
toria de alto rendimiento (por ejemplo, Creighton, PROTEINS, STRUCTURES AND MOLECULAR PRINCIPLES,
WH Freeman and Co., Nueva York, NY [1983]). La composicién de los péptidos sintéticos (o algunos otros péptidos
o polipéptidos) puede confirmarse por analisis de aminoacidos o clasificacion de secuencia (por ejemplo, el procedi-
miento de degradacién de Edman; Creighton, arriba). De manera importante, la secuencia de aminodcidos de hTRT,
o una parte de la misma, puede alterarse durante la sintesis directa y/o combinarse usando métodos quimicos con
secuencias de otras proteinas o de otra manera, o una parte de las mismas o para algin propdsito, a fin de producir un
polipéptido de variante.

2) Expresion recombinante de proteinas de hTRT y otras proteinas de TRT

Se describirdn a continuacién métodos, reactivos, vectores y células titiles para la expresion de polipéptidos de
hTRT y 4cidos nucleicos usando sistemas de expresion recombinante in vitro (libre de células), ex vivo o in vivo (a
base de células u organismos). La expresion de la proteina de hTRT, o fragmento de la misma, comprende la insercién
de la secuencia de codificacién a un vector de expresién adecuado (es decir, un vector que contiene los elementos
necesarios para la transcripcion y traduccién de la secuencia de codificacién insertada requerida para el sistema de
expresion empleado). Un polinucledtido substancialmente idéntico en secuencia a una secuencia de codificacién de
gene de hTRT, por lo menos 25 nucleétidos, y de preferencia para muchas aplicaciones, de 50 a 100 nucleétidos o
mas, de los cDNAs de hTRT o genes de la invencion, la cual puede ser vinculada de manera manejable a un promotor
para formar una unidad de transcripcién capaz de expresar un polipéptido de hTRT. Los métodos bien conocidos por
los expertos en el arte pueden usarse para construir los vectores de expresion que contienen una secuencia de hTRT y
controles de transcripcion o traducciéon adecuados (vea, por ejemplo, Sambrook y otros, arriba, Ausubel y otros, arriba
y esta revelacion).

Los polipéptidos de hTRT incluyen proteinas de fusién que contienen polipéptidos de hTRT o fragmentos de
la proteina de hTRT. Las proteinas de fusién normalmente se producen por medios recombinantes, aunque también
pueden hacerse por sintesis quimica. Las proteinas de fusién pueden ser ttiles en proporcionar expresiéon mejorada
de las construcciones de polipéptidos de hTRT, o en producir polipéptidos de hTRT que tienen otras propiedades
convenientes, por ejemplo, comprendiendo una etiqueta (como un grupo reportero enzimatico), grupo de fijacién, o
epitopo de anticuerpo. En el Ejemplo 15, abajo, se describe una proteina de fusion ejemplar, comprendiendo secuencias
de hTRT y proteina de fluoresceina verde mejorada (EGFP). Serd aparente para los expertos en el arte que los usos y
aplicaciones discutidos en el Ejemplo 15 y en otra parte en el presente no estdn limitados a la proteina de fusién en
particular, sino que son ilustrativos de los usos de varias construcciones de fusion.

Los sistemas de proteina de fusién también pueden usarse para facilitar la produccion y aislamiento eficiente de
proteinas o péptidos de hTRT. Por ejemplo, la parte de la secuencia de no hTRT de la proteina de fusién comprende
un péptido corto que puede fijarse especificamente a una molécula inmovilizada de tal manera que la proteina de
fusiéon puede separarse de componentes no ligados (como proteinas no relacionadas en un lisato de células). Un
ejemplo es una secuencia de péptido que estd fijada por un anticuerpo especifico. Otro ejemplo, es un péptido que
comprende trechos de polihistidina por ejemplo (His)s o secuencias de histidina-triptéfano que pueden ligarse por una
resina que contiene iones de niquel o cobre (es decir, cromatografia de afinidad de metal y quelato). Otros ejemplos
incluyen dominios o fragmentos de Proteina A, los cuales permiten la purificacién en inmunoglobulina inmovilizada
y el dominio utilizado en el sistema de purificacién de extensién/afinidad FLAGS (Immunex Corp., Seattle, WA).
La proteina de fusién puede incluir un sitio de disociacién de manera que la secuencia de polipéptidos de hTRT
u otros polipéptidos de TRT puede separarse facilmente de la secuencia de péptidos o proteinas no de hTRT. En
este caso, la disociacién puede ser quimica (por ejemplo, bromuro de cianégeno, 2-(2-nitrofenilsulfenil)-3-metil-3’-
bromoindoleno, hidroxilamina, o pH bajo) o enzimdtica (por ejemplo, Factor Xa, enterocinasa). La eleccién de los
sistema de fusion y disociacién puede depender, en parte, de la parte (es decir, la secuencia) del polipéptido de hTRT
que se estd expresando. Las proteinas de fusién generalmente se describen en Ausubel y otros, arriba, Capitulo 16,
Kroll y otros, 1993, DNA Cell Biol. 12:441 y el Catdlogo 1997 de Invitrogen (Invitrogen Inc., San Diego, CA). En el
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Ejemplo 6, abajo, se proporcionan otras proteinas de fusién ejemplares con rétulos de epitopos o rétulos y sitios de
disociacion.

Los expertos en el arte apreciardn que, aunque los sistemas de expresion discutidos en esta parte se enfocan en la
expresion de polipéptidos de hTRT, las mismas células, vectores y métodos o similares pueden usarse para expresar los
polinucleétidos de hTRT, incluyendo polinucleétidos con sentido y antisentido sin desear necesariamente la produc-
cion de polipéptidos de hTRT. Normalmente, la expresién de un polipéptido requiere un coddn de iniciacién adecuado
(por ejemplo, metionina), configuracién de lectura abierta y sefiales de regulacion de traduccion (por ejemplo, un sitio
de fijacion de ribosoma, un codén de terminacidn) los cuales pueden omitirse cuando no sea desea la traduccion de
una secuencia de 4cido nucleico para producir una proteina.

La expresion de polipéptidos y polinucle6tidos de hTRT puede realizarse para lograr alguno de los diversos benefi-
cios relacionados. Un beneficio ilustrativo es la expresion de polipéptidos de hTRT que son aislados subsecuentemente
de la célula en la cual se expresan (por ejemplo para la produccién de grandes cantidades de hTRT para uso como
una vacuna o en la seleccion de aplicaciones para identificar compuestos que modulan la actividad de telomerasa). Un
segundo beneficio ilustrativo es la expresiéon de hTRT en una célula para cambiar el fenotipo de la célula (como en las
aplicaciones de terapia génica). Las células no mamiferas pueden usarse para la expresion de hTRT para purificacion,
mientras que las células eucariéticas especialmente mamiferas (por ejemplo, células humanas) pueden usarse no s6lo
para aislamiento y purificacion de hTRT sino también para expresién de h'TRT cuando se desea un cambio en el feno-
tipo en una célula (por ejemplo, para efectuar un cambio en la capacidad de proliferacién como en las aplicaciones de
terapia génica). A manera de ilustracién y no limitacion, los polipéptidos de hTRT pueden expresarse en una célula
huésped para aumentar la capacidad de proliferacion de una célula (por ejemplo, inmortalizar una célula) y, a la inver-
sa, los polinucledtidos antisentido de hTRT o polipéptidos inhibidores normalmente se pueden expresarse para reducir
la capacidad de proliferacion de una célula (por ejemplo, de una célula positiva de telomerasa de tumor maligno).
Numerosas aplicaciones especificas se describen en el presente, por ejemplo, en la discusién de la utilizacién de la
invencion para aplicaciones terapéuticas, abajo.

Los ttiles sistemas de expresion ilustrativos (células, elementos de regulacidn, vectores) de la presente invencién
incluyen diversos sistemas libres de células como sistemas de lisato de reticulocitos y germen de trigo usando poli-
nucledtidos de hTRT en conformidad con métodos generales bien conocidos en el arte (vea, por ejemplo, Ausubel
y otros, arriba en el Capitulo 10). En realizaciones alternativas, la invencién proporciona reactivos y métodos para
expresar hTRT en células procaridticas o eucaridticas. De esta manera, la presente invencién proporciona dcidos nu-
cleicos codificando polinucledtidos, proteinas, subsecuencias de proteinas, o proteinas de fusién de hTRT que pueden
expresarse en bacterias, hongos, plantas, insectos y animales, incluyendo sistemas de expresion de células humanas
conocidos en el arte, incluyendo células aisladas, lineas de células, cultivos de células, tejidos y organismos enteros.
Como lo entenderan los expertos, los polinucleétidos de hTRT introducidos a un sistema de expresion de células hués-
ped o libre de células generalmente estardn vinculados de una manera manejable a secuencias de control de expresion
adecuadas para cada sistema de células huésped o libre de células.

Los ttiles sistemas de expresion de bacteriana incluyen E. coli, bacilos (como Bacillus subtilus), otras enterobac-
terias (como Salmonella, Serratia y varias especies Pseudomonas) u otros huéspedes bacterianos (por ejemplo, Strep-
tococcus cremoris, Streptococcus lactis, Streptococcus thermophilus, Leuconostoc citrovorum, Leuconostoc mesente-
roides, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus lactis, Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium breve y Bifidobac-
terium longum). Las construcciones de expresion de hTRT dtiles en procariotas incluyen bacteriéfago recombinante,
vectores de expresion de DNA de pldsmido o césmido, o similares y normalmente incluyen secuencias de promo-
tores. Los promotores ilustrativos incluyen promotores capaces de ser inducidos, como el promotor lac, el promotor
hibrido lacZ del fagémido Bluescript7 [Stratagene, La Jolla, CA] o pSportl [Gibco BRL]; sistemas de promotores
de fagos lambda; un sistema de promotores de triptéfano (trp); e hibridos de ptrp-lac y similares. Las construcciones
de expresion bacteriana incluyen opcionalmente un sitio de fijacién de ribosoma y secuencias de regulacion de sefia-
les de terminacidn de transcripcion. Los ejemplos ilustrativos de vectores especificos utiles para expresion incluyen,
por ejemplo, pTrcHis2 (Invitrogen, San Diego, CA), pThioHis A, B y C y muchos otros conocidos en el arte o que
pueden desarrollarse (vea, por ejemplo, Ausubel). Los vectores ttiles para bacterias incluyen aquellos que facilitan la
produccion de proteinas de fusién de hTRT. Los vectores ttiles para expresion de alto nivel de proteinas de fusién en
células bacterianas incluyen, pero no estin limitados a, los vectores multifuncionales de clonacion y expresion de E.
coli como Bluescript7 (Stratagene), indicados arriba, en los cuales la proteina de hTRT que codifica secuencias, una
proteina de fusién de h'TRT o un fragmento de hTRT puede ligarse al vector en la configuracién con secuencias para
el Met terminal de aminos y los 7 residuos subsecuentes de 3-galactosidasa de manera que se produce una proteina
hibrida (por ejemplo, vectores pIN; Van Heeke y Schuster, 1989, J. Biol. Chem., 264:5503). Los vectores como vecto-
res pGEX (por ejemplo, pGEX-2TK; Pharmacia Biotech) también pueden usarse para expresar polipéptidos extrafios,
como protefna de hTRT, como proteinas de fusién con S-transferasa de glutationa (GST). Las proteinas de fusién
pueden purificarse de células lisadas por medio de la adsorcién a cuentas de glutationa-agarosa seguida por la elucién
en la presencia de glutationa libre. Las proteinas hechas en estos sistemas a menudo incluyen sitios de disociacién
de enterocinasa, trombina o proteasa de factor Xa de manera que el polipéptido clonado de interés pueda liberarse de
la mitad de GST a discrecidn, segtin sea ttil en la purificacion u otras aplicaciones. Otros ejemplos son las proteinas
de fusién que comprenden hTRT y la Proteina de Fijacién de Maltosa (MBP) de E. coli o tioredoxina de E. coli. En
el Ejemplo 6, abajo, se proporcionan los ejemplos ilustrativos de las construcciones de expresion de hTRT nitiles en
células bacterianas.
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La invencion prevé polipéptidos de hTRT expresados en sistemas de hongos, como Dictyostelium y, de preferencia,
levadura, como Saccharomyces cerevisiae, Pichia pastoris, Torulopsis holmil, Saccharomyces fragilis, Saccharomyces
lactis, Hansenula polymorpha y Candida pseudotropicalis. Cuando la hTRT se expresa en levadura, estd disponible
una cantidad de vectores adecuados, incluyendo vectores de plasmidos y cromosomas artificiales de levadura (YACs).
Los vectores normalmente incluyen secuencias de control de expresion, como promotores constitutivos o capaces de
ser inducidos (por ejemplo, como factor alfa, oxidasa de alcohol, PGH y cinasa de 3-fosfoglicerato u otras enzimas
glicoliticas) y un origen de replicacidn, secuencias de terminacién y similares, segin se desee. Los vectores adecua-
dos para uso en Pichia incluyen pPICZ, His6/pPICZB, pPICZalfa, pPIC3.5K, pPIC9K, pA0815, pGAP2A, By C,
pGAP2alfa, A, B y C (Invitrogen, San Diego, CA) y muchos otros conocidos en el arte o que se desarrollaran. El
vector His6/pPICZB (Invitrogen, San Diego, CA) puede utilizarse para expresar una proteina de fusién de Hisg-hTRT
en la levadura Pichia pastoris. Un ejemplo de un vector 1til en Saccharomyces es pYES2 (Invitrogen, San Diego,
CA). En el Ejemplo 6, abajo, se proporcionan ejemplos ilustrativos de construcciones de expresion de hTRT ttiles en
la levadura.

Los polipéptidos de hTRT también pueden expresarse en sistemas celulares de plantas transfectados con vectores
de expresion de plantas o virus de plantas (por ejemplo, virus de mosaico de coliflor, CaMV; virus de mosaico de
tabaco, TMV) o transformados con vectores de expresién bacteriana (por ejemplo, Ti o plasmido pBR322). En casos
donde se usen vectores de expresion de virus de plantas, la expresion de una secuencia que codifica la hTRT puede
ser impulsada por uno de diversos promotores. Por ejemplo, los promotores virales como los promotores 35S y 19S
de CaMV (Brisson y otros, 1984, Nature 310:511-514) pueden usarse solos o en combinacion con la secuencia omega
lider de TMV (Takamatsu y otros, 1987, EMBOJ., 6:307-311). Alternativamente, pueden usarse promotores de plantas
como los que forman el gene de subunidad pequefia de RUBISCO (Coruzzi y otros, 1984, EMBO J., 3:1671-1680;
Broglie y otros, 1984, Science 224:838-843) o promotores resistentes al calor y golpes (Winter y Sinibaldi, 1991,
Results Probl. Cell Differ., 17:85), o promotores de almacenamiento de genes de proteina. Estas construcciones pueden
introducirse a células de plantas por transformacién directa de DNA o transfeccién mediada por patégenos (para
revision de dichas técnicas, vea Hobbs o Murry, 1992, en McGraw Hill Yearbook of Science and Technology, McGraw
Hill New York, NY, pag. 191-196 [1992]; o Weissbach y Weissbach, 1988, Methods for Plant Molecular Biology
(Métodos para Biologia Molecular de las Plantas), Academic Press, New York, NY, pdg. 421-463).

Otro sistema de expresion proporcionado por la invencién para la expresion de la proteina de hTRT es un sistema
de insectos. Un sistema preferido usa un promotor de polihedrina de baculovirus. En un sistema tal, el virus de
polihedrosis nuclear Autographa californica (AcNPV) se usa como un vector para expresar genes extrafios en células
de Spodoptera frugiperda o en larvas de Trichoplusia. La secuencia que codifica el gene de interés puede clonarse
en una region no esencial del virus, como el gene de polihedrina y ponerse bajo control del promotor de polihedrina.
La insercién satisfactoria de la secuencia, por ejemplo, codificando la proteina de hTRT, volvera inactivo el gene
de polihedrina y producird una proteina de cubierta careciendo de virus recombinantes. Los virus recombinantes se
usan entonces para infectar las células de S. frugiperda o larvas de Trichoplusia, en las cuales la secuencia de hTRT
se expresa después (vea, para métodos generales, Smith y otros, J. Virol., 46:584 [1983]; Engelhard y otros, Proc.
Natl. Acad. Sci. 91:3224-7 [1994]). Los vectores ttiles para expresion de baculovirus incluyen pBlueBacHis2 A, B
y C, pBlueBac4.5, pMelBacB y muchos otros conocidos en el arte o que se desarrollardn. En el Ejemplo 6, abajo, se
proporcionan ejemplos ilustrativos de las construcciones de expresion de hTRT ttiles en las células de insectos.

La presente invencién también proporciona sistemas de expresién en mamiferos y células mamiferas. Como se in-
dica arriba, los polinucleétidos de hTRT pueden expresarse en células mamiferas (por ejemplo, células humanas) para
la produccién de cantidades considerables de polipéptidos de h'TRT (por ejemplo, para purificacidon) o para cambiar el
fenotipo de una célula de objetivo (por ejemplo, para fines de terapia génica, inmortalizacion de células, u otros). En el
dltimo caso, el polinucleétido de hTRT expresado puede o no codificar un polipéptido con una actividad catalitica de
telomerasa. Es decir, la expresion puede ser de un polinucleétido con sentido o antisentido, un polipéptido inhibidor o
estimulador, un polipéptido con cero, una o més actividades de telomerasa y otras combinaciones y variantes reveladas
en el presente o aparentes para los expertos en la revision de esta revelacion.

Las células huésped de cultivos de tejido mamifero adecuados para expresar los acidos nucleicos de la invencion
incluyen una célula animal o humana normal mortal o anormal inmortal, incluyendo: linea CV1 de rifién de mono
transformada por SV40 (COS-7, ATCC CRL 1651); linea de rifién de embrién humano (293; Graham y otros, J. Gen.
Virol. 36:59 (1977)); células de rifiéon de hamster bebé (BHK, ATCC CCL 10); CHO (ATCC CCL 61 y CRL 9618);
células Sertoli de ratén (TM4, Mather, Biol. Reprod. 23:243-251 (1980)); células de rifién de mono (CV1 ATCC CCL
70); células de rifién de mono verde africano (VERO-76, ATCC CRL 1587); células de carcinoma cervical humano
(HeLa, ATCC CCL 2); células de rinén canino (MDCK, ATCC CCL 34); células de higado de rata bifalo (BRL 3A,
ATCC CRL 1442); células de pulmén humano (W138, ATCC CCL 75); células de higado humano (Hep G2, HB
8065); tumor mamario de raton (MMT 060562, ATCC CCL51); células TRI (Mather y otros, Annals N.Y. Acad. Sci.
383:44-46 (1982); células MDCK (ATCC CCL 34 y CRL 6253); células HEK 293 (ATCC CRL 1573); y células WI-
38 (ATCC CCL 75; ATCC: American Type Culture Collection, Rockville, MD). EI uso de cultivo celular de tejido
mamifero para expresar polipéptidos se discute generalmente en Winnacker, From Genes to Clones (De Genes a
Clones) (VCH Publishers, N.Y., N.Y., 1987).

Para células huésped mamiferas, se proporcionan sistemas de expresion virales y no virales. L.os vectores y siste-
mas no virales incluyen pldsmidos y vectores episdmicos, normalmente con un cassette de expresion para expresar una
proteina o RNA y cromosomas artificiales humanos (vea, por ejemplo, Harrington y otros, 1997, Nat. Genet. 15:345).
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Por ejemplo, los vectores no virales ttiles para expresion de polinucleétidos y polipéptidos de hTRT en células ma-
miferas (por ejemplo, humanas) incluyen pcDNA3.1/His, pEBVHis A, B y C (Invitrogen, San Diego, CA), vectores
de MPSYV, otros descritos en el Catdlogo 1997 de Invitrogen (Invitrogen Inc., San Diego, CA), el cual se incorpora
en su totalidad en el presente y muchos otros conocidos en el arte por otras proteinas. En el Ejemplo 6, abajo, se
proporcionan ejemplos ilustrativos de construcciones de expresién de hTRT tutiles en células mamiferas.

Los vectores virales ttiles incluyen vectores basados en retrovirus, adenovirus, virus adenoasociados, virus del
herpes, vectores basados en SV40, virus del papiloma, virus HBP Epstein Barr, vectores de virus de vaccinia y virus
Semliki Forest (SFV). SPF y los vectores de vaccinia generalmente se discuten en Ausubel y otros, arriba, Capitulo
16. Estos vectores a menudo estan compuestos de dos componentes, un genomio viral modificado y una estructura de
cubierta rodedndolo (vea generalmente Smith, 1995, Annu. Rev. Microbiol. 49:807), aunque algunas veces los vectores
virales son introducidos en forma descubierta o cubiertos con proteinas distintas a las proteinas virales. Sin embargo,
el dcido nucleico viral en un vector puede cambiarse de muchas maneras, por ejemplo, cuando se disefian para terapia
génica. Las metas de estos cambios son imposibilitar el crecimiento del virus en las células de objetivo manteniendo
al mismo tiempo su habilidad de crecer en forma de vector en empaquetamiento disponible o células ayudante, para
proporcionar espacio dentro del genomio viral para insercién de secuencias de DNA ex6geno y para incorporar nuevas
secuencias que codifican y posibilitan la expresiéon adecuada del gene de interés. Por lo tanto, los dcidos nucleicos del
vector generalmente comprenden dos componentes: secuencias virales cis-impulsoras esenciales para replicacién y
empaquetamiento en una linea ayudante y la unidad de transcripcion para el gene exdgeno. Otras funciones virales
se expresan en trans en un empaquetamiento especifico o linea de células ayudantes. Los vectores adenovirales (por
ejemplo, para uso en terapia génica humana) se describen en, por ejemplo, Rosenfeld y otros, 1992, Cell 68:143;
publicaciones PCT WO 94/12650; 94/12649; y 94/12629. En casos donde se usa un adenovirus como un vector de
expresion, una secuencia codificando hTRT puede ligarse a un complejo de transcripcién/traduccién de adenovirus que
consta del promotor reciente y la secuencia tripartita lider. La insercién en una regién E1 o E3 no esencial del genomio
viral dard como resultado un virus viable capaz de expresarse en células huésped infectadas (Logan y Shenk, 1984,
Proc. Natl. Acad. Sci., 81:3655). Los vectores retrovirales defectuosos en replicacién que albergan una secuencia de
polinucledtidos terapéuticos como parte del genomio retroviral se describen en, por ejemplo, Miller y otros, 1990,
Mol. Cell. Biol. 10:4239; Kolberg, 1992, J. NIH Res. 4:43; y Cornetta y otros, 1991, Hum. Gene Ther. 2:215.

En sistemas de células mamiferas, con frecuencia son adecuados los promotores de genes mamiferos o de virus
mamiferos. Los promotores adecuados pueden ser constitutivos, especificos en el tipo de célula, especificos en etapa
y/o modulables o regulables (por ejemplo, por mediante hormonas como glucocorticoides). Los promotores ttiles
incluyen, pero no estdn limitados a, el promotor de metalotioneina, el principal promotor reciente constitutivo de
adenovirus, el promotor de MMTYV capaz de ser inducido por dexametasona, el promotor SV40, el promotor MRP
pollll, el promotor constitutivo MPSYV, el promotor CMV capaz de ser inducido por tetraciclina (como el promotor
CMYV humano prematuro inmediato), el promotor constitutivo CMV y combinaciones de promotor-intensificador
conocidas en el arte.

También pueden requerirse o desearse otros elementos de regulacion para la expresion eficiente de un polinucle6-
tido de hTRT y/o traduccién de una secuencia codificando proteinas de hTRT. Para la traduccién, estos elementos
normalmente incluyen un codén de iniciacién ATG y sitio adyacente de fijacion de ribosoma u otras secuencias. Para
secuencias que codifican la proteina de hTRT, siempre y cuando su codén de iniciacién y secuencias de promotor
corriente arriba se inserten a un vector de expresion, es posible que no se requieran sefiales de control de traduccién u
otras seflales adicionales. Sin embargo, en casos donde sélo la secuencia de codificacién, o una parte de la misma, se
inserta, a menudo pueden proporcionarse sefiales de control exdgenas de transcripcion y/o traduccién (por ejemplo, el
promotor, sitio de fijacién de ribosoma y codén de iniciacién de ATG). Ademads, el codén de iniciacién normalmente
debe estar en la configuracion de lectura correcta para asegurar la traduccion de la proteina deseada. Los elementos
exodgenos de transcripcién y los codones de iniciacidn pueden ser de varios origenes, tanto naturales, como sintéticos.
Ademds, la eficiencia de la expresion puede intensificarse mediante la inclusion de intensificadores adecuados para el
sistema de células en uso (Scharf y otros, 1994, Results Probl. Cell Differ. 20:125; y Bittner y otros, 1987, Meth. Enzy-
mol., 153:516). Por ejemplo, el intensificador SV40 o intensificador CMV puede usarse para aumentar la expresion en
células huésped mamiferas.

La expresion de productos génicos de hTRT también pueden ser afectados (aumentados) por la activacién de un
promotor o intensificador de hTRT en una célula como célula humana, por ejemplo, una linea de células negativas
de telomerasa. La activacién puede realizarse en una variedad de formas, incluyendo la administracién de un agente
de activacién del promotor exégeno, o la inhibicién de un componente celular que suprime la expresién del gene de
hTRT. Se apreciard que, a la inversa, la inhibicién de la funcién del promotor, como se describe abajo, reducird la
expresion del gene de hTRT.

La invencién proporciona una expresion capaz de ser inducida y reprimida de polipéptidos de hTRT usando dicho
sistema como el Sistema de Expresiéon Capaz de Ser Inducido por Ecdisona (Invitrogen) y los sistemas regulados de
tetraciclina Tet-On y Tet-Off de Clontech. El sistema de expresion capaz de ser inducido por ecdisona usa el andlogo
de ecdisona de hormona esteroide, muristerona A, para activar la expresion de una proteina recombinante a través de
un receptor nuclear heterodimérico (No y otros, 1996 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93:3346). En una realizacion de la
invencién, la hTRT es clonada en el vector pIND (Clontech), el cual contiene cinco elementos de respuesta de ecdisona
modificada (E/GREs) corriente arriba de un promotor de resistencia minima al calor y golpes y el sitio de clonacién
mudltiple. La construccién es entonces transfectada en lineas de células expresando de manera estable el receptor de
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ecdisona. Después de la transfeccidn, las células son tratadas con muristerona A para inducir la expresién intracelular
de pIND. En otra realizacién de la invencion, el polipéptido de hTRT se expresa usando los sistemas de expresion Tet-
on y Tet-off (Clontech) para proporcionar expresion regulada de genes de alto nivel (Gossen y otros, 1992, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 89:5547; Gossen y otros, 1995, Science 268:1766).

Los vectores de hTRT de la invencidn pueden introducirse a una célula, tejido, érgano, paciente o animal mediante
una variedad de métodos. Los vectores de expresion de dcido nucleico (normalmente dsDNA) de la invencién pueden
ser transferidos a la célula huésped elegida por métodos bien conocidos como la transformacién de cloruro de calcio
(para sistemas bacterianos), electroporacion, tratamiento de fosfato de calcio, transformacién mediada por liposomas,
inyeccién y microinyeccién, métodos balisticos, virosomas, inmunoliposomas, conjugados de policatién:acido nuclei-
co, DNA descubierto, viriones artificiales, fusion a la proteina estructural del virus del herpes VP22 (Elliot y O’Hare,
Cell 88:223), absorcion intensificada de agentes de DNA y transduccidn ex vivo. Los ttiles métodos de transferencia
de DNA mediada por liposomas se describen en las Patente de los Estados Unidos Niimeros 5,049,386, 4,946,787
y 4,897,355; publicaciones de PCT WO 91/17424, WO 91/16024; Wang y Huang, 1987, Biochem. Biophys. Res.
Commun. 147:980; Wang y Huang, 1989, Biochemistry 28:9508; Litzinger y Huang, 1992, Biochem. Biophys. Acta
1113:201; Gao y Huang, 1991, Biochem. Biophys. Res. Commun. 179:280. Los inmunoliposomas se han descrito co-
mo portadoras de polinucleétidos exégenos (Wang y Huang, 1987, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 84:7851; Trubetskoy
y otros, 1992, Biochem. Biophys. Acta 1131:311) y pueden tener especificidad mejorada de tipo de célula en compa-
racion con los liposomas en virtud de la inclusion de anticuerpos especificos que presumiblemente se fijan a antigenos
superficiales en tipos de células especificos. Behr y otros, 1989, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 86:6982 reportan el uso
de lipopoliamina como un reactivo para mediar la transfeccion, sin necesidad de fosfolipido adicional para formar li-
posomas. Los métodos de entrega adecuados serdn seleccionados por profesionales en vista de las practicas aceptables
y los requisitos de regulacion (por ejemplo, para terapia génica o produccién de lineas de células para la expresion de
proteinas recombinantes). Se apreciard que los métodos de entrega arriba incluidos pueden usarse para la transferencia
de 4cidos nucleicos a células para fines de terapia génica, transferencia a células de cultivo de tejido y similares.

Para la produccién prolongada de gran rendimiento de proteinas recombinantes, a menudo se deseard la expresion
estable. Por ejemplo, las lineas de células que expresan de manera estable la hTRT pueden prepararse usando vectores
de expresion de la invencidn los cuales contienen origenes virales de replicacién o elementos de expresién endégenos
y un gene de marcador seleccionable. Después de la introduccién del vector, puede dejarse que las células crezcan
por 1-2 dias en un medio enriquecido antes de que sean cambiadas a un medio selectivo. El propésito del marcador
seleccionable es conferir resistencia a la seleccion y su presencia permite el crecimiento de células las cuales expresan
satisfactoriamente las secuencias introducidas en el medio selectivo. Las células resistentes, transfectadas de manera
estable pueden proliferarse usando técnicas de cultivo de tejido adecuadas para el tipo de células. Puede incluirse un
paso de amplificacion, por ejemplo, por administracién de metiltrexato a células transfectadas con gene de DHFR de
acuerdo con métodos bien conocidos en el arte.

Ademads, puede elegirse una cepa de células huésped por su habilidad de modular la expresion de las secuencias
insertadas o de procesar la proteina expresada en la forma deseada. Dichas modificaciones del polipéptido incluyen,
pero no estdn limitadas a, acetilacidn, carboxilacién, fosforilacién, lipidacién y acilacién. El procesamiento posterior
a la traduccién también puede ser importante para la insercion, plegadura y/o funcién correcta. Las células huésped
diferentes tienen maquinaria celular y mecanismos caracteristicos especificos para cada célula para las actividades
posteriores a la traduccion y por lo tanto puede elegirse una célula en particular para asegurar la modificacién correcta
y el procesamiento de la proteina extrafia introducida.

Animales transgénicos pueden ser producidos (es decir, mamiferos transgénicos para una secuencia de gene de TRT
humana u otra secuencia gene de TRT) expresando un polinucleétido o polipéptido de hTRT u otro polinucleétido o
polipéptido de TRT. La hTRT puede ser secretada a la lecha de un mamifero transgénico como una vaca, cabra, o
conejo. Los métodos para la produccién de estos animales se encuentran, por ejemplo, en Heyneker y otros, PCT WO
91/08216.

Las composiciones de proteinas y complejos de hTRT de la invencién, incluyendo aquellos hechos usando los
sistemas de expresion revelados arriba en el presente, pueden purificarse usando una variedad de métodos generales
conocidos en el arte. Un experto en el arte reconocerd que después de la sintesis quimica, la expresion bioldgica o la
purificacion, la proteina de hTRT puede poseer una conformacion diferente a la conformacion nativa de la telomerasa
que ocurre naturalmente. En algunos casos, puede ser titil o hasta necesario desnaturalizar (por ejemplo, incluyendo
la reduccién de disulfuro u otros ligamientos) el polipéptido y después hacer que el polipéptido vuelva a plegarse en
la conformacioén preferida. La replegadura productiva también puede requerir la presencia de hTR (o fragmentos de
hTR). Los métodos para reducir y desnaturalizar proteinas e inducir la replegadura son bien conocidos por los expertos
en el arte (vea, por ejemplo, Debinski y otros, 1993, J. Biol. Chem., 268:14065; Kreitman y Pastan, 1993, Bioconjug.
Chem., 4:581; y Buchner y otros, 1992, Anal. Biochem., 205:263; y McCaman y otros, 1985, J. Biotech. 2:177). Vea
también la Publicaciéon PCT WO 96/40868, abajo.

D) Complejos de TRT humana y RNA de telomerasa humana, proteinas asociadas con la telomerasa y otras biomolé-
culas producidas por coexpresion y otros medios

Los polipéptidos de hTRT de la invencién pueden asociarse in vivo e in vitro con otras biomoléculas, incluyendo
RNAs (por ejemplo, DNA telomérico [T,AG;]y) y nucleétidos, como trifosfatos de (deoxi)ribonucleétidos. Estas
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asociaciones pueden aprovecharse para analizar la presencia o funcién de hTRT, para identificar o purificar moléculas
de hTRT o asociadas con la telomerasa y para analizar la estructura o funcién de hTRT o telomerasa en conformidad
con los métodos de la presente invencion.

En una realizacién, la presente invencién proporciona hTRT compuesta con (por ejemplo, asociada con o fijada a)
un 4cido nucleico, generalmente un RNA, por ejemplo para producir una holoenzima de telomerasa. En una realiza-
cion, el RNA ligado es capaz de actuar como un molde para la sintesis de DNA mediada por telomerasa. Los ejemplos
de RNAs que pueden estar compuestos con el polipéptido de hTRT incluyen un RNA de telomerasa que ocurre natu-
ralmente de célula huésped (por ejemplo, hTR; Patente de los Estados Unidos Numero 5,583,016), una subsecuencia
o dominio de hTR, un RNA sintético, u otros RNAs. El complejo de proteinas de RNA-hTRT (un RNP) normalmente
presenta una o mds actividades de telomerasa, como actividades cataliticas de telomerasa. Estos RNPs de hTRT-hTR
(u otros complejos de hTRT-RNA) pueden producirse por una variedad de métodos, como se describe abajo para fines
ilustrativos, incluyendo reconstitucién in vitro, por coexpresion de hTRT o hTR (u otro RNA) in vitro (es decir, en un
sistema libre de células), reconstitucidn in vivo, o reconstitucion ex vivo.

De esta manera, la presente invencién proporciona, en una realizacién, un complejo de hTRT-hTR (u otro complejo
de hTRT-RNA) formado in vitro mezclando componentes purificados por separado (“reconstitucion in vitro”; vea,
por ejemplo, Patente de los Estados Unidos Nimero 5,583,016 para una descripcién de reconstitucion, vea también
Autexier y otros, EMBO J. 15:5928).

En una realizacidn alternativa, la invencion proporciona RNPs de telomerasa producidos por coexpresion del po-
lipéptido de hTRT y un RNA (por ejemplo, hTR) in vitro en un sistema de transcripcion y traduccién libre de células
(por ejemplo, germen de trigo o lisato de reticulocito de conejo). Como se muestra en el Ejemplo 7, la coexpresion
in vitro de un polipéptido de hTRT recombinante y hTR da como resultado la produccién de actividad catalitica de
telomerasa (medida por un ensayo de TRAP).

La presente invencién ademas proporciona RNPs de telomerasa producidos por expresién del polipéptido de hTRT
en una célula, por ejemplo, una célula mamifera, en la cual la h'TR se expresa naturalmente o en la cual la hTR (u otro
RNA capaz de formar un complejo con la proteina de hTRT) se introduce o se expresa por medios recombinantes. De
esta manera, en una realizacion, la hTRT se expresa en una célula humana negativa de telomerasa en la cual la hTR
estd presente (por ejemplo, células BJ o IMP90), permitiendo que las dos moléculas se junten en un RNP. En otra
realizacion, la hTRT se expresa en una célula humana o no humana en la cual la hTR se expresa de manera recombi-
nante. Los métodos para expresién de hTR en una célula se encuentran en la Patente de los Estados Unidos 5,583,016.
Ademéds, un clon conteniendo un cDNA codificando el componente de telomerasa de RNA se ha colocado en depd-
sito como pGRN33 (ATCC 75926). Las secuencias gendmicas que codifican el componente de RNA de telomerasa
humana también estan en depo6sito en el inserto de ~ 15 kb SaullIA1 a HindIII del clon lambda 28-1 (ATCC 75925).
Para expresion en células eucaridticas, la secuencia de hTRT normalmente estard vinculada de manera manejable a
una secuencia de iniciacion de transcripcion (sitio de fijacién de polimerasa de RNA) y secuencias de terminacién de
transcripcion (vea, por ejemplo, Publicaciéon PCT WO 96/01835; Feng y otros, 1995, Science 269:1236).

Polipéptidos de hTRT producidos de manera recombinante o substancialmente purificados pueden ser coexpresa-
dos y/o asociados con las llamadas “proteinas asociadas con la telomerasa”. Por lo tanto la h'TRT puede ser coexpresada
0 compuesta con otras proteinas (por ejemplo, proteinas asociadas con la telomerasa). Las proteinas asociadas con la
telomerasa son aquellas proteinas que se copurifican con telomerasa humana y/o que pueden desempefiar un papel en
la modulacién de la funcién o actividad de la telomerasa, por ejemplo participando en la asociacién de la telomerasa
con DNA telomérico. Los ejemplos de proteinas asociadas con la telomerasa incluyen (pero no estdn limitadas a)
las siguientes proteinas y/o sus homélogos humanos: nucleolina (vea, Srivastava y otros, 1989, FEBS Letts. 250:99);
EF2H (homélogo de alargamiento factor 2; vea Nomura y otros, 1994, DNA Res. (Jap6n) 1:27, Nimero de Admisién
de GENBANK D21163); TP1/TLP1 (Harrington y otros, 1997, Science 275:973; Nakayama, 1997, Cell 88:875); el
homoélogo humano de p95 de Tetrahymena o p95 mismo (Collins y otros, 1995, Cell 81:677); TPC2 (una proteina de
regulacion de longitud de telémeros; nimero de admisién de ATCC 97708; TPC3 (también una proteina de regulacién
de longitud de telémeros; nimero de admisién de ATCC 97707; proteina B de fijacion de DNA (dbpB; Horwitz y
otros, 1994, J. Biol. Chem. 269:14130; y Factores de Fijacion Repetitiva de Telémeros (TRF 1 y 2; Chang y otros,
1995, Science 270:1663; Chong y otros, 1997, Hum. Mol. Genet. 6:69); EST1, 3 y 4 (Lendvay y otros, 1996, Genetics
144:1399, Nugent y otros, 1996, Science 274:249, Lundblad y otros, 1989, Cell 57:633); y Factor de “casquillo de
extremo” (Cérdenas y otros, 1993, Genes Dev. 7:883).

Las proteinas asociadas con la telomerasa pueden identificarse en la base de la copurificacién con, o fijacién a,
la proteina de hTRT o el RNP de hTRT-hTR. Alternativamente, pueden identificarse en la base de la fijaciéon de
una proteina de fusién de hTRT, por ejemplo, una proteina de fusién de GST-hTRT o similar, como la determina
la purificacién de afinidad (vea, Ausubel y otros, Capitulo 20). Una técnica particularmente util para tener acceso
a las interacciones de proteina-proteina, la cual es aplicable para identificar las proteinas asociadas con la hTRT, es
el método de seleccion de dos hibridos de Chien y otros (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:9578 [1991]; vea también
Ausubel y otros, arriba, en el Capitulo 20). Esta seleccion identifica interacciones de proteina-proteina in vivo a través
de la reconstitucién de un activador de transcripcion, la proteina de transcripcién Gal4 de levadura (vea, Fields y
Song, 1989, Nature 340:245. El método se basa en las propiedades de la proteina Gal4 de levadura, la cual consta de
dominios separables responsables de la fijacion de DNA y activacién de transcripcion. Se construyen polinucleétidos,
generalmente vectores de expresion, codificando proteinas de dos hibridos. Un polinucleétido comprende el dominio
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de fijacién de DNA de Gal4 de levadura fundido a una secuencia de polipéptidos de una proteina que se probard para
una interaccién de hTRT (por ejemplo, nucleolina o EF2H). Alternativamente, el dominio de fijacién de DNA de Gal4
de levadura se funde a cDNAs de una célula humana, creando asi una biblioteca de proteinas humanas fundidas al
dominio de fijacién de DNA de Gal4 para seleccionar las proteinas asociadas con la telomerasa. El otro polinucleétido
comprende el dominio de activacion de Gal4 fundido a una secuencia de polipéptidos de hTRT. Las construcciones
son introducidas a una célula huésped de levadura. En la expresion, la fijacién intermolecular entre la hTRT y la
proteina de prueba puede reconstituir el dominio de fijacién de DNA de Gal4 con el dominio de activaciéon de Gal4.
Esto conduce a la activacién de transcripcion de un gene reportero (por ejemplo, lacZ, HIS3) vinculado de manera
manejable a un sitio de fijacién de Gal4. Seleccionando o analizando el reportero, pueden identificarse las colonias de
genes de células que contienen una proteina de interaccién de hTRT o proteina asociada con la telomerasa. los expertos
apreciardn que existen numerosas variaciones de la seleccion de 2 hibridos, por ejemplo, el sistema LexA (Bartel y
otros, 1993, en Cellular Interactions in Development: A Practical Approach (Interacciones Celulares en Desarrollo:
Un Procedimiento Practico) Ed. Hartley, D.A. (Oxford Univ. Press) pag. 153-79.

Otro método util para identificar proteinas asociadas con la telomerasa es un sistema de tres hibridos (vea, por
ejemplo, Zhang y otros, 1996, Anal. Biochem. 242:68; Licitra y otros, 1996, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93:12817).
El componente de RNA de telomerasa puede utilizarse en este sistema con la proteina de TRT o hTRT y una proteina
de prueba. Otro método 1itil para identificar proteinas de interaccidn, particularmente (es decir, proteinas que hetero-
dimerizan o forman heteromultimeros), es el sistema de seleccidn interactiva de E. coli/BCCP (vea, Germino y otros,
(1993) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 90:933; Guarente (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. (U.S.A.) 90:1639).

Complejos de proteinas de fijacién de telémeros (las cuales pueden o no ser proteinas asociadas con la telomerasa)
pueden ser producidos con hTRT (la cual puede o no estar compuesta con hTR, otros RNAs, o una o més proteinas
asociadas con telomerasa). Los ejemplos de proteinas de fijacion de telémeros incluyen TRF1 y TRF2 (arriba); rnpA1l,
rmpA2, RAP1 (Buchman y otros, 1988, Mol. Cell. Biol. 8:210, Buchman y otros, 1988, Mol. Cell. Biol. 8:5086),
SIR3 y SIR4 (Aparicio y otros, 1991, Cell 66:1279), TEL1 (Greenwell y otros, 1995, Cell 82:823; Morrow y otros,
1995, Cell 82:831); ATM (Savitsky y otros, 1995, Science 268:1749), factor de “casquillo de extremo” (Cardenas y
otros, 1993, Genes Dev. 7:883) y homd6logos humanos correspondientes. Los complejos antes mencionados pueden
producirse generalmente como se describe arriba para los complejos de proteinas de hTRT y hTR o asociadas con la
telomerasa, por ejemplo, por mezcla o coexpresion in vitro o in vivo.

V. Anticuerpos y otros agentes de fijacion

En un aspecto relacionado, la presente invencién proporciona anticuerpos que son especificamente inmunoreacti-
vos con hTRT, incluyendo anticuerpos policlonales y monoclonales, fragmentos de anticuerpos, anticuerpos de una
sola cadena, anticuerpos humanos y quiméricos, incluyendo anticuerpos o fragmentos de anticuerpos fundidos a pro-
tefnas de cubierta de fagos o superficie de células y otros conocidos en el arte y descritos en el presente. Los anticuerpos
de la invencién pueden especificamente reconocer y fijar polipéptidos que tienen una secuencia de aminodcidos que
es idéntica de manera substancial a la secuencia de aminodcidos establecida en la Figura 17 (NUMERO DE IDENTI-
FICACION DE SECUENCIA: 2), o un fragmento inmunogénico de la misma o epitopo en la proteina definida por el
mismo. Los anticuerpos de la invencién pueden presentar una afinidad de fijacién especifica a hTRT de por lo menos
alrededor de 107, 10%, 10%, 0 10! M™! y pueden ser policlonales, monoclonales, recombinantes o de otra manera produ-
cidos. La invencién también proporciona anticuerpos anti-hTRT que reconocen un epitopo de conformacion de hTRT
(por ejemplo, un epitopo en la superficie de la proteina de hTRT o un RNP de telomerasa). Si se desea, pueden iden-
tificarse posibles epitopos de conformacién mediante andlisis asistido por computadora de la secuencia de proteinas
de hTRT, comparacién con la conformacién de transcriptasas inversas relacionadas, como la subunidad p66 de HIV-
1 (vea, por ejemplo, Figura 3), o empiricamente. Los anticuerpos anti-hTRT que reconocen epitopos de conformacién
tienen utilidad, entre otras cosas, en la deteccion y purificacion de telomerasa humana y en el diagndstico y tratamiento
de enfermedades humanas.

Para la produccién de anticuerpos anti-hTRT, pueden inmunizarse huéspedes como cabras, borregos, vacas, coba-
yos, conejos, ratas, o ratones mediante la inyeccién de proteina de hTRT o una parte, fragmento u oligopéptido de
la misma que retiene propiedades inmunogénicas. En la seleccién de polipéptidos de hTRT para induccién de anti-
cuerpos, uno no necesita retener la actividad bioldgica; sin embargo, el fragmento de proteina, u oligopéptido debe
ser inmunogénico, y de preferencia antigénico. La inmunogenicidad puede determinarse inyectando un polipéptido
y adyuvante a un animal (por ejemplo, un conejo) y analizando la apariencia de anticuerpos dirigidos contra el po-
lipéptido inyectado (vea, por ejemplo, Harlow y Lane, Antibodies: A Laboratory Manual (Anticuerpos: Un Manual
de Laboratorio), Cold Spring Harbor Laboratory, New York (1988), el cual se incorpora en su totalidad y para todos
los propésitos, por ejemplo, en el Capitulo 5). Los péptidos usados para inducir anticuerpos especificos normalmente
tienen una secuencia de aminoacidos que consta de por lo menos cinco aminoécidos, de preferencia por lo menos
8 aminodcidos, de manera mds preferible por lo menos 10 aminodcidos. Generalmente imitardn o tendrdn identidad
substancial de secuencia a toda o una parte contigua de la secuencia de aminodcidos de la proteina de NUMERO DE
IDENTIFICACION DE SECUENCIA: 2. Las trayectos cortos de los aminoécidos de la proteina de hTRT pueden fun-
dirse con los aminoécidos de otra proteina, como hemocianina de lapa en U y un anticuerpo anti-h'TRT producido en
contra de la molécula quimérica. Dependiendo de la especie huésped, pueden usarse varios adyuvantes para aumentar
la respuesta inmunolégica.

36



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2205 132 T3

El antigeno es presentado al sistema inmune de una manera determinada por métodos adecuados para el animal.
Estos y otros pardmetros son generalmente bien conocidos por los especialistas en inmunologia. Normalmente, las
inyecciones se aplican en las plantas de los pies, por via intramuscular, intradérmica, de manera nodal en la perilinfa
o intraperitoneal. Las inmunoglobulinas producidas por el huésped pueden precipitarse, aislarse y purificarse por
métodos de rutina, incluyendo la purificacién de afinidad.

En el Ejemplo 8 se proporcionan ejemplos ilustrativos de péptidos de hTRT inmunogénicos. Ademads, el Ejemplo
8 describe la produccién y el uso de anticuerpo policlonales anti-hTRT.

A) Anticuerpos monoclonales

Los anticuerpos monoclonales para proteinas y péptidos de hTRT pueden prepararse en conformidad con los
métodos de la invencién usando cualquier técnica que proporcione la produccién de moléculas de anticuerpo por
lineas de células continuas en cultivo. Estas técnicas incluyen, pero no estdn limitadas a, la técnica de hibridoma
originalmente descrita por Koehler y Milstein (Nature 256:495 [1975]), la técnica de hibridoma de células B humanas
(Kosbor y otros, 1983, Immunol. Today 4:72; Cote y otros, 1983, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 80:2026) y la técnica de
hibridoma de EBV (Cole y otros, Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy (Anticuerpos Monoclonales y Terapia
de Céncer), Alan R. Liss Inc., New York, NY, pag. 77-96 [1985]).

En una realizacion, se seleccionan animales adecuados y se sigue el protocolo de inmunizacién correcto. La pro-
duccién de anticuerpos monoclonales no humanos, por ejemplo, murino, lagomorfo, equino, es bien conocida y puede
realizarse, por ejemplo, inmunizando un animal con una preparacion que contiene hTRT o fragmentos de la misma.
En un método, después del periodo de tiempo adecuado, el bazo de los animales es extirpado y las células individuales
del bazo son fundidas, normalmente, a células de mieloma inmortalizadas bajo condiciones de seleccion adecuadas.
Después, las células son separadas clonalmente y el producto sobrenadante de cada clon (por ejemplo, hibridoma)
es probado para la produccioén de un proteina adecuado especifico para la regién deseada del antigeno. Las técnicas
para producir anticuerpos son bien conocidas en el arte. Vea, por ejemplo, Goding y otros, Monoclonal Antibodies:
Principles and Practice (Anticuerpos Monoclonales: Principios y Practica) (Segunda edicién) Acad. Press, N.Y. y Har-
low y Lane, arriba, cada uno de los cuales se incorpora en su totalidad y para todos los propésitos. Otras técnicas
adecuadas implican la exposicidn in vitro de linfocitos a los polipéptidos antigénicos o alternativamente, a la seleccién
de bibliotecas de anticuerpos en vectores de fagos o similares (vea abajo).

B) Anticuerpos humanos

En otro aspecto de la invencién, se proporcionan anticuerpos humanos en contra de un polipéptido de hTRT.
También pueden hacerse anticuerpos monoclonales humanos en contra de un antigeno conocido usando animales
transgénicos que tienen elementos de un sistema inmune humano (vea, por ejemplo, Patentes de los Estados Unidos
Numeros 5,569,825 y 5,545,806, ambas se incorporan por referencia en su totalidad para todos los propésitos) o
usando células periféricas de sangre humana (Casali y otros, 1986, Science 234:476). Algunos anticuerpos humanos
son seleccionados por experimentos de fijaciéon competitivos, o de otra manera, por tener la misma especificidad de
epitopo que un anticuerpo de ratén particular.

En una realizacién alternativa, pueden producirse anticuerpos humanos a un polipéptido de hTRT seleccionando
una biblioteca de DNA de células B humanas de acuerdo con el protocolo general resumido por Huse y otros, 1989,
Science 246:1275, el cual se incorpora por referencia. Se seleccionan anticuerpos que se fijan al polipéptido de hTRT.
Las secuencias que codifican estos anticuerpos (o se fijan a fragmentos) son después clonados y amplificados. El
protocolo descrito por Huse a menudo se usa con tecnologia de visualizacion de fagos.

C) Anticuerpos humanizados o quiméricos

La invencion también proporciona anticuerpos de hTRT que se hacen quiméricos, humanos o humanizados, para
reducir su posible antigenicidad, sin reducir su afinidad a su objetivo. La preparacién de anticuerpos quiméricos,
humanos y humanizados se ha descrito en el arte (vea, por ejemplo, Patentes de los Estados Unidos Numeros 5,585,089
y 5,530,101; Queen y otros, 1989, Proc. Natl. Acad. Sci USA 86:10029; y Verhoeyan y otros, 1988, Science 239:1534;
cada uno de los cuales se incorpora por referencia en su totalidad y para todos los propdsitos). Las inmunoglobulinas
humanizadas tienen regiones de esquema variable substancialmente de una inmunoglobulina humana (llamada una
inmunoglobulina aceptante) y complementariedad determinando regiones substancialmente de una inmunoglobulina
no humana (por ejemplo, de ratén) (llamada la inmunoglobulina donante. La regién o regiones constantes, si estdn
presentes, son también substancialmente de una inmunoglobulina humana.

En algunas aplicaciones, como la administracién a pacientes humanos, los anticuerpos humanizados (asi como
humanos) anti-hTRT de la presente invencidn ofrecen varias ventajas sobre los anticuerpos de murino u otras especies:
(1) el sistema inmune humano no deberia reconocer el esquema o regién constante del anticuerpo humanizado como
extrafio y por lo tanto la respuesta del anticuerpo contra un anticuerpo inyectado tal no deberia ser menor que contra
un anticuerpo de ratén totalmente extrafio o un anticuerpo quimérico parcialmente extrafio; (2) debido a que la parte
efectora del anticuerpo humanizado es humana, puede interactuar mejor con otras partes del sistema inmune humano; y
(3) los anticuerpos humanizados inyectados tienen una vida media esencialmente equivalente a anticuerpos humanos
que ocurren de manera natural, permitiendo dosis mas pequeflas y menos frecuentes que los anticuerpos de otras
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especies. De acuerdo con lo implicito de lo anterior, los anticuerpos anti-hTRT tienen aplicaciones en el tratamiento
de enfermedades, es decir, para concentrarse en células positivas de telomerasa.

D) Visualizacion de fagos

La presente invencién también proporciona anticuerpos anti-hTRT (o composiciones de fijacién) producidos por
métodos de visualizacién de fagos (vea, por ejemplo, Dower y otros, WO 91/17271 y McCafferty y otros, WO
92/01047; y Vaughan y otros, 1996, Nature Biotechnology, 14:309; cada uno de los cuales se incorpora por refe-
rencia en su totalidad para todos los propdsitos). En estos métodos, se producen bibliotecas de fagos en las cuales
los miembros muestran anticuerpos diferentes en su superficie exterior. Los anticuerpos generalmente se muestran
como fragmentos Fv o Fab. Los anticuerpos que muestran fagos con una especificidad deseada son seleccionados por
enriquecimiento de afinidad a un polipéptido de hTRT.

En una variacién del método de visualizacién de fagos, pueden producirse anticuerpos humanizados que tienen la
especificidad de fijacién de un anticuerpo de murino seleccionado. En este método, 1a region variable de cadena pesada
o ligera del anticuerpo de murino seleccionado se usa como un material inicial. Si, por ejemplo, una regién variable
de cadena ligera se selecciona como el material inicial, se construye una biblioteca de fagos en la cual los miembros
muestran la misma regién variable de cadena ligera (es decir, el material inicial de murino) y una regién variable de
cadena pesada diferente. Las regiones variables de cadena pesada se obtienen de una biblioteca de regiones variables
humanas de cadena pesada reagrupadas. Se selecciona un fago mostrando fijacion firme especifica para el polipéptido
de hTRT (por ejemplo, por lo menos 10® y de preferencia por lo menos 10° M™"). La regién variable humana de
cadena pesada de este fago sirve entonces como un material inicial para construir otra biblioteca de fagos. En esta
biblioteca, cada fago muestra la misma region variable de cadena pesada (es decir, la regién identificada de la primera
biblioteca de visualizacion) y una region variable de cadena ligera diferente. Las regiones variables de cadena ligera
se obtienen de una biblioteca de regiones variables humanas de cadena ligera reagrupadas. Otra vez, se seleccionan
fagos que muestra fijacion firme especifica. Estos fagos muestran las regiones variables de anticuerpos anti-hTRT
completamente humanos. Estos anticuerpos generalmente tienen la misma especificidad de epitopo o similar que el
material inicial de murino.

E) Anticuerpos hibridos

La invencién también proporciona anticuerpos hibridos que comparten la especificidad de anticuerpos en contra de
un polipéptido de hTRT pero también son capaces de la fijacion especifica a una segunda mitad. En estos anticuerpos
hibridos, un par de cadena pesada y ligera generalmente es de un anticuerpo anti-hTRT y el otro par de un anticuerpo
elevado contra otro epitopo o proteina. Esto da como resultado la propiedad de valencia multifuncional, es decir, la
habilidad de fijar por lo menos dos epitopos diferentes simultdineamente, donde por lo menos un epitopo es el epitopo
al cual el anticuerpo anticomplejo se fija. Estos hibridos pueden formarse por fusién de hibridomas produciendo
los anticuerpos componentes respectivos, o por técnicas recombinantes. Estos hibridos pueden usarse para llevar un
compuesto (es decir, un medicamento) a una célula positiva de telomerasa (es decir, un agente citotdxico se entrega a
una célula de cancer).

Las inmunoglobulinas de la presente invencion también pueden fundirse a regiones funcionales de otros genes (por
ejemplo, enzimas) para producir proteinas de fusién (por ejemplo, inmunotoxinas) teniendo ttiles propiedades.

F) Anticuerpos antiidiotipo

También son ttiles los anticuerpos antiidiotipo los cuales pueden aislarse por los procedimientos anteriores. Los
anticuerpos antiidiotipo pueden prepararse, por ejemplo, por inmunizacién de un animal con el anticuerpo primario
(es decir, anticuerpos anti-hTRT o sus fragmentos que se fijan a hTRT). Para anticuerpos anti-hTRT, se seleccionan
anticuerpos antiidiotipo cuya fijacién al anticuerpo primario es inhibida por un polipéptido de hTRT o fragmentos
del mismo. Debido a que tanto el anticuerpo antiidiotipo, como el polipéptido de hTRT o sus fragmentos fijan la
inmunoglobulina primaria, la inmunoglobulina antiidiotipo puede representar la “imagen interna” de un epitopo y
de esta manera puede substituir el polipéptido de hTRT en ensayos o puede usarse para fijar (es decir, inactivar)
los anticuerpos anti-hTRT, por ejemplo, en un paciente. Los anticuerpos antiidiotipo también pueden interactuar con
proteinas asociadas con la telomerasa. La administracién de estos anticuerpos puede afectar la funcion de la telomerasa
valorando o compitiendo con la hTRT en la fijacién a las proteinas asociadas con la hTRT.

G) General

Los anticuerpos de la invencién pueden ser de algin isotipo, por ejemplo, IgM, IgD, IgG, IgA e IgE, con IgG,
IgA e IgM a menudo preferidos. Los anticuerpos humanizados pueden comprender secuencias de mas de una clase o
isotipo.

En otra realizacion de la invencidn, se proporcionan fragmentos de los anticuerpos intactos arriba descritos. Nor-
malmente, estos fragmentos pueden competir con el anticuerpo intacto del cual se derivaron para fijacién especifica al
polipéptido de hTRT vy fijarse con una afinidad de por lo menos 107, 108, 10° 6 10" M, 0 10'® M. Los fragmentos
de anticuerpos incluyen cadenas pesadas separadas, cadenas ligeras Fab, Fab’ F(ab’),, Fabc y Fv. Los fragmentos
pueden producirse por separacién enzimatica o quimica de inmunoglobulinas intactas. Por ejemplo, un fragmento de
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F(ab’), puede obtenerse de una molécula IgG por digestidn proteolitica con pepsina con pH 3.0-3.5 usando métodos
estdndar como los que se describen en Harlow y Lane, arriba. Los fragmentos de Fab pueden obtenerse de fragmentos
de F(ab’), por reduccién limitada, o de anticuerpo entero por digestién con papaina en la presencia de agentes reduc-
tores (vea generalmente, Paul, W., ed. Fundamental Immunology 2nd Edition (Inmunologia Fundamental, Segunda
Edicién), Raven Press, N.Y., 1989, Capitulo 7, incorporado por referencia en su totalidad para todos los propdsitos).
Los fragmentos también pueden producirse por técnicas de DNA recombinante. Los segmentos de 4cidos nucleicos
codificando fragmentos seleccionados son producidos por digestién de secuencias de codificacién de tamafio natu-
ral con enzimas de restriccion, o por sintesis de nuevo. Con frecuencia los fragmentos son expresados en forma de
proteinas de fusioén con cubierta de fagos.

Muchas de las inmunoglobulinas arriba descritas pueden sufrir substituciones, adiciones o supresiones de aminoa-
cidos no criticas en regiones tanto variables, como constantes, sin pérdida de especificidad de fijacién o funciones de
efector, o reduccion intolerable de la afinidad de fijacion (es decir, abajo de aproximadamente 107 M~'). Generalmente,
las inmunoglobulinas que incorporan dichas alteraciones presentan identidad de secuencia substancial a una inmuno-
globulina de referencia de la cual se derivaron. Puede seleccionarse una inmunoglobulina mutada teniendo la misma
especificidad y mayor afinidad comparada con una inmunoglobulina de referencia de la cual se derivé. La tecnologia
de visualizacion de fagos ofrece ttiles técnicas para seleccionar dichas inmunoglobulinas. Vea, por ejemplo, Dower y
otros, WO 91/17271 McCafferty y otros, WO 92/01047; y Huse, WO 92/06204.

Los anticuerpos de la presente invencién pueden usarse con o sin modificacién. Con frecuencia, los anticuerpos
seran etiquetados uniendo, de manera covalente o no covalente, una etiqueta detectable. Como las entidades de fijacion
etiquetadas, los anticuerpos de la invencion son particularmente utiles en aplicaciones de diagndstico.

Los anticuerpos anti-hTRT de la invencién pueden purificarse usando métodos bien conocidos. Los anticuerpos
enteros, sus dimeros, cadenas individuales ligeras y pesadas, u otras formas de inmunoglobulinas de la presente inven-
cién pueden purificarse usando los métodos y reactivos de la presente invencion en conformidad con procedimientos
estandar del arte, incluyendo precipitacidn de sulfato de amonio, columnas de afinidad, cromatografia de columnas,
electroféresis de gel y similares (vea generalmente Scopes, Protein Purification: Principles and Practice 3rd Edition
(Purificacion de Proteinas: Principios y Practica, Tercera Edicién) (Springer-Verlag, N.Y., 1994)). Se prefieren inmu-
noglobulinas substancialmente puras de por lo menos alrededor de 90% a 95%, o hasta 98 a 99% o mas homogeneidad.

VLI. Purificacion de telomerasa humana

La presente invencién permite telomerasa humana aislada de pureza sin precedentes. En particular, la presente in-
vencion permite: h'TRT purificada de origen recombinante o no recombinante; complejos de hTRT-hTR purificada (es
decir, RNPs) de origen recombinante, no recombinante, 0 mixto, opcionalmente comprendiendo una o mds proteinas
asociadas con la telomerasa; telomerasa humana purificada que ocurre de manera natural; y similares. Ademads, la
invencién proporciona métodos y reactivos para purificar de una manera parcial, substancial o aumentada las molécu-
las y complejos anteriores, incluyendo variantes, proteinas de fusion, proteinas que ocurren naturalmente y similares
(llamados en conjunto como “hTRT y/o complejos de hTRT”).

Antes de la presente revelacion, se han hecho intentos por purificar el complejo de enzimas de telomerasa para la
homogeneidad que se habia cumplido con éxito limitado. Los métodos proporcionados en las aplicaciones antes in-
cluidas proporcionan purificacidn de la telomerasa por aproximadamente hasta 60,000 pliegues 0 mds en comparacién
con extractos celulares crudos. La presente invencion proporciona hTRT y complejos de hTRT de pureza ain mayor,
en parte, en virtud de los nuevos reactivos de inmunoafinidad (por ejemplo, anticuerpos anti-hTRT) de la presente
invencién y/o los reactivos, células y métodos proporcionados en el presente para expresion recombinante de hTRT.
La expresion recombinante de hTRT y complejos de hTRT facilita la purificacién debido a que pueden producirse las
moléculas deseadas en niveles mucho mds altos que los encontrados en la mayoria expresando células que ocurren de
manera natural y/o debido a que puede modificarse la molécula de hTRT recombinante (por ejemplo, por fusién con
un rétulo de epitopo) de tal manera que puede purificarse facilmente.

Se reconocera que la telomerasa que ocurre naturalmente puede purificarse de una célula positiva de telomerasa y
la hTRT recombinante y complejos de hTRT pueden expresarse y purificarse, entre otras cosas, usando alguno de los
sistemas de expresion in vitro, in vivo, ex vivo, o plantas o de animales revelados arriba, u otros sistemas conocidos en
el arte.

La hTRT, telomerasa y otras composiciones de la invencién pueden ser purificadas usando un paso de inmunoafi-
nidad, solo o en combinacidn con otros pasos de purificacién. Normalmente, un anticuerpo anti-hTRT inmovilizado o
inmovilizable, proporcionado por la presente invencion, estd en contacto con una muestra, como un lisato de células,
que contiene la hTRT deseada o el complejo que contiene hTRT bajo condiciones en las cuales un anticuerpo anti-
hTRT se fija al antigeno de hTRT. Después de la eliminacién de los componentes no fijados de la muestra por métodos
bien conocidos en el arte, la composicion de hTRT puede eluirse, si se desea, del anticuerpo, en forma substancial-
mente pura. Los métodos de cromatografia de inmunoafinidad bien conocidos en el arte pueden utilizarse (vea, por
ejemplo, Harlow y Lane, arriba; y Ausubel, arriba; Hermansan y otros, 1992, Immobilized Affinity Ligand Techniques
(Academic Press, San Diego)). La inmunoprecipitacién de complejos de hTRT de inmunoglobulina anti-hTRT puede
realizarse usando Proteina A inmovilizada. Los expertos conocen muy bien las numerosas variaciones y los protocolos
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de purificacién de inmunoafinidad alternativos adecuados para uso en conformidad con los métodos y reactivos de la
invencion.

Las proteinas de h'TRT recombinante pueden, como una consecuencia de su alto nivel de expresion, purificarse
usando métodos de purificacién de proteina de rutina, como precipitacion de sulfato de amonio, columnas de afinidad
(por ejemplo, inmunoafinidad), exclusion de tamafio, cromatografia de intercambio de aniones y cationes, electrofére-
sis de gel y similares (vea, generalmente, R. Scopes, Protein Purification (Purificacién de Proteinas), Springer-Verlag,
N.Y. (1982) y Deutscher, Methods in Enzymology Vol. 182: Guide to Protein Purification (Métodos en Enzimologia
Vol. 182: Guia para la Purificacion de Proteinas), Academic Press, Inc. N.Y. (1990)) en lugar, o ademds de métodos
de inmunoafinidad. Los métodos de intercambio de cationes pueden ser particularmente utiles debido al pl basico de
la proteina de hTRT. Por ejemplo, el fosfato inmovilizado puede usarse como un grupo funcional de intercambio de
cationes (por ejemplo, P-11 Fosfocelulosa, catdlogo Whatman #4071 o Fosfato de Celulosa, catdlogo Sigma #C 3145).
El fosfato inmovilizado tiene dos caracteristicas ventajosas de la purificaciéon de h'TRT - es una resina de intercambio
de cationes y muestra parecido fisico a la columna vertebral de fosfato del dcido nucleico. Esto puede permitir la cro-
matografia de afinidad ya que la hTRT fija la hTR y DNA telomérico. Otros métodos de cromatografia de afinidad de
dcido nucleico no especifico o especifico también son utiles para la purificacién (por ejemplo, Alberts y otros, 1971,
Methods Enzymol. 21:198; RNAt-Jovin y otros, 1975, Eur. J. Biochem. 54:411; catdlogo de Pharmacia #27-5575-02).
El aprovechamiento adicional de esta funcién de fijacién de la hTRT podria incluir el uso de cromatografia de afinidad
de 4cido nucleico especifico (por ejemplo, iniciador de telomerasa o hTR) para purificacién (Chodosh y otros, 1986,
Mol. Cell. Biol. 6:4723; Wu y otros, 1987, Science 238:1247; Kadonaga, 1991, Methods Enzymol. 208:10); el Tinte
Azul Cibricon inmovilizado, el cual muestra parecido fisico a los nucleétidos, es otra resina ttil para la purificacién
de hTRT (catdlogo de Pharmacia #17-0948-01 o catdlogo de Sigma #C 1285), debido a la fijacién de hTRT de los
nucledtidos (por ejemplo, como substratos para sintesis de DNA).

Las proteinas de hTRT pueden ser aisladas directamente de un sistema de expresion in vitro o in vivo en el cual
otros componentes de telomerasa no son coexpresados. Se reconocerd que la proteina de h'TRT aislada también puede
obtenerse facilmente de la telomerasa humana o complejos de hTRT purificados, por ejemplo, rompiendo el RNP de
telomerasa (por ejemplo, por la exposicién a un desnaturalizante leve u otro y separando los componentes de RNP
(por ejemplo, por medios de rutina como cromatografia o cromatografia de inmunoafinidad).

La purificacion de la telomerasa puede ser supervisada usando un ensayo de actividad de telomerasa (por ejemplo,
el ensayo de TRAP, ensayo convencional, o ensayo de fijacién de iniciador), midiendo el enriquecimiento de h'TRT
(por ejemplo, por ELISA), midiendo el enriquecimiento de hTR, u otros métodos conocidos en el arte.

La telomerasa humana, las proteinas de hTRT y los complejos de hTRT purificados permitidos por la presente
invencién pueden ser altamente purificados (es decir, por lo menos alrededor del 90% de homogeneidad, méds a me-
nudo por lo menos alrededor de 95% de homogeneidad). La homogeneidad puede determinarse por medios estdndar
como electroféresis de gel de SDS-poliacrilamida y otros medios conocidos en el arte (vea, por ejemplo, Ausubel y
otros, arriba). Se entenderd que, aunque algunas veces se deseen telomerasa humana, proteina de hTRT, o complejos
de hTRT altamente purificados, la telomerasa humana, la proteina de hTRT, o los complejos de hTRT substancial-
mente purificados (por ejemplo, al menos alrededor de 75% de homogeneidad) o purificados de manera parcial (por
ejemplo, al menos alrededor de 20% de homogeneidad) son ttiles en muchas aplicaciones. Por ejemplo, la telomerasa
parcialmente purificada es ttil para seleccionar compuestos de prueba para la actividad de modulacién de telomerasa
y otros usos (vea, abajo y arriba; vea la Patente de los Estados Unidos Numero 5,645,986).

VIL. Tratamiento de enfermedad relacionada con la telomerasa
A) Introduccion

Los polinucleétidos, polipéptidos y anticuerpos de hTRT son titiles para el tratamiento de enfermedades humanas
y condiciones de enfermedades. Los productos génicos de hTRT recombinante y sintética (proteina y mRNA) de la
invencién pueden usarse para crear o elevar la actividad de telomerasa en una célula, asi como inhibir la actividad de
telomerasa en células en las cuales no se desea. Por lo tanto, la inhibicion, activacidén o de otra manera la alteracion
de una actividad de telomerasa (por ejemplo, actividad catalitica de telomerasa, fidelidad, procesabilidad, fijacion de
telémeros, etc.) en una célula pueden usarse para cambiar la capacidad de proliferacién de la célula. Por ejemplo,
la reduccién de la actividad de telomerasa en una célula inmortal, como una célula de tumor maligno, puede volver
mortal la célula. A la inversa, el aumento de la actividad de telomerasa en una célula mortal (por ejemplo, la mayoria
de células somdticas humanas) puede aumentar la capacidad de proliferacion de la célula. Por ejemplo, la expresion
de la proteina de hTRT en fibroblastos dérmicos, aumentando con ello la longitud de telémeros, dard como resultado
mayor capacidad de proliferacion de los fibroblastos; dicha expresién puede retrasar o invertir el retraso dependiente
de la edad del cierre de la herida (vea, por ejemplo, West, 1994, Arch. Derm. 130:87).

La presente memoria de patente describe reactivos y métodos utiles para probar enfermedades y condiciones carac-
terizadas por la presencia, ausencia, o cantidad de actividad de telomerasa humana en una célula y que son susceptibles
al tratamiento que usa las composiciones y métodos revelados en el presente. Estas enfermedades incluyen, como se
describe abajo de una manera mas completa, canceres, otras enfermedades de proliferacion celular (particularmente
enfermedades de envejecimiento), trastornos inmunoldgicos, infertilidad (fertilidad) y otras.
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B) Tratamiento de cdncer

Existen varias composiciones para reducir la actividad de telomerasa en células de tumor y para tratar cancer. Las
composiciones incluyen oligonucleétidos antisentido, péptidos, vectores de terapia génica codificando oligonucled-
tidos antisentido o proteinas que alteran la actividad y anticuerpos anti-hTRT. Las células de cancer (por ejemplo,
células de tumor maligno) que expresan actividad de telomerasa (células positivas de telomerasa) pueden mortalizarse
disminuyendo o inhibiendo la actividad de telomerasa endégena. Ademads, debido a que los niveles de telomerasa se
correlacionan con enfermedades caracteristicas como potencial metastatico (por ejemplo, Patente de los Estados Uni-
dos Numero 5,639,613; 5,648,215; 5,489,508; Pandita y otros, 1996, Proc. Am. Ass. Cancer Res. 37:559), cualquier
reduccion en la actividad de telomerasa podria reducir la naturaleza agresiva de un cancer a un estado de enfermedad
mds manejable (aumentando la eficacia de intervenciones tradicionales).

Las composiciones y métodos pueden ser ltiles para el tratamiento de cdnceres de una amplia variedad de tipos,
incluyendo tumores sélidos y leucemias. Los tipos de cancer que pueden tratarse incluyen (pero no estan limitados
a): adenocarcinoma del pecho, prostata y colon; todas las formas de carcinoma broncogénico del pulmén; mieloide;
melanoma; hepatoma; neuroblastoma; papiloma; apudoma; coristoma; branquioma; sindrome carcinoide maligno; in-
suficiencia cardiaca carcinoide; carcinoma (por ejemplo, Walker, célula bésica, Brown-Pearce, del conducto, tumor
Ehrlich, in situ, Krebs 2, célula Merkel, mucinoso, pulmén de células no pequeiias, célula en grano de avena, papilar,
escirroso, bronquiolar, broncogénico, célula escamosa y célula de transicion), trastornos histiociticos; leucemia (por
ejemplo, célula B, célula mixta, célula nula, célula T, crénica de célula T, asociada con HTLV-II, linfocitica aguda, lin-
focitica crénica, célula cebada y mieloide); histiocitosis maligna; sindrome de Hodgkin; pequefio inmunoproliferativo;
linfoma no de Hodgkin; plasmacitoma; reticuloendoteliosis; melanoma; condroblastoma; condroma; condrosarcoma;
fibroma; fibrosarcoma; tumores celulares gigantes; histiocitoma; lipoma; liposarcoma; mesotelioma; mixoma; mixo-
sarcoma; osteoma; osteosarcoma; sarcoma de Ewing; sinovioma; adenofibroma; adenolinfoma; carcinosarcoma; cor-
doma; craneofaringioma; disgerminoma; hamartoma; mesenquimoma; mesonefroma; miosarcoma; ameloblastoma;
cementoma; odontoma; teratoma; timoma; tumor trofobldstico; adenocarcinoma; adenoma; colangioma; colesteatoma;
cilindroma; cistadenocarcinoma; cistadenoma; tumor celular granuloso; ginandroblastoma; hepatoma; hidradenoma;
tumor celular de islote; tumor de célula de Leydig; papiloma; tumor de célula de Sertoli; leiomioma; leiomiosarco-
ma; mioblastoma; mioma; miosarcoma; rabdomioma; rabdomiosarcoma; ependimoma; ganglioneuroma; glioma: me-
duloblastoma; meningioma; neurilemoma; neuroblastoma; neuroepitelioma; neurofibroma; neuroma; paraganglioma;
paraganglioma no cromafin; angioqueratoma; hiperplasia angiolinfoide con eosinofilia; angioma esclerosante; angio-
matosis; glomangioma; hemangioendotelioma; hemangioma; hemangiopericitoma; hemangiosarcoma; linfangioma;
linfangiomioma; linfangiosarcoma; pinealoma; carcinosarcoma; condrosarcoma; filodios de cistosarcoma; fibrosarco-
ma; hemangiosarcoma; leiomiosarcoma; leucosarcoma; liposarcoma; linfangiosarcoma; miosarcoma; mixosarcoma;
carcinoma ovdrico; rabdomiosarcoma; sarcoma (por ejemplo, experimental de Ewing, de Kaposi y célula cebada);
neoplasmas (por ejemplo, hueso, pecho, sistema digestivo, colorectal, higado, pancredtico, pituitaria, testicular, or-
bital, cabeza y cuello, sistema central nervioso, acustico, pélvico, via respiratoria y urogenital); neurofibromatosis y
displasia cervical). Se puede concebir unas composiciones y métodos tutiles para el tratamiento de otras condiciones
en las cuales las células se han vuelto inmortalizadas o hiperproliferativas, por ejemplo, por “desregulacién” (por
ejemplo, expresién anormalmente alta) de hTRT, enzima de telomerasa, o actividad de telomerasa.

Las composiciones y métodos para la prevencién de canceres, incluyen vacunas de hTRT, vectores de terapia
génica que previenen la activacion de la telomerasa y vectores de terapia génica que dan como resultado la muerte
especifica de células positivas de telomerasa. Los métodos de terapia de reemplazo de genes abajo descritos pueden
usarse para “tratar” una predileccion genética para cinceres.

C) Tratamiento de otras condiciones

Las composiciones y métodos pueden ser ttiles para el tratamiento de enfermedades y condiciones de enferme-
dades (ademds de canceres) caracterizadas por expresion deficiente o excesiva de telomerasa o productos génicos de
hTRT. Los ejemplos incluyen: enfermedades de proliferacion celular, enfermedades resultantes de la senectud de cé-
lulas (particularmente de enfermedades de envejecimiento), trastornos inmunoldgicos, infertilidad, enfermedades de
disfuncién inmune y otros.

Ciertas enfermedades de envejecimiento son caracterizadas por los cambios asociados con la senectud de células
debido a la longitud reducida de telémeros (en comparacion con las células mds jovenes), resultante de la ausencia (o
niveles mucho mds bajos) de la actividad de telomerasa en la célula. La longitud disminuida de telémeros y la capaci-
dad reducida de replicacién contribuyen a enfermedades como las descritas més adelante. La actividad de telomerasa
y la longitud de telémeros pueden aumentarse, por ejemplo, aumentando los niveles de productos génicos de hTRT
(proteina y mRNA) en la célula. Una lista parcial de condiciones asociadas con la senectud celular en la cual la expre-
sion de hTRT puede ser terapéutica incluye sindrome de Alzheimer, sindrome de Parkinson, sindrome de Huntington
y apoplejia; enfermedades relacionadas con la edad del integumento como atrofia dérmica, elastdlisis y arrugamiento
de la piel, hiperplasia de la glandula sebacea, lentigo senil, cabello canoso y pérdida del cabello, dlceras crénicas de
la piel y deterioro de sanacién de heridas relacionado con la edad; enfermedad degenerativa de las articulaciones;
osteoporosis; deterioro del sistema inmune relacionado con la edad (por ejemplo, implicando células como linfocitos
B y T, monocitos, neutréfilos, eosindfilas, baséfilos, células NK y sus respectivos progenitores); enfermedades rela-
cionadas con la edad del sistema vascular incluyendo ateroesclerosis, calcificacion, trombosis y aneurismas; diabetes,
atrofia muscular, enfermedades respiratorias, enfermedades del higado y sistema GI, enfermedades metabdlicas, en-
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fermedades endocrinas (por ejemplo, trastornos de la gldndula pituitaria y suprarrenal), enfermedades de reproduccién
y degeneracién macular relacionada con la edad. Estas enfermedades y condiciones pueden tratarse aumentando los
niveles de productos génicos de hTRT en la célula para aumentar la longitud de telémeros, restaurando o impartiendo
asf mayor capacidad de replicacion a la célula. Estos métodos pueden realizarse en células cultivadas ex vivo o células
in vivo. Las células pueden ser primeramente tratadas para activar la telomerasa y alargar los telémeros y después
tratadas para inactivar el gene de hTRT y la actividad de telomerasa. La actividad de telomerasa puede ser generada
por un vector de la invencién en un germen embridnico o célula impulsora antes o durante la diferenciacion.

Los métodos y composiciones pueden ser utiles para tratar la infertilidad. Las células germinales humanas (por
ejemplo, células de espermogonias, sus progenitores o descendientes) son capaces de proliferacién indefinida y se
caracterizan por alta actividad de telomerasa. Los niveles anormales o disminuidos de productos génicos de hTRT
pueden dar como resultado, por ejemplo, la produccién inadecuada o anormal de espermatozoides, ocasionando infer-
tilidad o trastornos de reproduccién. En consecuencia, la infertilidad “basada en telomerasa” puede tratarse usando los
métodos y composiciones descritos en el presente para aumentar los niveles de telomerasa. Del mismo modo, debido a
que la inhibicién de la telomerasa puede afectar negativamente la espermatogénesis, oogénesis y viabilidad de esperma
y 6vulo, composiciones inhibidoras de telomerasa pueden tener efectos de contracepcién cuando se usan para reducir
los niveles de productos génicos de h'TRT en las células germinales.

Los métodos y composiciones pueden ser ttiles para disminuir el potencial de proliferacion de las células positivas
de telomerasa como los linfocitos activados y células impulsoras hematopoyéticas reduciendo la actividad de telome-
rasa. Por lo tanto, la inmunosupresion puede ser afectada. Los métodos y reactivos de la invencién son ttiles para
aumentar la actividad de telomerasa y potencial de proliferacion en las células, como células impulsoras, que expresan
un nivel bajo de telomerasa o nada de telomerasa antes de la intervencion terapéutica.

D) Modos de intervencion

Como es evidente de la discusion anterior, la modulacion del nivel de telomerasa o la actividad de telomerasa
de una célula puede tener un efecto profundo en el potencial de proliferacion de la célula y por lo tanto tiene gran
utilidad en el tratamiento de enfermedades. Como también es evidente, esta modulacién puede ser una disminucién en
la actividad de telomerasa o un aumento en la actividad. Las moléculas de modulacién de telomerasa proporcionadas
por medio de la operacion de la invencidn pueden actuar a través de una cantidad de mecanismos; algunas de estas
moléculas se describen aqui y mds adelante para ayudar al médico a seleccionar los agentes terapéuticos. Sin embargo,
los solicitantes no pretenden estar limitados a un mecanismo de accién en particular para los nuevos compuestos
terapéuticos, composiciones y métodos descritos en el presente.

La actividad de telomerasa puede disminuirse a través de uno de varios mecanismos o combinaciones de mecanis-
mos. Un mecanismo es la reduccién de la expresion de gene de hTRT para reducir la actividad de telomerasa. Esta
reduccion puede estar en el nivel de transcripcion del gene de hTRT en mRNA, procesando (por ejemplo, empalman-
do) transporte nuclear o estabilidad de mRINA, traduccién de mRNA para producir proteina de hTRT, o estabilidad
y funcién de la proteina de hTRT. Otro mecanismo es la interferencia con una o méas actividades de telomerasa (por
ejemplo, la actividad catalitica de transcriptasa inversa, o la actividad de fijacién de hTR) usando dcidos nucleicos
inhibidores, polipéptidos, u otros agentes (por ejemplo, mimetismo, moléculas pequefias, medicamentos y pro-me-
dicamentos) que pueden identificarse usando los métodos, o son proporcionadas por composiciones, reveladas en el
presente. Otros mecanismos incluyen el secuestro de hTR y/o proteinas asociadas con la telomerasa y la interferencia
con la unién de RNP de telomerasa de sus subunidades componentes. En un mecanismo relacionado, una secuencia
de promotor de hTRT se vincula de manera manejable a un gene que codifica una toxina y se introduce a una célula;
si o cuando los activadores de transcripcién de hTRT son expresados o activados en la célula; la toxina se expresard,
dando como resultado la destruccién de células especificas.

Un método relacionado para reducir la capacidad de proliferacion de una célula implica la introduccién de una
variante de hTRT con baja fidelidad (es decir, una con porcentaje de error alto, por ejemplo, mayor que 1%) de tal
manera que las repetlclones teloméricas aberrantes son sintetizadas. Estas repeticiones aberrantes afectan la fijacion
de proteinas y ocasionan reagrupaciones y aberraciones cromosdmicas y conducen a la muerte de las células.

Del mismo modo, la actividad de telomerasa puede aumentarse a través de uno de varios mecanismos, 0 una com-
binacién de mecanismos. Estos mecanismos incluyen el aumento de la cantidad de h'TRT en una célula. Generalmente
esto se realiza introduciendo un polinucleétido que codifica un polipéptido de hTRT a la célula (por ejemplo, un po-
lipéptido producido de manera recombinante que comprende una secuencia de DNA de hTRT vinculada de manera
manejable a un promotor, o un mRNA estable de hTRT). Alternativamente, un polipéptido cataliticamente activo de
hTRT puede introducirse a una célula o tejido, por ejemplo, por microinyeccién u otros medios conocidos en el arte.
En otros mecanismos, puede aumentarse la expresion del gene de hTRT endégena o la estabilidad de los productos
génicos de hTRT en la célula. La actividad de telomerasa en una célula también puede ser aumentada interfiriendo
en la interaccién de los inhibidores de telomerasa enddgena y el RNP de telomerasa, o represores de transcripcién de
hTRT enddgena y el gene de h'TRT; aumentando la expresion o actividad de los activadores de transcripcion de hTRT;
y otros medios aparentes para los expertos en la revisién de esta revelacion.
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E) Agentes de intervencion
1) Proteinas y péptidos de TRT

La invencién permite polipéptidos de modulacion de telomerasa (es decir, proteinas, polipéptidos y péptidos) que
aumentan o reducen la actividad de la telomerasa los cuales pueden introducirse a una célula de objetivo directamente
(por ejemplo, por inyeccidn, fusion mediada por liposomas, aplicacién de un hidrogel a la superficie del tumor [por
ejemplo, melanoma], fusién o unién a la proteina VP22 estructural del virus del herpes y otros medios descritos en
el presente y conocidos en el arte). Las proteinas y péptidos de modulacién de telomerasa pueden expresarse en una
célula introduciendo un dcido nucleico (por ejemplo, vector de expresién de DNA o mRNA) codificando la proteina o
péptido deseado en la célula. La expresion puede ser constitutiva o capaz de ser inducida dependiendo del vector y la
eleccién del promotor (vea mas adelante la discusién). Las preparaciones de RNA mensajero codificando la hTRT son
especialmente ttiles cuando s6lo se desea la expresion temporal (por ejemplo, activacién temporal de la telomerasa).
Los métodos para la introduccién y expresion de dcidos nucleicos en una célula son bien conocidos en el arte (también,
vea en otra parte en esta especificacion, por ejemplo, capitulos sobre oligonucleétidos, métodos de terapia génica).

Polipéptidos de modulacién de la telomerasa que aumentan la actividad de telomerasa en una célula incluyen los
polipéptidos que son polipéptidos cataliticamente activos de hTRT capaces de dirigir la sintesis (en conjunto con un
molde de RNA como hTR) de DNA telomérico humano. Esta actividad puede medirse, como se discute arriba, por
ejemplo, usando un ensayo de actividad de telomerasa como un ensayo de TRAP. En una realizacion, el polipéptido
es una proteina de hTRT de tamafio natural, teniendo una secuencia de, o substancialmente idéntica a, la secuencia de
1132 residuos de NUMERO DE IDENTIFICACION DE SECUENCIA 2. En otra realizacion, el polipéptido es una
variante de la proteina de hTRT de NUMERO DE IDENTIFICACION DE SECUENCIA: 2, como un polipéptido de
fusién, polipéptido derivado, polipéptido truncado, polipéptido substituido de manera conservadora, polipéptido mo-
dificado en actividad, o similares. Una proteina de fusién o derivada puede incluir una mitad de objetivo que aumenta
la habilidad del polipéptido para cruzar una membrana celular u ocasiona que el polipéptido sea entregado a un tipo
especificado de célula (por ejemplo, células de higado o células de tumor) preferentemente o compartimento celular
(por ejemplo, compartimento nuclear) preferentemente. Los ejemplos de mitades incluyen colas de lipidos, secuencias
de aminodcidos como péptido de antenapedia o una sefial de localizacién nuclear (NLS; por ejemplo, nucleoplasma de
Xenopus, Robbins y otros, 1991, Cell 64:615). La proteina de hTRT que ocurre naturalmente (por ejemplo, teniendo
una secuencia de, o substan01almente idéntica a, NUMERO DE IDENTIFICACION DE SECUENCIA: 2) actiia en el
nticleo de la célula. De esta manera, es probable que una o mas subsecuencias de NUMERO DE IDENTIFICACION
DE SECUENCIA: 2, como residuos 193-196 (PRRR) y residuos 235-240 (PKRRRR) actien como una sefial de loca-
lizacién nuclear. Es probable que las regiones pequefias se basen en la observacion de que muchos NLSs comprenden
un patrén de 4 residuos compuesto de aminoacidos basicos (K o R), o compuesto de tres aminodcidos bésicos (K o R)
y H o P; un patrén comenzando con P y seguida dentro de 3 residuos por un segmento basico conteniendo 3 residuos
K o R de 4 residuos (vea, por ejemplo, Nakai y otros, 1992, Genomics 14:897). Se espera que la supresion de una
o ambas secuencias y/o secuencias de localizacién adicionales interfiera en el transporte de la hTRT al nicleo y/o
aumente la produccién de h'TRT y sea ttil para evitar el acceso de la telomerasa a sus substratos nucleares y disminuir
el potencial de proliferacion. Ademas, un polipéptido de hTRT de variante que carece de NLS puede unirse a un RNP
que no serd capaz de mantener la longitud de telémeros, debido a que la enzima resultante no puede entrar al niicleo.

Los polipéptidos de hTRT caracteristicos de la invencién normalmente estardn asociados en la célula de objetivo
con un RNA de telomerasa, como hTR, en especial cuando se usan para aumentar la actividad de la telomerasa en una
célula. Un polipéptido de hTRT introducido puede asociarse con una hTR endégena para formar un RNP catalitica-
mente activo (por ejemplo, un RNP comprendiendo la hTR y un pohpeptldo de tamafio natural teniendo una secuencia
de NUMERO DE IDENTIFICACION DE SECUENCIA: 2). El RNP asi formado también puede asociarse con otras
proteinas, por ejemplo proteinas asociadas con la telomerasa. Alternativamente el RNP de telomerasa (conteniendo
proteina de h'TRT, hTR y opcionalmente otros componentes) puede ser introducido como un complejo a la célula de
objetivo.

Un vector de expresion de hTRT se introduce a una célula (o progenie de una célula) a la cual un vector de expresion
de RNA de telomerasa (por ejemplo, hTR) se introduce de manera simultdnea o subsecuente, o se ha introducido
previamente. La proteina de h'TRT y el RNA de telomerasa son coexpresados en la célula y se unen para formar un
RNP de telomerasa. Un RNA de telomerasa preferido es la hTR. Un vector de expresion ttil para la expresién de
hTR en una célula se describe arriba (vea Patente de los Estados Unidos Numero 5,583,016). Alternativamente, el
polipéptido de hTRT y RNA de hTR (o equivalente) se asocian in vitro para formar un complejo, el cual después se
introduce a las células de objetivo, por ejemplo, por transferencia mediada por liposomas.

Unos polipéptidos de hTRT pueden ser ttiles para reducir la actividad de la telomerasa en una célula. Como arriba,
estos polipéptidos “inhibidores” pueden introducirse directamente, o por expresién de dcidos nucleicos recombinantes
en la célula. Se reconocerd que los péptidos miméticos o polipéptidos que comprenden aminodcidos no estdndar (es
decir, distintos a los 20 aminodcidos codificados por el cédigo genético o sus derivados normales) normalmente se
introducirdn de manera directa.

La inhibicién de la actividad de telomerasa puede resultar del secuestro de un componente requerido para alarga-
miento preciso de telémeros. Los ejemplos de dichos componentes son hTRT y hTR. Por lo tanto, la administracién
de un polipéptido que fija hTR, pero que no tiene actividad catalitica de telomerasa, puede reducir la actividad de
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telomerasa endégena en la célula. En una realizacién relacionada, el polipéptido de hTRT puede fijar un componente
celular distinto a la hTR, como una o més proteinas asociadas con la telomerasa, interfiriendo con ello en la actividad
de telomerasa en la célula.

Por lo tanto, unos polipéptidos de hTRT interfieren (por ejemplo, por competencia) en la interaccion de proteina
de hTRT expresada de manera enddgena y otro componente celular requerido para la funcién de la telomerasa, como
hTR, DNA telomérico, proteinas asociadas con telomerasa, proteinas asociadas con telémeros, telémeros, proteinas de
control del ciclo celular, enzimas de reparacién de DNA, proteinas cromosémicas histénicas y no histénicas, u otros.

En la seleccion de moléculas (por ejemplo, polipéptidos) que afectan la interaccién de la proteina de hTRT expre-
sada de manera endégena y otros componentes celulares, uno puede preferir moléculas que incluyan uno o més de
los motivos conservados de la proteina de hTRT, como se describe en el presente. La conservacidn evolutiva de estas
regiones indica la funcién importante en el correcto funcionamiento de la telomerasa humana contribuida por estos
motivos y por lo tanto los motivos generalmente son sitios utiles para cambiar la funcién de las proteinas de hTRT
para crear proteinas de h'TRT de variante. De esta manera, los polipéptidos de hTRT de variante que tienen mutaciones
en motivos conservados serdn particularmente utiles para algunas aplicaciones.

La expresion del gene de hTRT enddégena es reprimida por la introduccién a la célula de una gran cantidad de
polipéptido de hTRT (por ejemplo, normalmente por lo menos alrededor de 2 pliegues mds que el nivel endégeno,
mds a menudo por lo menos alrededor de 10 a 100 pliegues) el cual actiia a través de un ciclo de retroalimentacién
para inhibir la transcripcion del gene de hTRT, el procesamiento del mRNA de hTRT, la traducciéon del mRNA de
hTRT, o unién o transporte de la RNP de telomerasa.

2) Oligonucledtidos
a) Construcciones antisentido

Los reactivos de oligonucledtidos o polinucledtidos antisentido pueden usarse para reducir la expresion de pro-
ductos génicos de hTRT in vitro o in vivo. La administracién de los reactivos antisentido a una célula de objetivo da
como resultado actividad de telomerasa reducida y es particularmente Titil para el tratamiento de enfermedades carac-
terizadas por la alta actividad de la telomerasa (por ejemplo, canceres). Sin pretender estar limitados a un mecanismo
en particular, se cree que los oligonucleétidos antisentido se fijan al mRNA de hTRT con sentido e interfieren en la
traduccion del mismo. Alternativamente, la molécula antisentido puede volver el mRNA de hTRT susceptible a la
digestion de la nucleasa, interferir en la transcripcion, interferir en el procesamiento, localizacién o de otra manera en
los precursores de RNA (“pre-mRNA”), reprimir la transcripcion de mRNA del gene de hTRT, o actuar a través de
algin otro mecanismo. Sin embargo, este mecanismo particular por el cual la molécula antisentido reduce la expresion
de hTRT no es critico.

Los polinucleétidos antisentido comprenden una secuencia antisentido de por lo menos 7 a 10 normalmente a 20
o mads nucledtidos que se hibridan especificamente a una secuencia de mRNA codificando hTRT o mRNA transcrito
del gene de hTRT. Muy a menudo, el polinucleétido antisentido tiene alrededor de 10 a 50 nucleétidos de longitud
o alrededor de 14 a 35 nucleétidos de longitud. Los polinucleétidos antisentido pueden ser polinucleétidos de menos
de alrededor de 100 nucleétidos o menos de alrededor de 200 nucledtidos. En general, el polinucledtido antisentido
debe ser suficientemente largo para formar un duplexo estable pero suficientemente corto, dependiendo del modo de
suministro, para administrar in vivo, si se desea. La longitud minima de un polinucleétido requerido para hibridacién
especifica a una secuencia de objetivo depende de varios factores, como contenido de G/C, posicién de bases mal
apareadas (si hay), grado de unicidad de la secuencia en comparacion con la poblacidn de polinucleétidos de objetivo
y naturaleza quimica del polinucleétido (por ejemplo, columna vertebral de metilfosfonato, d4cido nucleico de péptido,
fosforotioato), entre otros factores.

En general, para asegurar la hibridacion especifica, la secuencia antisentido es substancialmente complementaria
a la secuencia de mRNA de hTRT de objetivo. La secuencia antisentido puede ser exactamente complementaria a la
secuencia de objetivo. Los polinucledtidos antisentido también pueden incluir, sin embargo, substituciones, adiciones,
supresiones, transposiciones, o modificaciones de nucleétidos, u otras secuencias de dcido nucleico o mitades no de
dcido nucleico siempre y cuando la fijacién especifica a la secuencia de objetivo pertinente que corresponde a RNA de
hTRT o su gene sea retenida como una propiedad funcional del polinucleétido.

La secuencia antisentido puede ser complementaria a secuencias relativamente accesibles de mRNA de hTRT
(por ejemplo, relativamente sin ninguna estructura secundaria). Esto puede determinarse analizando las estructuras
secundarias de RNA previstas, por ejemplo, el programa MFOLD (Genetics Computer Group, Madison, WI) y pro-
bando in vitro o in vivo como se conoce en el arte. Los ejemplos de oligonucleétidos que pueden probarse en células
para supresion antisentido de la funcién de hTRT son aquellos capaces de hibridarse a (es decir, substancialmente
complementario a) las siguientes posiciones de NUMERO DE IDENTIFICACION DE SECUENCIA: 1: 40-60; 260-
280; 500-520; 770-790; 885-905; 1000-1020; 1300-1320; 1520-1540; 2110-2130; 2295-2315; 2450-2470; 2670-2690;
3080-3110; 3140-3160; y 3690-3710. Otro método util para identificar composiciones antisentido eficaces usa arreglos
de combinacién de oligonucledtidos (vea, por ejemplo, Milner y otros, 1997, Nature Biotechnology 15:537).
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Los polinucleétidos antisentidos pueden tener secuencias ademas de la secuencia antisentido (es decir, ademads de
la secuencia antisentido de h'TRT). En este caso, la secuencia antisentido estd contenida dentro de un polinucledtido de
secuencia mas larga. La secuencia del polinucleétido puede constar esencialmente de, o es, la secuencia antisentido.

Los 4cidos nucleicos antisentido (DNA, RNA, andlogos modificados y similares) pueden hacerse usando algun
método adecuado para producir un 4cido nucleico, como la sintesis quimica y los métodos recombinantes revelados
en el presente. Por ejemplo, las moléculas de RNA antisentido pueden prepararse por sintesis quimica de nuevo o por
clonacion. Por ejemplo, un RNA antisentido que se hibrida a mRNA de hTRT puede hacerse insertando (ligando) una
secuencia de DNA de hTRT (por ejemplo, NUMERO DE IDENTIFICACION DE SECUENCIA: 1, o fragmento de
la misma) en orientacién inversa vinculada de manera manejable a un promotor en un vector (por ejemplo plasmi-
do). Siempre y cuando el promotor y, de preferencia las sefiales de terminacién y poliadenilacién, estén colocados
correctamente, el filamento de la secuencia insertada que corresponde al filamento de no codificacidn sera transcrito y
actuard como un oligonucledtido antisentido.

Los oligonucleétidos antisentido pueden usarse para inhibir la actividad de telomerasa en extractos libres de célu-
las, células y animales, incluyendo mamiferos y humanos. Por ejemplo, los oligonucleétidos antisentido de fosforo-
tioato:

A) 5'-GGCATCGCGGGGGTGGCCGGG
B) 5'-CAGCGGGGAGCGCGCGGCATC
C) 5'-CAGCACCTCGCGGTAGTGGCT

D) 5-GGACACCTGGCGGAAGGAGGG

pueden usarse para inhibir la actividad de telomerasa. En una concentracién de 10 micromolares, cada oligonucleétido,
mezclas de oligonucleétidos Ay B; A, B, Cy D; y A, Cy D inhibieron la actividad de telomerasa en 293 células cuando
se trataron una vez al dia durante siete dias. La inhibicién también se observé cuando se usé una molécula antisentido
de hTR (5’-GCTCTAGAATGAAGGGTG-3") en combinacion con oligonucledtidos A, By C; A, By D; Ay C. Los
oligonucle6tidos de control ttiles en estos experimentos incluyen:

51) 5-GCGACGACTGACATTGGCCGG
52) 5'-GGCTCGAAGTAGCACCGGTGC
S3) 5-GTGGGAACAGGCCGATGTCCC

Pata determinar el oligonucleétido antisentido 6ptimo para una aplicacién de interés en particular, uno puede
realizar una exploracion usando series de oligonucledtidos antisentido. Una serie ilustrativa es la serie de oligonu-
cleétidos de 30 meros que se extienden sobre el mRNA de hTRT y son compensados uno del siguientes por quince
nucledtidos (es decir, ON1 corresponde a las posiciones 1-30 y es TCCCACGTGCGCAGCAGGACGCAGCGCTGC,
ON2 corresponde a las posiciones 16-45 y es GCCGGGGCCAGGGCTTCCCACGTGCGCAGC y ON3 corresponde
a las posiciones 31-60 y es GGCATCGCGGGGGTGGCCGGGGCCAGGGCT y asi sucesivamente hasta el Final del
mRNA). Cada miembro de esta serie puede probarse para actividad inhibidora como se revela en el presente. Esos
oligonucleétidos que muestran actividad inhibidora bajo las condiciones de interés entonces identifican una regién
de interés y otros oligonucledtidos que corresponden a la regién de interés (es decir, 8 meros, 10 meros, 15 meros y
sucesivamente) pueden probarse para identificar el oligonucleétido con la actividad preferida para la aplicacion.

Para métodos generales referentes a polinucleétidos antisentido, vea Antisense RNA and DNA (1988), D.A. Mel-
ton, Ed., Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY). Vea también Dagle y otros, 1991, Nucleic Acids
Research, 19:1805. Para una revision de terapia antisentido, vea, por ejemplo, Uhlmann y otros, Chem. Reviews,
90:543-584 (1990).

b) Oligonucledtidos y polinucledtidos triplex

La presente invencién proporciona oligonucleétidos y polinucledtidos (por ejemplo, DNA, RNA, PNA y similares)
que se fijan a 4cidos nucleicos de hTRT de doble filamento o dobles (por ejemplo, en una regién plegada del RNA
de hTRT o en el gene de hTRT), formando un 4cido nucleico conteniendo hélice triple, o “triplex”. La formacién
de hélice triple da como resultado la inhibicién de la expresion de hTRT, por ejemplo, evitando la transcripcion del
gene de hTRT, reduciendo o eliminando asf la actividad de telomerasa en una célula. Sin pretender estar limitado por
un mecanismo en particular, se cree que el apareamiento de hélice triple compromete la habilidad de la hélice doble
de abrirse suficientemente para la fijacién de polimerasas, factores de transcripcion, o moléculas de regulacién que
ocurriran.

Los oligonucleétidos y polinucleétidos triplex de la invencion se construyen usando las reglas del apareamiento
de base de la formacién de hélice triple (vea, por ejemplo, Cheng y otros, 1988, J. Biol. Chem. 263:15110; Ferrin y
Camerini-Otero, 1991, Science 354:1494; Ramdas y otros, 1989, J. Biol. Chem. 264:17395; Strobel y otros, 1991,
Science 254:1639; y Rigas y otros, 1986, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 83:9591; cada uno de los cuales se incorpora
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en el presente por referencia) y la secuencia de mRNA de hTRT y/o gene. Normalmente, los oligonucleétidos que
forman triplexos comprenden una secuencia especifica o de alrededor de 10 a por lo menos 25 nucleétidos o més larga
“complementaria” a una secuencia especifica en el mRNA de hTRT o gene (es decir, suficientemente grande para
formar una hélice triple estable, pero suficientemente pequeiia, dependiendo del modo de suministro, para administrar
in vivo, si se desea). En este contexto, “complementaria” significa capaz de formar una hélice triple estable. Los oligo-
nucledtidos pueden disefiarse para fijarse especificamente a las regiones de regulacion del gene de hTRT (por ejemplo,
la secuencia flanqueante de 5°- de hTRT, promotores e intensificadores) o al sitio de iniciacioén de transcripcién (por
ejemplo, entre -10 y +10 del sitio de iniciacidn de transcripcion). Para una revision de los recientes avances terapéu-
ticos usando DNA triplex, vea Gee y otros, en Huber y Carr, 1994, Molecular and Immunologic Approaches, Futura
Publishing Co., Mt Kisco NY y Rininsland y otros, 1997, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94:5854, los cuales ambos se
incorporan en el presente por referencia.

c) Ribosomas

Los ribosomas pueden ser utilizados para la inhibicién de la actividad de telomerasa. Los ribosomas se fijan y
especificamente se disocian e inactivan el mRNA de hTRT. Los ribosomas ttiles pueden comprender secuencias
terminales 5°- y 3’- complementarias al mRNA de hTRT y pueden disefarse por un experto en la base de la secuencia
de mRNA de hTRT revelada en el presente (vea publicacion PCT WO 93/23572, arriba). Los ribosomas incluyen
aquellos que tienen caracteristicas de ribosomas de intrones grupo I (Cech, 1995, Biotechnology 13:323) y otros de
ribosomas con cabeza de martillo (Edgington, 1992, Biotechnology 10:256).

Los ribosomas incluyen aquellos que tienen sitios de disociacion como GUA, GUU y GUC. Otros sitios éptimos
de disociacién para la inhibicién mediada por ribosomas de la actividad de telomerasa incluyen aquellos descritos en
las publicaciones PCT WO 94/02595 y WO 93/23569, ambas incorporadas en el presente por referencia. Los oligonu-
cleétidos de RNA entre 15 y 20 ribonucleétidos de largo que corresponden a la regién del gene de hTRT de objetivo
conteniendo el sitio de disociacién pueden ser evaluados por caracteristicas estructurales secundarias que pueden
volver el oligonucledtido mas conveniente. La adaptabilidad de los sitios de disociacién también pueden evaluarse
probando la accesibilidad a la hibridacién con oligonucleétidos complementarios usando ensayos de proteccion de ri-
bonucleasa, o probando la actividad de ribosomas in vitro en conformidad con los procedimientos estandar conocidos
en el arte.

Como lo describe Hu y otros, publicacion PCT WO 94/03596, incorporado en el presente por referencia, las
funciones antisentido y de ribosomas pueden combinarse en un solo oligonucleétido. Ademas, los ribosomas pueden
comprender uno o mds nucleétidos modificados o ligamientos modificados entre nucleétidos, como se describe arriba
en conjunto con la descripcién de oligonucledtidos antisentido ilustrativos.

Los ribosomas pueden ser generados in vitro y introducidos a una célula o paciente. Los métodos de terapia génica
pueden ser utilizados para la expresion de ribosomas en una célula de objetivo ex vivo o in vivo.

d) Administracion de oligonucledtidos

Normalmente, los métodos terapéuticos implican la administracién de un oligonucleétido que funciona para inhibir
o estimular la actividad de la telomerasa bajo condiciones fisioldgicas in vivo y es relativamente estable bajo aquellas
condiciones por un periodo de tiempo suficiente para un efecto terapéutico. Como se indica arriba, los dcidos nucleicos
modificados pueden ser ttiles en proporcionar dicha estabilidad, asi como en dirigir el suministro del oligonucleétido
al tejido, érgano, o célula deseado.

Los oligonucleétidos y polinucleétidos pueden suministrarse de manera directa como un medicamento en una
férmula farmacéutica adecuada, o de manera indirecta por medios para introducir un 4cido nucleico a una célula,
incluyendo liposomas, inmunoliposomas, balistica, absorcién directa en las células y similares como se describe en el
presente. Para el tratamiento de enfermedades, los oligonucledtidos de la invencion serdn administrados a un paciente
en una cantidad terapéuticamente eficaz. Una cantidad terapéuticamente eficaz es una cantidad suficiente para mejorar
los sintomas de la enfermedad o modular la actividad de telomerasa en la célula de objetivo, por ejemplo, ya que
puede medirse usando un ensayo de TRAP u otro ensayo adecuado de la funcién bioldgica de la telomerasa. Los
métodos ttiles para el suministro de oligonucledtidos para fines terapéuticos se describen en la Patente de los Estados
Unidos 5,272,065, incorporada en el presente por referencia. Abajo se proporcionan otros detalles de administracion de
compuestos farmacéuticamente activos. Los oligonucledtidos y polinucleétidos pueden suministrarse usando terapia
génica y pldsmidos de expresiéon de DNA recombinante de la invencidn.

3) Terapia génica

La terapia génica se refiere a la introduccién de un polinucleétido exdgeno el cual produce un efecto de fenotipo
médicamente util en la(s) célula(s) mamifera(s) (normalmente) a la(s) cual(es) es transferido. Los métodos y compo-
siciones de terapia génica pueden ser utilizados para el tratamiento de las condiciones asociadas con la telomerasa.
La terapia génica puede implicar la introduccién a una célula de un vector que expresa un producto gemco de hTRT
(como una proteina de hTRT substancialmente similar al polipéptido de hTRT teniendo una secuencia de N UMERO
DE IDENTIFICACION DE SECUENCIA: 2, por ejemplo, para aumentar la actividad de telomerasa, o un pollpeptldo
de hTRT inhibidor para reducir la act1v1dad) expresa un acido nucleico teniendo un gene de hTRT o secuencia de
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mRNA (como un RNA antisentido, por ejemplo, para reducir la actividad de telomerasa), expresa un polipéptido o po-
linucledtido que afecta de otra manera la expresion de productos génicos de hTRT (por ejemplo, un ribosoma dirigido
a mRNA de hTRT para reducir la actividad de telomerasa), o reemplaza o rompe una secuencia de hTRT endégena
(por ejemplo, reemplazo de genes y “eliminacidn de genes”, respectivamente). Muchas otros enfoques serdn evidentes
para los expertos en la revisién de las ensefianzas de la presente memoria. También se puede introducir un vector
codificando hTR. Alternativamente, también se introducen vectores codificando proteinas asociadas con la telomerasa
con o sin un vector de hTR.

Los vectores ttiles en la terapia génica de hTRT pueden ser virales o no virales e incluyen aquellos descritos arriba
en relacion con los sistemas de expresion de h'TRT de la invencion. Los expertos en el arte entenderan que los vectores
de terapia génica pueden comprender promotores y otras secuencias de regulacion o procesamiento, como se describen
en esta revelacion. Generalmente el vector comprenderd un promotor y, de manera opcional, un intensificador (sepa-
rado de cualquiera contenido dentro de las secuencias de promotores) que sirven para impulsar la transcripcién de un
oligonucleétido, asi como otros elementos de regulacién que proporcionan mantenimiento episémico o integracién
cromosOmica y transcripcion de alto nivel, si se desea. Un pldsmido util para la terapia génica puede comprender otros
elementos funcionales, como marcadores seleccionables, regiones de identificacion y otras secuencias. Las secuencias
adicionales pueden tener papeles en dar estabilidad tanto fuera, como dentro de una célula, dirigiendo el suministro
de secuencias de nucleétidos de hTRT (con sentido o antisentido) a un érgano, tejido, o célula, o poblacién de células
especificado, mediando la entrada a una célula, mediando la entrada al niicleo de una célula y/o mediando la inte-
gracién dentro del DNA nuclear. Por ejemplo, pueden usarse estructuras de DNA similares a los aptameros, u otros
sitios de mitades de fijacion de proteinas para mediar la fijacién de un vector a receptores de la superficie celular o a
proteinas de suero que se fijan a un receptor aumentando con ello la eficiencia de la transferencia de DNA a la célula.
Otros sitios y estructuras de DNA pueden fijarse directa o indirectamente a receptores en la membrana nuclear o a
otras protefnas que entran al nicleo, facilitando con ello la absorcién nuclear de un vector. Otras secuencias de DNA
pueden afectar directa o indirectamente la eficiencia de la integracién.

Los vectores de terapia génica adecuados pueden o no tener un origen de replicacion. Por ejemplo, es ttil incluir
un origen de replicacién en un vector para la propagacion del vector antes de la administracion a un paciente. Sin
embargo, el origen de replicaciéon a menudo puede eliminarse antes de la administracidn si el vector estd disefiado
para integrarse a DNA cromosémico huésped o fijarse a mRNA o DNA huésped. en algunas situaciones (por ejemplo,
células de tumor), puede no ser necesario que el DNA exdgeno se integre de manera estable a la célula transducida,
debido a que la expresion temporal puede ser suficiente para destruir las células del tumor.

Se prevé unos métodos y reactivos para la terapia de reemplazo de genes (es decir, el reemplazo por recombina-
cion homologa de un gene de hTRT end6gena con un gene recombinante). Pueden usarse vectores especificamente
disefiados para la integracién por recombinaciéon homéloga. Los factores importantes para optimizar la recombinacién
homodloga incluyen el grado de identidad de secuencia y la extensién de la homologia a secuencias cromosdmicas.
También es importante la secuencia especifica que media la recombinaciéon homdloga, ya que la integracién ocurre
mucho més facilmente en DNA activo de manera transcripcional. Los métodos y materiales para hacer construccio-
nes homologas de objetivo son descritos, por ejemplo, por Mansour y otros, 1988, Nature 336:348; Bradley y otros,
1992, Bio/Technology 10:534. Vea también Patentes de los Estados Unidos Nimeros 5,627,059; 5,487,992; 5,631,153
y 5,464,764. La terapia de reemplazo de genes puede implicar la alteracién y el reemplazo de todas o una parte de
las secuencias de regulacion que controlan la expresion del gene de hTRT el cual debe ser regulado. Por ejemplo,
las secuencias de promotores de hTRT (por ejemplo, como las que se encuentran en NUMERO DE IDENTIFICA-
CION DE SECUENCIA: 6) pueden romperse (para disminuir la expresién de hTRT o suprimir un sitio de control de
transcripcién) o un promotor exégeno (por ejemplo, para aumentar la expresién de hTRT) puede substituirse.

Los métodos y reactivos para “eliminacion de genes” de hTRT implican la supresién o el rompimiento por re-
combinacién homoéloga de un gene de hTRT enddgena usando un vector producido de manera recombinante. En la
eliminacién de genes, las secuencias de objetivo pueden ser secuencias de regulaciéon (por ejemplo, el promotor de
hTRT), o secuencias de codificacién de RNA o proteinas. El uso de recombinacién homdloga para alterar la expresién
de genes enddgenos se describe detalladamente en la Patente de los Estados Unidos Numero 5,272,071 (y las Patentes
de los Estados Unidos citadas arriba), WO 91/09955, WO 93/09222, WO 96/29411, WO 95/31560 y WO 91/12650.
Vea también Moynahan y otros, 1996, Hum. Mol. Genet. 5:875.

Los métodos para destruir especificamente células positivas de telomerasa, o evitar la transformacion de las células
negativas de telomerasa a un estado positivo de telomerasa, implican la utilizacién del promotor del gene de hTRT
para regular la expresidn de una protefna toxica para la célula. Como se muestra en el Ejemplo 14, una secuencia de
promotor de hTRT puede estar vinculada de manera manejable a un gene reportero de tal forma que la activacién del
promotor da como resultado la expresion de la proteina codificada por el gene reportero. Si, en lugar de una proteina
reportera, la proteina codificada es téxica para la célula, la activacion del promotor conduce a la morbidad o muerte de
la célula. Un vector comprendiendo un promotor de hTRT vinculado de manera manejable a un gene que codifica una
proteina téxica puede ser introducido a células, como células humanas, por ejemplo, células en un paciente humano,
dando como resultado la muerte de las células en las cuales se expresan los factores de activacién de promotor de
hTRT, como células de cancer. En un enfoque relacionado, la proteina codificada no es téxica para una célula, pero
codifica una actividad que vuelve la célula sensible a un medicamento de otra manera no téxico. Por ejemplo, los
tumores pueden tratarse introduciendo una construccion de fusién de gene de cinasa de timidina (TK) de promotor de
hTRT y Herpes a células del tumor y administrando ganciclovir o el equivalente (vea, por ejemplo, Moolton y Wells,
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1990, J. Natl. Canc. Inst. 82:297). El arte sabe de muchas otras proteinas téxicas o potencialmente toxicas y sistemas
adecuados (usando secuencias de promotor distintas a hTRT) que pueden modificarse y aplicarse por un experto en el
arte en la revision de esta revelacion.

Pueden introducirse vectores de terapia génica en células o tejidos in vivo, in vitro o ex vivo. Para terapia ex vivo,
pueden introducirse vectores a células, por ejemplo, células impulsoras, tomadas del paciente y clonalmente propa-
gadas para transplante derivado por si mismo de nuevo al mismo paciente (vea, por ejemplo, Patentes de los Estados
Unidos Numeros 5,399,493 y 5,437,994, cuyas revelaciones se incorporan en el presente por referencia). Las células
que pueden ser dirigidas para terapia génica de hTRT tenian como objetivo aumentar la actividad de telomerasa de una
célula de objetivo incluyen, pero no estdn limitadas a, células impulsoras embridnicas o germinales, particularmente
células de primate o humano, como se indica arriba, células impulsoras hematopoyéticas (SIDA y posquimioterapia),
células endoteliales vasculares (padecimiento cardiovascular y cerebrovascular), fibroblastos y queratinocitos basales
en la piel (sanacion de herida y quemaduras), condrocitos (artritis), astrocitos y células microgliales en el cerebro
(Sindrome de Alzheimer), osteoblastos (osteoporosis), células retinales (enfermedades de los ojos) y células del islote
pancredtico (diabetes Tipo I) y algunas de las células incluidas en el Cuadro 3, abajo, asi como otros tipos de células
conocidos que se dividen.

Un promotor capaz de ser inducido vinculado de manera manejable a una TRT, como hTRT, secuencia (o variante)
de codificacién puede ser utilizado para modular la capacidad de proliferacién de las células in vivo o in vitro. Por
ejemplo, a un paciente se introducen células pancredticas que producen insulina transfectadas con un vector de expre-
sién de hTRT bajo el control de un promotor capaz de ser inducido. La capacidad de proliferacion de las células puede
controlarse entonces mediante la administracion al paciente del agente de activacion del promotor (por ejemplo, tetra-
ciclina) para posibilitar que las células se multipliquen mas que de lo contrario hubiera sido posible. La proliferacién
de células puede entonces terminarse, continuarse, o reiniciarse segin lo desee el médico tratante.

4) Vacunas y anticuerpos

Los péptidos o polipéptidos inmunogénicos teniendo una secuencia de h'TRT pueden usarse para producir una
respuesta inmune anti-hTRT en un paciente (es decir, actuar como una vacuna). Los péptidos y polipéptidos de hTRT
inmunogénicos ejemplares se describen abajo en los Ejemplos 6 y 8. También puede producirse una respuesta inmune
mediante el suministro de vectores de plasmido codificando el polipéptido de interés (es decir, la administracién de
“DNA descubierto”). Los dcidos nucleicos de interés pueden suministrarse por inyeccidn, liposomas, u otros medios
de administracién. Pueden ser seleccionados los modos de inmunizacién que producen en el individuo una respues-
ta de linfocito citotoxico restringido MHC Clase I contra la telomerasa que expresa células. Una vez inmunizado,
el individuo o animal producirdn una respuesta inmune aumentada contra las células que expresan altos niveles de
telomerasa (por ejemplo, células malignas).

Los anticuerpos anti-hTRT, por ejemplo, anticuerpos murinos, humanos, o monoclonales humanizados también
pueden administrarse a un paciente (por ejemplo, inmunizacion pasiva) para efectuar una respuesta inmune contra las
células que expresan telomerasa.

F) Composiciones farmacéuticas

En aspectos relacionados, la invencién proporciona composiciones farmacéuticas que comprenden oligonucleoti-
dos y polinucledtidos, polipéptidos de h'TRT y anticuerpos, agonistas, antagonistas, o inhibidores, solos 0 en combi-
nacién con por lo menos otro agente, como un compuesto estabilizador, diluyente, portador, u otro ingrediente activo
0 agente.

Los agentes terapéuticos de la invencién pueden administrarse en algin portador farmacéutico estéril, biocompa-
tible, incluyendo, pero no limitado a, solucién salina, solucién salina tamponada, dextrosa y agua. Alguna de estas
moléculas puede administrarse a un paciente sola, o en combinacién con otros agentes, medicamentos u hormonas,
en composiciones farmacéuticas donde se mezcla con excipiente(s) adecuado(s), adyuvantes y/o portadores farma-
céuticamente aceptables. En una realizacién de la presente invencion, el portador farmacéuticamente aceptable es
farmacéuticamente inerte.

La administracién de composiciones farmacéuticas se realiza de manera oral o parenteral. Los métodos de sumi-
nistro parenteral incluyen administracién local, intrarterial (por ejemplo, directamente al tumor), intramuscular, subcu-
tdnea, intramedular, intratecal, intraventricular, intravenosa, intraperitoneal, o intranasal. Ademas de los ingredientes
activos, estas composiciones farmacéuticas pueden contener portadores adecuados farmacéuticamente aceptables que
comprenden excipientes y otros compuestos que facilitan el procesamiento de los compuestos activos en preparacio-
nes que pueden usarse para fines farmacéuticos. Pueden encontrarse mds detalles sobre técnicas para composicion y
administracién en la edicién mds reciente de “Remington’s Pharmaceutical Sciences” (Maack Publishing Co., Easton,
PA).

Las composiciones farmacéuticas para administracion oral pueden prepararse usando portadores farmacéuticamen-
te aceptables bien conocidos en el arte en dosis adecuadas para administracion oral. Los portadores permiten que las
composiciones farmacéuticas se preparen como tabletas, pildoras, grageas, cipsulas, liquidos, geles, jarabes, lechadas,
suspensiones, etc., adecuados para ingestion por el paciente. Vea la publicacion PCT WO 93/23572.
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Las preparaciones farmacéuticas para uso oral pueden obtenerse a través de la combinacién de compuestos activos
con excipiente s6lido, opcionalmente triturando una mezcla resultante y procesando la mezcla de granulos, después
de agregar compuestos adicionales adecuados, si se desea, para obtener tabletas o nicleos de gragea. Los excipientes
adecuados son rellenos de carbohidratos o proteinas e incluyen, pero no estdn limitados a azicares, incluyendo lactosa,
sacarosa, manitol, o sorbitol; almidén de maiz, trigo, arroz, papa, u otras plantas; celulosa como celulosa de metilo,
celulosa de hidroxipropilmetilo, o carboximetilcelulosa de sodio; y gomas incluyendo ardbiga y tragacanto; asi como
proteinas como gelatina y coldgeno. Si se desea, pueden agregarse agentes desintegrantes o solubilizantes, como la
polivinilpirrolidona degradada, agar, dcido alginico, o una sal del mismo, como alginato de sodio.

Los nicleos de gragea estan provistos con recubrimientos adecuados como soluciones de aziicar concentradas, las
cuales también pueden contener goma ardbiga, talco, polivinilpirrolidona, gel de carbopol, polietilenglicol y/o diéxido
de titanio, soluciones de laca y solventes organicos adecuados o mezclas de solventes. Pueden agregarse colorantes o
pigmentos a las tabletas o recubrimientos de grageas para identificacion del producto o para caracterizar la cantidad
del compuesto activo (es decir, la dosis).

Las preparaciones farmacéuticas las cuales pueden usarse oralmente incluyen cipsulas de ajuste suave hechas
de gelatina, asi como cédpsulas suaves, selladas hechas de gelatina y un recubrimiento como glicerol o sorbitol. Las
cépsulas de ajuste suave pueden contener ingredientes activos mezclados con una substancia de relleno o aglutinantes
como lactosa o almidones, lubricantes como talco o estearato de magnesio y, opcionalmente, estabilizadores. En las
céapsulas suaves, los compuestos activos pueden disolverse o suspenderse en liquidos adecuados, como aceites grasos,
parafina liquida, o polietilenglicol liquido con o sin estabilizadores.

Las férmulas farmacéuticas para administracion parenteral incluyen soluciones acuosas de compuestos activos. Pa-
ra inyeccion, las composiciones farmacéuticas de la invencidn pueden prepararse en soluciones acuosas, de preferencia
en tampones fisiolégicamente compatibles como solucién de Hank, solucién de Ringer, o solucién salina tamponada
de manera fisioldgica. Las suspensiones acuosas para inyeccién pueden contener substancias que aumentan la visco-
sidad de la suspensién, como carboximetilcelulosa de sodio, sorbitol, o dextrano. Ademads, las suspensiones de los
compuestos activos pueden prepararse como suspensiones aceitosas adecuadas para inyeccion. Los solventes o vehi-
culos lipofilicos adecuados incluyen aceites grasos como aceite de ajonjoli, o ésteres sintéticos de acido graso, como
oleato de etilo o triglicéridos, o liposomas. Opcionalmente, la suspensién puede también contener estabilizadores o
agentes adecuados los cuales aumentan la solubilidad de los compuestos para permitir la preparacién de soluciones
muy concentradas.

Para administracion local o nasal, en la composicién se usan penetrantes adecuados para la barrera particular que
serd impregnada. Estos penetrantes generalmente son conocidos en el arte.

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencion pueden fabricarse de una manera similar a las que se co-
nocen en el arte (por ejemplo, por medio de procesos convencionales de mezcla, disolucién, granulacién, elaboracién
de grageas, pulverizacion, emulsionamiento, encapsulado, oclusién o liofilizacién).

La composicién farmacéutica puede proporcionarse como una sal y puede formarse con muchos 4cidos, incluyen-
do, pero no limitados a, dcido clorhidrico, dcido sulfirico, dcido acético, 4cido lactico, 4cido tartdrico, dcido malico,
dcido succinico, etc. Las sales tienden a ser mds solubles en solventes acuosos u otros solventes proténicos que son
las formas de base libres correspondientes. En otros casos, la preparacion preferida puede ser un polvo liofilizado en 1
mM- 50 mM de histidina, 0.1%-2% de sacarosa, 2%-7% de manitol en una gama de pH de 4.5 a 5.5, que se combina
con tampon antes de usarse.

Después de que se han preparado las composiciones farmacéuticas que comprenden un compuesto de la invencién
formulado en un portador aceptable, pueden ponerse en un recipiente adecuado y etiquetarse para el tratamiento de una
condicién indicada. Para administracion de proteinas de telomerasa humana y acidos nucleicos, la etiqueta incluird la
cantidad, la frecuencia y el método de administracién.

Las composiciones farmacéuticas adecuadas para uso en la presente invencién incluyen composiciones en donde
los ingredientes activos estdn contenidos en una cantidad eficaz para lograr el propdsito deseado. “Cantidad terapéu-
ticamente eficaz” o “cantidad farmacolégicamente eficaz” son frases muy reconocidas y se refieren a la cantidad de
un agente eficaz para producir el resultado farmacoldgico propuesto. De esta manera, una cantidad terapéuticamente
eficaz es una cantidad suficiente para mejorar los sintomas de la enfermedad que se estd tratando. Un ensayo titil en la
investigacion de una cantidad eficaz para una aplicacién determinada (por ejemplo, cantidad terapéuticamente eficaz)
es la medicion del efecto en la actividad de telomerasa en una célula de objetivo. La cantidad realmente administrada
dependera del individuo a quien se aplicard el tratamiento y de preferencia serd una cantidad optimizada de tal manera
que el efecto deseado se logre sin efectos secundarios considerables. La determinacién de una dosis terapéuticamente
eficaz es bien conocida dentro de la capacidad de los expertos en el arte.

Para un compuesto, la dosis terapéuticamente eficaz puede calcularse inicialmente en ensayos de cultivos de células
o en algtin modelo animal adecuado. El modelo animal también se usa para lograr una gama de concentracién y via de
administracién convenientes. Tal informacién puede usarse entonces para determinar las dosis y vias de administracién
ttiles en humanos.
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Una cantidad terapéuticamente eficaz se refiere a la cantidad de proteina, polipéptido, péptido, anticuerpo, oligo-
nucledtido o polinucledtido, agonista o antagonistas que mejora los sintomas o condicidn. La eficacia terapéutica y
toxicidad de estos compuestos pueden determinarse mediante procedimientos farmacéuticos estandar en cultivos de
células o animales experimentales (por ejemplo, EDs,, la dosis terapéuticamente eficaz en el 50% de la poblacién; y
LDy, la dosis letal para el 50% de la poblacién). La relacion de dosis entre efectos terapéuticos y toxicos es el indice
terapéutico y puede expresarse como la relacién, EDs,/LDs,. Se prefieren las composiciones farmacéuticas que pre-
sentan grandes indices terapéuticos. Los datos obtenidos de los ensayos de cultivos de células y estudios de animales
se usan en la formulacién de una gama de dosis para uso humano. La dosis de estos compuestos estd de preferencia
dentro de una gama de concentraciones circulantes que incluyen la EDs, con poca toxicidad o ausencia de la misma.
La dosis varia dentro de su gama dependiendo de la forma de dosis empleada, sensibilidad del paciente y la via de
administracidn.

La dosis exacta es elegida por el médico individual en vista del paciente que se tratard. La dosis y administracién
son ajustadas para proporcionar suficientes niveles de la mitad activa o para mantener el efecto deseado. Los factores
adicionales que pueden tomarse en cuenta incluyen la severidad del estado de la enfermedad (por ejemplo, tamafio
y lugar del tumor; edad, peso y género del paciente; dieta, tiempo y frecuencia de administracién, combinacién o
combinaciones de medicamentos, sensibilidades de reaccién y tolerancia/respuesta a la terapia). Las composiciones
farmacéuticas de accién prolongada podrian administrarse cada 3 a 4 dias, cada semana, o una vez cada dos semanas
dependiendo de la vida media y velocidad de eliminacién de la férmula en particular. La orientacién en cuanto a las
dosis y métodos de suministro en particular se proporciona en la literatura (vea Patentes de los Estados Unidos Nume-
ros 4,657,760; 5,206,344; y 5,225,212 incorporada en el presente por referencia). Los expertos en el arte normalmente
empleardn férmulas diferentes para nucle6tidos que para proteinas o sus inhibidores. Del mismo modo, el suministro
de polinucledtidos o polipéptidos puede ser especifico a células, condiciones, lugares y similares en particular.

VIII. Aumentando la capacidad de proliferacion y produccion de células inmortalizadas, lineas de células y ani-
males

Como se discute arriba, las células de la mayoria de los vertebrados envejecen después de un nimero finito de
divisiones en el cultivo (por ejemplo, de 50 a 100 divisiones). Sin embargo, ciertas células de variantes son capaces
de dividirse indefinidamente en el cultivo (por ejemplo, células HeLa, 293 células) y, por esta razén, son ttiles para la
investigacién y aplicaciones industriales. Generalmente estas lineas de células inmortales se derivan de tumores que
surgen espontidneamente, o por transformacién por la exposicidn a la radiacién de un virus o quimico que induce un
tumor. Desafortunadamente, esta disponible una seleccion limitada de lineas de células, especialmente lineas de células
humanas representando funcién celular diferenciada. Ademads, las lineas de células inmortales actualmente disponibles
se caracterizan por anormalidades cromosomicas (por ejemplo, aneuploidia, reagrupaciones de genes, o mutaciones).
Ademas, muchas lineas de células establecidas por largo tiempo son relativamente no diferenciadas (por ejemplo, no
hacen productos muy especializados de la clase que tinicamente caracteriza tejidos u érganos particulares). Por lo tanto,
existe la necesidad de nuevos métodos para generar células inmortales, especialmente células humanas. Las células
inmortalizadas se usan en la produccién de proteinas naturales y proteinas recombinantes (por ejemplo, polipéptidos
terapéuticos como eritroproteina, hormona de crecimiento humana, insulina y similares), o anticuerpos, para las cuales
se prefiere una linea de células genéticamente normal. Para la produccion de algunas proteinas recombinantes, también
pueden preferirse tipos de células especializados (por ejemplo, células pancredticas para la produccién de insulina
humana). Otro uso para células inmortalizadas o hasta células mortales con capacidad de proliferacion aumentada
(relativa a las células no modificadas) es para la introduccién a un paciente para terapia génica, o para el reemplazo
de células o tejido enfermos o danados. Por ejemplo, las células inmunes derivadas por si mismas que contienen o
expresan, por ejemplo, un gene o polipéptido de hTRT recombinante de la invencién puede usarse para el reemplazo
de células en una paciente después de la agresiva terapia de cdncer, por ejemplo, irradiacién de todo el cuerpo. Otro uso
de las células inmortalizadas es para la produccién ex vivo de tejidos u 6rganos “artificiales” (por ejemplo, piel) para
uso terapéutico. Otro uso de dichas células es para la seleccién o validacion de medicamentos, como medicamentos
inhibidores de la telomerasa, o para uso en la produccién de vacunas o reactivos bioldgicos. Los usos adicionales de
las células de la invencién serdn aparentes para los expertos.

Las células y lineas de células inmortalizadas, asi como aquellas de capacidad de replicaciéon simplemente aumen-
tada, de la invencion se hacen aumentando la actividad de la telomerasa en la célula. Puede usarse cualquier método
revelado en el presente para aumentar la actividad de la telomerasa. De esta manera, en una realizacion, las células
son inmortalizadas aumentando la cantidad de un polipéptido de hTRT en la célula. En una realizacién, los niveles de
hTRT son aumentados introduciendo un vector de expresion de hTRT a la célula (con transfeccion estable algunas ve-
ces preferida). Como se discuti6 arriba, la secuencia de codificacion de hTRT generalmente estd vinculada de manera
manejable a un promotor, el cual puede ser capaz de ser inducido o ser constitutivamente activo en la célula.

En una realizacién, se introduce a la célula un polinucleétido que comprende una secuencia codificando un po-

lipéptido de NUMERO DE IDENTIFICACION DE SECUENCIA: 2, la cual estd vinculada de manera manejable a
un promotor (por ejemplo, un promotor constitutivamente expresado, por ejemplo, una secuencia de NUMERO DE
IDENTIFICACION DE SECUENCIA: 6). En una realizacién, el polinucleétido comprende una secuencia de NUME-
RO DE IDENTIFICACION DE SECUENCIA: 1. De preferencia, el polinucle6tido incluye sefiales de pohademlamon
y terminacion. En otras realizaciones, se incluyen elementos adicionales como intensificadores y otros discutidos arri-
ba. En una realizacién alternativa, el polinucleétido no incluye una secuencia de promotor, la secuencia siendo propor-
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cionada por el genomio endégeno de la célula de objetivo después de la integracion (por ejemplo, recombinacién, por
ejemplo, recombinacién homdloga) del polinucleétido introducido. El polinucleétido puede introducirse a la célula de
objetivo por cualquier método, incluyendo algin método revelado en el presente, como lipofeccion, electroporacion,
virosomas, liposomas, inmunoliposomas, conjugados de policatién:acido nucleico, DNA descubierto).

Usando los métodos de la invencion, puede lograrse que una célula de vertebrado tenga una capacidad de pro-
liferacion aumentada o hasta sea inmortalizada y mantenida indefinidamente en el cultivo. En una realizacidn, las
células son mamiferas, con células humanas preferidas para muchas aplicaciones. Los ejemplos de células humanas
que pueden inmortalizarse incluyen aquellas incluidas en el Cuadro 3.

Se reconocerd que los ensayos de “diagndstico” de la invencidn descritos abajo pueden usarse para identificar y
caracterizar las células inmortalizadas de la invencion.

TABLA 3
Células humanas en las cuales la expresion de hTRT puede aumentarse
Células Epiteliales Queratinizantes
queratinocito de epidermis (célula epidérmica de diferenciacién)
célula basal de epidermis (célula impulsora)
queratinocito de ufias de manos y pies
célula basal de la matriz de la ufia (célula impulsora)
células de cafia pilosa

medulares, corticales, cuticulares; células envolventes de raiz de cabello, cuticulares, de capa de Huxley, ex-
ternas de capa de Henle; célula de la matriz del cabello (célula impulsora)

Células de Epitelios de Barrera Estratificados Himedos

célula epitelial superficial del epitelio escamoso estratificado de la lengua, cavidad oral, es6fago, canal anal, uretra
distal, vagina

célula basal de estos epitelios (célula impulsora)
célula del epitelio externo de la cérnea
célula del epitelio urinario (revistiendo la vesicula y conductos urinarios)
Células Epiteliales Especializadas para Secrecion Exocrina
células de gldndula salival
célula mucosa (secrecion rica en polisacarido)
célula serosa (secrecion rica en enzimas de glicoproteina)
célula de la glandula de von Ebner en la lengua (secrecién que fluye sobre las papilas gustativas)
célula de la glandula mamaria, secretando leche
célula de la glandula lagrimal, secretando lagrimas
célula de la glandula ceruminosa del oido, secretando cerumen
célula de la gldndula sudoripara ecrina, secretando glicoproteinas (célula obscura)
célula de la gldndula sudoripara ecrina, secretando moléculas pequefias (célula clara)
célula de la gldndula sudoripara apocrina (secrecién odorifera, sensible a la hormona sexual)
célula de la glandula de Moll en el parpado (gldndula sudoripara especializada)
célula de la glandula sebacea, secretando sebo rico en lipidos
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célula de la glandula de Bowman en la nariz (secrecién que fluye sobre el epitelio olfativo)
célula de la glandula de Brunner en el duodeno, secretando solucién alcalina de moco y enzimas

célula de la vesicula seminal, secretando componentes del fluido seminal, incluyendo fructosa (como combustible para
nadar el esperma)

célula de la glandula prostatica, secretando otros componentes del fluido seminal
célula de la glandula bulbouretral, secretando moco
célula de la glandula de Bartholin, secretando lubricante vaginal
célula de la glandula de Littré, secretando moco
célula del endometrio del ttero, secretando principalmente carbohidratos
célula caliciforme aislada del sistema respiratorio y digestivo, secretando moco
célula mucosa del revestimiento del estémago
célula cimégena de la gldndula géstrica, secretando pepsinégeno
célula oxintica de la gldndula géstrica, secretando HCI
célula acinosa del pancreas, secretando enzimas digestivas y bicarbonato
célula de Paneth del intestino delgado, secretando lisozima
neumocito tipo II del pulmén, secretando tensioactivo
célula Clara del pulmén
Células Especializadas para Secrecion de Hormonas
células de pituitaria anterior, secretando

hormona de crecimiento, hormona folicular, hormona luteinizante, prolactina, hormona adrenocorticotrépica
y hormona tiroidea

célula de pituitaria intermedia, secretando hormona melanocitostimulante
células de pituitaria posterior, secretando oxitocina, vasopresina
células de intestino, secretando
serotonina, endorfina, somatostatina, gastrina, secretina, colecistocinina, insulina y glucagén
células de la gldndula tiroides, secretando
hormona tiroidea, calcitonina
células de la glandula paratiroides, secretando
hormona paratiroidea, célula oxifila
células de la glandula suprarrenal, secretando
epinefrina, norepinefrina y hormonas esteroides;
mineralocorticoides
glucocorticoides
células de génadas, secretando

testosterona (célula de Leydig de teste)
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estrégeno (células tecales internas del foliculo ovérico)

progesterona (célula del cuerpo liteo del foliculo ovarico quebrado)
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células del aparato yuxtaglomerular del rifién
célula yuxtaglomerular (secretando renina)

célula macula densa

célula peripolar

célula de mesangio

Células Absorbentes Epiteliales en Intestino, Gldandulas Exocrinas y Sistema Urogenital

célula de margen de cepillo del intestino (con microvellosidades)

célula de conducto estriado de glandulas exocrinas
célula epitelial de la vesicula biliar

célula de margen de cepillo del tibulo proximal del rifién
célula del tibulo distal del rifién

células no ciliadas de ductulus efferens

célula principal de epididimo

célula basal epididimo

Células Especializadas para Metabolismo y Almacenamiento

hepatocito (célula del higado)
células grasas

grasa blanca

grasa café

lipocito del higado

Células Epiteliales que sirven Principalmente como una Funcion de Barrera, Revistiendo el Pulmon, Intestino,

Gldndulas Exocrinas y Sistema Urogenital

neumocito tipo I (revistiendo el espacio aéreo del pulmén)

célula del conducto pancreatico (célula centroacinosa)

célula del conducto no estriado de la gldndula sudoripara,

célula parietal del glomérulo del rifién

podocito del glomérulo del rifién

glandula salival, glindula mamaria

célula de segmento delgado del asa de Henle (en el rifién)

célula del conducto de recoleccion (en el rifién)

célula del conducto de la vesicula seminal, gldndula prostatica
Células Epiteliales Revistiendo las Cavidades Corporales Internas Cerradas
células endoteliales vasculares de vasos sanguineos y vasos linfaticos
fenestradas
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continuas

esplénicas

célula sinovial (revistiendo las cavidades de las articulaciones, secretando principalmente dcido hialurénico)

célula serosal (revistiendo cavidades peritoneales, pleurales y pericardicas)
célula escamosa revistiendo el espacio perilinfatico del oido
células revistiendo el espacio endolinfatico del oido

célula escamosa

células columnares del saco endolinfético

con microvellosidades
sin microvellosidades

célula “obscura”

célula de la membrana vestibular (pareciendo célula del plexo coroideo)

célula basal stria vascularis

célula marginal stria vascularis

célula de Claudius

célula de Boettcher
célula del plexo coroideo (secretando fluido cerebroespinal)
célula escamosa de pia-aracnoidea
células del epitelio ciliar del ojo

pigmentadas

no pigmentadas
célula “endotelial” de la cérnea

Células Ciliadas con Funcion Impulsora

del sistema respiratorio
del oviducto y del endometrio del ttero (en hembra)

de rete testis y ductulus efferens (en macho)

del sistema central nervioso (célula de epéndimo revistiendo las cavidades del cerebro)

Células Especializadas para la Secrecion de Matriz Extracelular
epiteliales:

ameloblasto (secretando esmalte de diente)

célula planum semilunatum del aparato vestibular del oido (secretando proteoglucano)

célula interdental del 6rgano de Corti (secretando “membrana’ tectorial cubriendo las células del cabello del

6rgano de Corti

no epiteliales (tejido conectivo)
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fibroblastos (varios de tejido conectivo suelto, de la cérnea, del tenddn, del tejido reticular de la médula 6sea,

pericito de vaso capilar de la sangre

célula nucleus pulposus de disco intervertebral

cementoblasto/cementocito (secretando cemento 6seo de raiz de diente)

odontoblasto/odontocito (secretando dentina de diente)
condrocitos

de cartilago hialino, de fibrocartilago, de cartilago elastico
osteoblasto/osteocito

célula osteoprogenitora (célula impulsora de osteoblastos)
hialocito de cuerpo vitreo de ojo

célula estrellada del espacio perilinfatico de oido

Células Contrdctiles

células del musculo esquelético

rojas (lentas)

blancas (rdpidas)

intermedias

fusiformes musculares - bolsa nuclear
fusiformes musculares - cadena nuclear

célula satélite - (célula impulsora)

células del musculo del corazén

ordinarias
nodales

fibra de Purkinje

células del musculo liso

células mioepiteliales

de iris

de glandulas exocrinas

Células del Sistema Sanguineo e Inmune

glébulo rojo de la sangre

megacariocito

macréfagos

monocito
macréfago del tejido conectivo (varios)
célula de Langerhans (en epidermis)
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osteoclasto (in hueso)
célula dendritica (en tejidos linfoides)
célula microglial (en el sistema central nervioso)
neutrdfilo
eosinéfilo
basdfilo
célula cebada
linfocito T
célula ayudante T
célula supresora T
célula destruidora T
linfocito B
IeM
1gG
IgA
IgE
célula destruidora
células impulsoras para el sistema sanguineo e inmune (varias)

Transductores Sensorios

fotoreceptores
bastoncillo
conos
sensibles al azul
sensibles al verde
sensibles al rojo
oido

célula pilosa interior del 6rgano de Corti

célula pilosa exterior del 6rgano de Corti
aceleracién y gravedad

célula pilosa tipo I del aparato vestibular de oido

célula pilosa tipo II del aparato vestibular de oido
gusto

célula de papila gustativa tipo II
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olfato

neurona olfativa

célula basal de epitelio olfativo (célula impulsora para neuronas olfativas)

pH sanguineo

célula corporal carétida

tipo I
tipo II
tacto
célula Merkel de epidermis
neuronas sensorias primarias especializadas para el tacto
temperatura
neuronas sensorias primarias especializadas para la temperatura
sensible al frio
sensible al calor
dolor

neuronas sensorias primarias especializadas para el dolor
configuraciones y fuerzas en el sistema locomotor
neuronas sensorias primarias propioceptivas
Neuronas Autonomas
colinérgicas
adrenérgicas

peptidérgicas

Células de Soporte de los Organos Sensorios y de Neuronas Periféricas

Células de soporte del 6rgano de Corti
célula pilar interior
célula pilar exterior
célula falangiana interior
célula falangiana exterior
célula de margen
célula de Hensen
célula de soporte del aparato vestibular
célula de soporte de papila gustativa (célula de papila gustativa tipo I)
célula de soporte de epitelio olfativo

célula de Schwann
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célula satélite (encapsulando células nerviosas periféricas)
célula entérica glial
Neuronas y Células Gliales del Sistema Central Nervioso
neuronas
células glial
astrocito
oligodendrocito
Células de Cristalino
células epiteliales anteriores del cristalino
fibra del cristalino (célula conteniendo cristalino)
Células del Pigmento
melanocito, célula epitelial retinal pigmentada
Células Germinales
0ogonio/oocito
espermatocito
espermogonia (célula impulsora para espermatocito)
Células Nodrizas
célula de foliculo ovdrico
célula de Sertoli (en teste)
célula epitelial de timo
Células Impulsoras
célula impulsora embridnica
célula germinal embridnica
célula impulsora adulta
célula impulsora fetal
IX. Ensayos de diagnostico
A) Introduccion
1) Ensayos TRT
La presente invencion ofrece una amplia variedad de ensayos para la TRT, de preferencia la hTRT, y la telomerasa.
Estos ensayos proporcionan, entre otras cosas, la base para los ensayos sensibles, no costosos, convenientes y amplia-
mente aplicables, para la diagnosis y prognosis de cierto niimero de enfermedades del ser humano, de las cuales el
céncer es un ejemplo ilustrativo. Como se indic6 anteriormente, los productos del gene de hTRT (proteina y mRNA)
por lo general se encuentran en un nimero elevado en las células humanas inmortales en relacién con la mayoria de las
células mortales normales (es decir, las células de telomerasa negativa y la mayoria de las células somdticas de adultos
normales de telomerasa positiva). Por lo tanto, en un aspecto, la invencién proporciona ensayos utiles para detectar o
medir la presencia, ausencia o cantidad de un producto del gene de 1a hTRT en una muestra de, o que contenga, células
humanas u otras células mamiferas o eucariéticas para caracterizar las células como inmortales (como por ejemplo

una célula de tumor maligno) o mortal (como por ejemplo la mayoria de las células somaticas normales en los adultos)
0 como telomerasa positiva o negativa.
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Cualquier condicién caracterizada por la presencia o ausencia de un producto del gene de la hTRT (es decir, pro-
teina 0 mRNA) puede diagnosticarse utilizando los métodos y los materiales descritos en la presente. Estos incluyen,
tal como se describe de manera mas completa posteriormente, cancer, otras enfermedades de proliferaciéon celular
acelerada, trastornos inmunoldgicos, fertilidad, infertilidad, y otras. Ademds, debido a que el grado al cual se eleva
la actividad de la telomerasa en las células del cancer esta correlacionado con las caracteristicas del tumor, como el
potencial metastético, puede utilizarse el monitoreo de los niveles de hTRT, mRNA o proteina para calcular y predecir
la progresion probable a futuro de un tumor.

En un aspecto, los métodos de diagndstico y progndstico de la invencidn vinculan la determinacion de si un
producto del gene de la TRT humana estd presente en una muestra biolégica (por ejemplo, de un paciente). En un
segundo aspecto, la abundancia del producto del gene de la hTRT en una muestra bioldgica (por ejemplo, de un
paciente) se determina y se compara con la abundancia en una muestra de control (por ejemplo, células o tejidos
normales). En un tercer aspecto, se determina la localizacién celular o intracelular de un producto del gene de la h'TRT
en una muestra de célula o tejido. En un cuarto aspecto, las células huésped (por ejemplo, del paciente) se someten
a un ensayo para identificar los dcidos nucléicos con secuencias caracteristicas de una propensidad hereditaria para
la expresion del gene de la hTRT anormal (cantidad, regulacién o producto anormal), como el que se utiliza para la
clasificacién genética o la asesoria genética. Ensayos pueden ser utilizados para detectar la presencia de anticuerpos
anti-hTRT (por ejemplo, en el suero del paciente). Los métodos descritos posteriormente con algunos detalles son
indicativos de los ensayos exitosos que pueden llevarse a cabo utilizando las secuencias y las relaciones presentadas
en esta invencion. Sin embargo, muchas otras variaciones u otras aplicaciones de estos ensayos serdn aparentes para
aquellas personas con capacidad ordinaria en la técnica en vista de esta presentacion.

Se reconocerd que, a pesar de que los ensayos presentados a continuacion estdn en términos de métodos de diag-
néstico y progndstico, estos pueden utilizarse cuando tenga que detectarse, cuantificarse o caracterizarse un gene de
hTRT, un producto del gene o una variante. Por lo tanto, por ejemplo, los métodos de “diagndstico” descritos a con-
tinuacién son utiles para los ensayos de la hTRT o la telomerasa durante la produccién y purificacién de la hTRT o
telomerasa humana, para la caracterizacidn de las lineas celulares derivadas de las células humanas (por ejemplo, para
identificar lineas inmortales), para la caracterizacion de células, animales no humanos, plantas, hongos, bacterias u
otros organismos que incluyan un gene de TRT humana o un producto del gene (o fragmentos del mismo).

Tal como se utiliza en la presente, el término “diagndstico” tiene su significado usual de identificar la presencia
o naturaleza de una enfermedad (por ejemplo, cdncer), una condicioén (por ejemplo, infértil, activada). o estado (por
ejemplo, fértil), y el término “progndstico” tiene su significado usual de predecir el desarrollo probable y/o resultado
de una enfermedad o condicidn. A pesar de que estos dos términos se utilizan de formas de alguna manera diferentes
en el ambiente clinico, se entenderd que cualquiera de los ensayos o formatos de ensayos presentados posteriormente
en referencia al “diagnosis” son igualmente adecuados para la determinacién de la prognosis porque se ha establecido
adecuadamente que los niveles mas altos de actividad de la telomerasa estdn asociados con prognosis mds débiles para
los pacientes de cancer, y porque la presente invencion proporciona métodos de deteccion especificos para la hTRT,
que se expresa a niveles que se correlacionan estrechamente con la actividad de la telomerasa en una célula.

2) Diagnosis y prognosis del cdncer

La determinacion del nivel de un gene de la hTRT, mRNA o proteina arriba del rango normal o estdndar indica la
presencia de células de telomerasa positiva, o inmortales, de las cuales ciertas células tumorosas son ejemplos. Debido
a que ciertas células embridnicas y fetales, asi como ciertas células impulsoras adultas, expresan la telomerasa, la pre-
sente invencién también proporciona métodos para determinar otras condiciones, como por ejemplo el embarazo, por
medio de la deteccién o aislamiento de las células fetales de telomerasa positiva de la sangre materna. Estos valores
pueden utilizarse para llevar a cabo, o ayudar a llevar a cabo un diagndstico, atin cuando las células no hayan sido
clasificadas como cancerosas o detectadas o clasificadas de cualquier otra forma utilizando los métodos tradicionales.
Por lo tanto, los métodos de la presente invencidn permiten la deteccion o verificacidon de condiciones cancerosas o de
otro tipo, asociadas con la telomerasa con una mayor confianza, y por lo menos en algunos casos en etapas iniciales.
Los ensayos para la invencién permiten la discriminacién entre diferentes clases y grados de tumores humanos u otras
enfermedades de proliferacion celular proporcionando ensayos cuantitativos para el gene de la hTRT y los productos
del gene, y de esta manera facilitan la seleccion de regimenes de tratamiento adecuados y diagndsticos precisos. Ade-
mas, debido a que los niveles de actividad de la telomerasa pueden utilizarse para distinguir entre los tumores malignos
y benignos (por ejemplo, Patente de los Estados Unidos N° 5,489,508; Himaya y colaboradores, 1997, Procedimiento
de la Asociacién Norteamericana de Investigacién del Cancer 38:637), para predecir la inmanencia de invasién (por
ejemplo, Patente de los Estados Unidos N° 5,639,613; Yashima y colaboradores, 1997, Procedimiento de la Asociacién
Norteamericana de Investigacién del Cancer 38:326), y para correlacionar con el potencial metastatico (por ejemplo,
Patente de los Estados Unidos N° 5,648,215; Pandita y colaboradores, 1996, Procedimiento de la Asociacion Nortea-
mericana de Investigacion del Cancer 37:559), estos ensayos serdn utiles para la profilaxis, deteccion y tratamiento de
una amplia variedad de cdnceres humanos.

Para la prognosis de los cénceres (u otras enfermedades o condiciones caracterizadas por una telomerasa elevada),
se determina un valor de progndstico del producto del gene de la hTRT (mRNA o proteina) o la actividad para un tipo
de tumor en particular, clase o grado, tal como se describe a continuacién. Los niveles de la hTRT, proteina 0o mRNA
o la actividad de la telomerasa en un paciente también pueden ser determinados (por ejemplo, utilizando los ensayos
presentados en la invencién) y comparados con el nivel del progndstico.
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Dependiendo del ensayo utilizado, en algunos casos la abundancia de un producto del gene de la hTRT en una
muestra, serd considerada como elevada cuando sea detectable por el ensayo. Debido a la baja abundancia de hTRT,
mRNA y proteina incluso en las células de telomerasa positiva, y a la rareza o no existencia de estos productos del
gene en células normales o de telomerasa negativa, se requieren ensayos sensibles para detectar el producto del gene
de Ia hTRT si estd presente de hecho en las células normales. Si se seleccionan ensayos menos sensibles, los productos
del gene de la hTRT no podrin detectarse en tejido sano, pero serdn detectables en el cdncer de telomerasa positiva
u otras células de telomerasa positiva. Por lo general, la cantidad de producto del gene de la hTRT en una muestra
elevada es de por lo menos aproximadamente cinco, con frecuencia por lo menos aproximadamente diez, con mayor
frecuencia de por lo menos aproximadamente 50, y con mucha frecuencia por lo menos aproximadamente de 100 a
1000 veces mas que los niveles en las células de control de telomerasa negativa o células de tejido sanos en un adulto,
donde el porcentaje de células normales de telomerasa positiva es muy bajo.

Los métodos de diagndstico y progndstico de la presente invencion pueden emplearse con cualquier tipo de célula
o tejido de cualquier origen, y pueden utilizarse para detectar una célula inmortal o neopldstica, o un tejido tumoroso,
o cancer, de cualquier origen. Los tipos de cdncer que pueden detectarse incluyen, pero no se limitan a, todos aquellos
enlistados anteriormente en la discusién sobre aplicaciones terapéuticas de la hTRT.

Los ensayos de la invencién también son utiles para monitorear la eficacia de la intervencién terapéutica en pacien-
tes que son tratados con regimenes anticancerosos. Los regimenes anticancerosos que pueden monitorearse incluyen
todos los tratamientos aprobados actualmente (incluyendo la quimioterapia, terapia de radiacion y cirugfa) y también
incluyen tratamientos que serdn aprobados en el futuro, como las terapias de inhibicién o activacion de la telomerasa
tal como se describe en la presente. (Consultar por ejemplo, Publicacién PCT N° 96/01835 y 96/40868 y la Patente de
los Estados Unidos N° 5,583,016; todas las cuales se incorporan por referencia en su totalidad).

En otro aspecto, los ensayos descritos posteriormente son ttiles para detectar ciertas variaciones en la secuencia
del gene de la hTRT (mutaciones y alelos de la hTRT hereditarios) que indican una predileccién para el cancer u
otras condiciones asociadas con la regulacién anormal de la actividad de la telomerasa (infertilidad, envejecimiento
prematuro).

3) Diagnostico de condiciones diferentes al cdncer

Ademds del diagndstico de cdnceres, los ensayos de la presente invencidn tienen varias otras aplicaciones. La pre-
sente invencidn proporciona reactivos y métodos de diagnosis de condiciones o enfermedades caracterizadas por una
expresion insuficiente o excesiva de telomerasa o productos del gene de la h'TRT en las células. En los adultos, un
nivel bajo de actividad de la telomerasa se encuentra normalmente en un complemento limitado de células somaticas
humanas normales, por ejemplo, células impulsoras, linfocitos activados y células germinales y estd ausente de otras
células somaticas. De esta manera, la deteccion de hTRT o actividad de la telomerasa en las células en donde esta
normalmente ausente o inactiva, o la deteccion a niveles anormales (es decir, mds arriba o mas abajo que lo normal) en
las células en las que la hTRT estd normalmente presente a un nivel bajo (como por ejemplo, las células impulsadoras,
linfocitos activados y células germinales), pueden diagnosticarse en una enfermedad o condicién relacionada con la
telomerasa, o utilizarse para identificar o aislar un tipo especifico de célula (es decir, para aislar las células impulsa-
doras). Los ejemplos de estas enfermedades y condiciones incluyen: enfermedades de proliferacion celular, trastornos
inmunoldgicos, infertilidad, enfermedades de funcién celular inmune, embarazo, anormalidades fetales, envejecimien-
to prematuro y otros. Ademds, los ensayos de la invencidn son ttiles para monitorear la efectividad de la intervencién
terapéutica (incluyendo, pero sin limitarse a, los medicamentos que modulan la actividad de la telomerasa) en un
paciente o en un ensayos basado en células o animales.

En un aspecto, la invencién proporciona ensayos ttiles para el diagndstico de la infertilidad. Las células germinales
humanas (por ejemplo, células de espermatogonios, sus progenitores o descendientes) son capaces de una proliferacién
indefinida y se caracterizan por una actividad alta de la telomerasa. Los niveles anormales de productos o niveles
disminuidos de productos del gene de la hTRT pueden dar como resultado una produccién inadecuada o anormal
de espermatozoides, lo que producird infertilidad o trastornos en la reproduccién. De acuerdo con esto, la invencién
proporciona ensayos (métodos y reactivos) para la diagnosis y el tratamiento de trastornos reproductivos “basados en
la telomerasa”. De manera similar, los ensayos pueden utilizarse para monitorear la eficacia de los anticonceptivos
(por ejemplo, los anticonceptivos masculinos) que se enfocan en o afectan indirectamente la produccién de esperma
(y que reducirian los niveles de la hTRT o actividad de la telomerasa).

En otro aspecto, la invencién proporciona ensayos para el andlisis de los niveles y funcién de la telomerasa y
la hTRT en las células germinales, células fetales, células embriénicas, linfocitos activados y células germinales he-
matopoyéticas. Por ejemplo, los ensayos para la deteccion del producto del gene de la h'TRT pueden utilizarse para
monitorear la funcién inmune por lo general (por ejemplo, monitoreando la prevalencia de los linfocitos activados o
la abundancia de células impulsoras progenitoras), para identificar o seleccionar o aislar los linfocitos activados o las
células impulsoras (en base a los niveles de la hTRT elevados), y para monitorear la eficacia de las intervenciones tera-
péuticas que se enfocan en estos tejidos (por ejemplo, agentes inmunosupresores o intentos terapéuticos para extender
una poblacién de células impulsoras).

Ensayos pueden ser utilizados para la identificacion de inmunoglobulinas anti-telomerasa y anti-TRT (que se en-
cuentran en el suero de un paciente). Los materiales y ensayos descritos en la presente invencién pueden ser utilizados
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para identificar los pacientes en los que se encuentran estos anticuerpos autoinmunes, permitiendo el diagnéstico y el
tratamiento de la condicion asociada con las inmunoglobulinas.

4) Monitoreo de las células en el cultivo

Los ensayos descritos en la presente invencion también son Utiles para monitorear la expresion de los productos
del gene de la hTRT y la caracterizacién de los genes de la hTRT en las células ex vivo o in vitro. Como los niveles de
hTRT elevados son caracteristicos de las células inmortalizadas, los ensayos de la invencién pueden ser utilizados, por
ejemplo, para clasificar, o para identificar, las células inmortalizadas o para identificar un agente capaz de mortalizar las
células inmortalizadas inhibiendo la expresion o funcién de la hTRT. Por ejemplo, el ensayo serd qtil para identificar
las células inmortalizadas por la expresién aumentada de la hTRT en la célula, por ejemplo, mediante la expresion
de una hTRT recombinante o mediante la expresiéon aumentada de una hTRT codificada de manera endégena (por
ejemplo, mediante la activacién del promotor).

De manera similar, estos ensayos pueden utilizarse para monitorear la expresion de la hTRT en las células o
animales transgénicos (por ejemplo, levadura o células humanas que contienen un gene de la hTRT). En particular, los
efectos de ciertos tratamientos (por ejemplo, la aplicacién de antagonistas de la telomerasa conocidos o putativos) en
los niveles de la hTRT en células humanas y no humanas que expresan la hTRT de la invencién, pueden utilizarse para
identificar los medicamentos utiles y los candidatos del medicamento (por ejemplo, medicamentos moduladores de la
actividad de la telomerasa).

B) Valores normales, del diagndstico y del progndstico

Pueden llevarse a cabo ensayos para la presencia o la cantidad de los productos del gene de la h'TRT y los resultados
pueden interpretarse en una variedad de formas, dependiendo del formato del ensayo, la naturaleza de la muestra que
se estd sometiendo a ensayo y la informacién buscada. Por ejemplo, la abundancia de estado continuo de los productos
del gene de la hTRT es tan baja en la mayoria de los tejidos somdticos humanos que no es detectable por ciertos
ensayos. Ademds, por lo general no existe actividad de telomerasa en las células de estos tejidos, lo que facilitaba
la verificacién de la actividad. Por el contrario, la proteina de hTRT y/o el mRNA de hTRT o la telomerasa es lo
suficientemente abundante en otros tejidos de telomerasa positiva, por ejemplo, los tumores malignos, de tal forma
que esta misma puede detectarse utilizando los mismos ensayos. Incluso en aquellos tipos de células somadticas en
las cuales pueden detectarse normalmente los niveles bajos de la actividad de la telomerasa (por ejemplo, células
impulsoras y ciertas células del sistema hematopoyético activado), los niveles del mRNA de hTRT vy la actividad de
la telomerasa son una pequefia fraccion (por ejemplo, calculada en aproximadamente 1% o menos) de los niveles en
las células inmortales; por lo tanto, las células inmortales y mortales pueden distinguirse facilmente a través de los
métodos de la presente invencion. Podra apreciarse que, cuando se utiliza un ensayo “menos sensible”, la deteccién
pura del producto del gene de la hTRT en una muestra bioldgica puede en si ser diagnéstica, sin el requerimiento
de andlisis adicionales. Ademas, a pesar de que los ensayos descritos posteriormente pueden llevarse a cabo de una
manera exquisitamente sensible, también pueden, si se desea, realizarse de una manera menos sensible (por ejemplo,
a través de una eleccidn juiciosa de amortiguadores, condiciones de lavado, nimeros de redondeos de amplificacion,
reactivos y/o la eleccién de amplificadores de sefial). De esta manera, puede designarse virtualmente cualquier ensayo
para que detecte los productos del gene de la hTRT sélo en las muestras bioldgicas en las que estén presentes a una
concentracion particular, por ejemplo, una concentracién mds alta que en el tejido sano u otro tejido de control. En
este caso, cualquier nivel detectable del mRNA de hTRT o de la proteina serd considerado como elevado en células
del tejido somdtico humano post-natal (que no sean las células hematopoyéticas y otras células impulsoras).

Sin embargo, en algunos casos, serd deseable establecer valores normales o de linea base (o rangos) para los
niveles de expresion del producto del gene de la hTRT, particularmente cuando se utilizan ensayos muy sensibles
capaces de detectar niveles muy bajos de los productos del gene de la hTRT que pudieran estar presentes en las
células somdticas normales. Pueden determinarse niveles normales de expresion o productos de expresiéon normal
para cualquier poblacién en particular, subpoblacién, o grupo de organismos de acuerdo con los métodos estandares
conocidos para las personas capacitadas en la técnica y empleando los métodos y reactivos de la invencién. Por lo
general, los niveles de la linea base (normales) de la proteina de la hTRT o el mRNA de la hTRT son determinados
mediante la cuantificacién de la cantidad de proteina y/o el mRNA de la hTRT en las muestras bioldgicas (por ejemplo,
fluidos, células o tejidos) obtenidas de sujetos normales (sanos), por ejemplo, un sujeto humano. Para ciertas muestras
y propdsitos, podriamos desear cuantificar la cantidad del producto del gene de la hTRT en una base por célula, o
por célula tumorosa. Para determinar la celularidad de una muestra, podemos medir el nivel de un producto del gene
expresado constitutivamente u otro producto del gene expresado en niveles conocidos en las células del tipo del cual
se tomo la muestra. De manera alternativa, los valores normales de la proteina de la hTRT o el mRNA de la hTRT
pueden determinarse cuantificando la cantidad de RNA/proteina de hTRT en las células o tejidos que se sabe que estdn
sanos, que se obtienen del mismo paciente del cual se recolectaron las células enfermas (o posiblemente enfermas) o
de un individuo sano. De manera alternativa, los niveles de la linea base pueden definirse en algunos casos como el
nivel presente en las células somaticas humanas no inmortales en el cultivo. Es posible que los valores normales (linea
base) puedan diferir de cierta forma entre los diferentes tipos de células (por ejemplo, los niveles del mRNA de h'TRT
serdn mas altos en los testiculos que en el rifion), o de acuerdo con la edad, sexo, o condicién fisica de un paciente. De
esta manera, por ejemplo, cuando se utiliza un ensayo para determinar cambios en los niveles de la hTRT asociados
con el cancer, las células utilizadas para determinar el rango normal de la expresion del producto del gene de la hTRT,
pueden ser las células de personas de la misma edad o de edad diferente, dependiendo de la naturaleza del estudio. La
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aplicacién de métodos estadisticos estdndares utilizados en la genética molecular permite la determinacién de niveles
de expresion de linea base, asi como también permite la identificacién de desviaciones significativas de los niveles de
la linea base mencionados.

Al llevar a cabo los métodos de diagndstico y prognéstico de la invencidn, tal como se describié anteriormente,
algunas veces sera util referirse a los valores de “diagnéstico” y de “progndstico”. Tal como se utiliza en la presente
invencion, el “valor de diagndstico” se refiere a un valor que estd determinado para el producto del gene de la hTRT
detectado en una muestra que, al compararse con un rango normal (o de “linea base”) del producto del gene de 1a h'TRT
indica la presencia de una enfermedad. La enfermedad puede estar caracterizada por una actividad alta de la telomerasa
(por ejemplo, cancer), la ausencia de actividad de la telomerasa (por ejemplo, infertilidad) o algtn valor intermedio.
El “valor de progndéstico” se refiere a una cantidad del producto del gene de la h'TRT detectado en un tipo de célula
dada (por ejemplo, una célula de tumor maligno) que es consistente con un diagndstico y un prognéstico particular
para la enfermedad (por ejemplo, cancer). La cantidad (incluyendo una cantidad de cero) del producto del gene de la
hTRT detectada en una muestra se compara con el valor del prognéstico para la célula de tal forma que la comparacién
relativa de los valores indica la presencia de la enfermedad o el probable resultado de la progresién de la enfermedad
(por ejemplo, cancer). En una forma de realizacion, por ejemplo, para evaluar la prognosis del tumor, se recolectan
datos para obtener una correlacion estadisticamente significativa de los niveles de la h'TRT con diferentes clases o
grados de tumor. Se establece un rango predeterminado de niveles de la hTRT para la misma muestra de célula o tejido
obtenida a partir de sujetos que tienen resultados clinicos conocidos. Se realiza un nimero suficiente de mediciones
para producir un valor estadisticamente significativo (o rango de valores) con el cual se realizara la comparacion. El
rango predeterminado de los niveles de la hTRT o actividad para una muestra de célula o tejido dado puede utilizarse
entonces para determinar un valor o rango para el nivel del producto del gene de la hTRT que se correlacionaria con
una prognosis favorable (o menos desfavorable) (por ejemplo, un “nivel bajo” en el caso del cdncer). También puede
determinarse de manera similar un rango correspondiente a un “nivel alto” correlacionado con una (o mds) prognosis
desfavorables en el caso del cancer. El nivel del producto del gene de la hTRT a partir de una muestra bioldgica (por
ejemplo, la muestra de un paciente) puede de esta manera ser determinado y comparado con los rangos altos y bajos y
pueden utilizarse para predecir un resultado clinico.

A pesar de que la discusion anterior se refiere al cdncer para ilustrar el ejemplo, se entendera que los valores de
diagndstico y progndstico también podran determinarse para otras enfermedades (por ejemplo, enfermedades de proli-
feracion celular) y condiciones y que, para las enfermedades o condiciones que no sean cancer, puede correlacionarse
un nivel “alto” con el resultado deseado y puede correlacionarse un nivel “bajo” con un resultado desfavorable. Por
ejemplo, algunas enfermedades pueden caracterizarse por una deficiencia (por ejemplo, nivel bajo) en la actividad
de la telomerasa en las células impulsoras, linfocitos activados o las células de la linea germinal. En estos casos, los
niveles “altos” de productos del gene de la hTRT en relacion con las células de edad y/o tipo similar (por ejemplo, de
otros pacientes u otros tejidos en un paciente en particular) pueden correlacionarse con un resultado favorable.

Podra apreciarse que los métodos del ensayo no requieren necesariamente la medicion de los valores absolutos
de la hTRT, a menos que se desee, debido a que los valores relativos con suficientes para muchas aplicaciones de los
métodos de la presente invencion. Cuando se desea la cuantificacidn, la presente invencién proporciona reactivos, de
tal forma que puede utilizarse virtualmente cualquier método conocido para cuantificar los productos del gene.

Los ensayos de la invencién también pueden utilizarse para evaluar la eficacia de un régimen de tratamiento te-
rapéutico particular en estudios de animales, en pruebas clinicas, o en el monitoreado del tratamiento de un paciente
individual. En estos casos, puede ser deseable establecer la linea base para el paciente antes de iniciar la terapia y re-
petir los ensayos una o mds veces a lo largo del curso del tratamiento, por lo general en una base regular, para evaluar
si los niveles de la hTRT se estdn moviendo hacia el punto final deseado (por ejemplo, la expresién reducida de la
hTRT cuando el ensayo es para el cancer) como resultado del tratamiento.

Una persona capacitada en la técnica apreciard que, ademads de la cantidad o abundancia de los productos del gene
de la hTRT, también pueden identificarse patrones de expresioén anormal o variante (por ejemplo, cantidades anormales
de los variantes de empalme del RNA) o productos de expresidon anormal o variante (por ejemplo, transcripciones
mutadas, polipéptidos sin sentido o truncados) mediante una comparacién con los niveles de expresion normales y los
productos de expresion normales. En estos casos, la determinacién de “normal” o “linea base” implica la identificacién
de organismos y/o tejidos sanos (es decir, organismos y/o tejidos sin desregulacién de la expresion de la hTRT o
desarrollo neopléstico) y la medicién de los niveles de expresion de los productos del gene de la hTRT variante (por
ejemplo, variantes del empalme), o la secuenciacién o deteccién del gene de la hTRT, el mRNA, o el cDNA transcrito
inverso para obtener o detectar variaciones tipicas (normales) de la secuencia. La aplicacién de los métodos estadisticos
estandares utilizados en la genética molecular permite la determinacién de desviaciones significativas a partir de los
niveles de la linea base mencionados.

C) Deteccion y cuantificacion de los productos del gene de la TRT

Tal como se ha enfatizado en la presente invencidn, los productos del gene de la hTRT se encuentran por lo
general en la mayoria de las células somdticas normales en niveles extremadamente bajos. Por ejemplo, el mRNA
que codifica la proteina de la hTRT es extremadamente raro o ausente en todos los tipos de células con telomerasa
negativa estudiados hasta la fecha. En las células inmortales, como por ejemplo las células 293, el mRNA de la hTRT
puede estar presente en s6lo aproximadamente 100 copias por célula, mientras que las células somaticas normales
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pueden tener incluso una o cero copias por célula. Por lo tanto, serd aparente que, cuando se desean ensayos altamente
sensibles para los productos del gene de la hTRT, algunas veces se tendrd la ventaja de incorporar tecnologias de
amplificacion de sefiales o de objetivo dentro del formato del ensayo. Consultar, por ejemplo, Plenat y colaboradores,
1997, Patologia An. 17:17 (amplificacion de sefiales de tiramida de fluoresceinilo); Zehbe y colaboradores, 1997,
Boletin de Patologia, 150:1553 (deposicién del informador catalizado); otras referencias enlistadas en la presente (por
ejemplo, para la amplificacion de sefiales del bDNA, para la PCR y otros formatos de amplificacién objetivo); y otras
técnicas conocidas en la técnica.

Tal como se indicé anteriormente, con frecuencia es innecesario cuantificar el mRNA de la hTRT o la proteina en
los ensayos presentados en esta invencion, porque la deteccién de un producto del gene de la hTRT (bajo condiciones
del ensayo en las que el producto no sea detectable en el control, por ejemplo, las células de telomerasa negativa)
es en si suficiente para un diagndstico. Como otro ejemplo, cuando los niveles del producto encontrados en una
prueba (por ejemplo, un tumor) y las muestras de control (por ejemplo, una célula sana) se comparan directamente, la
cuantificacion puede ser superflua.

Sin embargo, cuando se desee, las cantidades del producto del gene de la hTRT medido en los ensayos descri-
tos en la presente invencién pueden describirse en una variedad de formas, dependiendo del método de medicién y
conveniencia. Por lo tanto, las cantidades normales, el diagndstico, el prognéstico, las cantidades altas o bajas de mR-
NA/proteina de la hTRT, pueden expresarse como unidades estdndares de peso por cantidad de muestra bioldgica (por
ejemplo, picogramos por gramo de tejido, picogramos por células 10'?), como un nimero de moléculas por cantidad
de muestra bioldgica (por ejemplo, transcripciones/célula, moles/célula), como unidades de actividad por célula o por
otra cantidad unitaria, o0 mediante métodos similares. La cantidad del producto del gene de la hTRT también puede
expresarse en relacion a la cantidad de otra molécula; los ejemplos incluyen: niimero de transcripciones de la hTRT en
la muestra/nimero de transcripciones del rRNA 28S en la muestra; nanogramos de proteina de la hTRT/nanogramos
de proteina total; y similares.

Al medir los productos del gene de la hTRT en dos (o mas) muestras diferentes, algunas veces sera ttil tener una
base comtin de comparacidn para las dos muestras. Por ejemplo, al comparar una muestra de tejido normal y una
muestra de tejido canceroso, pueden compararse cantidades equivalentes del tejido (por peso, volumen, nimero de
células, etc.). De manera alternativa, pueden utilizarse equivalentes de una molécula del marcador (por ejemplo, 28S
rRNA, hTR, actividad de la telomerasa, longitud del telémero, actina). Por ejemplo, la cantidad de proteina de la hTRT
en una muestra de tejido sano que contiene 10 picogramos de 28S rRNA puede compararse con una muestra de un
tejido enfermo que contiene la misma cantidad de 28S rRNA.

También serd reconocido por aquellas personas capacitadas en la técnica que virtualmente cualquiera de los ensa-
yos descritos en la presente puede designarse como cuantitativo. Por lo general, una cantidad o fuente conocida de un
producto del gene de la hTRT (por ejemplo, producido utilizando los métodos y las composiciones de la invencién) se
utiliza para calibrar el ensayo.

En ciertas formas de realizacion, se seleccionan formatos del ensayo que detecten la presencia, ausencia o abun-
dancia de un alelo de la hTRT o un producto del gene en cada célula en una muestra (0 en un muestreo representativo).
Los ejemplos de estos formatos incluyen aquellos que detectan una sefial mediante histologia (por ejemplo, inmuno-
histoquimica con intensificacién de sefal o pasos de amplificacién intensificadores del objetivo) o el anélisis de células
activado por fluorescencia o clasificacidn celular (FACS). Estos formatos tienen ventajas particulares cuando tratan
con una poblacién de células altamente heterogéneas (por ejemplo, que contiene tipos de células multiples en las que
s6lo uno o unos cuantos tipos poseen niveles de hTRT elevados, o una poblacién de células similares que expresen la
telomerasa a niveles diferentes).

D) Recoleccion de muestras

El gene de la hTRT o el producto del gene (es decir, el mRNA o el polipéptido) se detecta y/o se cuantifica
de preferencia en una muestra bioldgica. Estas muestras incluyen, pero sin limitarse a, células (incluyendo células
enteras, fracciones de células, extractos de células y células cultivadas o lineas de células), tejidos (incluyendo la
sangre, células sanguineas (por ejemplo, glébulos blancos) y muestras de tejidos como por ejemplo las muestras de
biopsia con aguja fina (por ejemplo, de la préstata, seno, tiroides, etc.)), fluidos corporales (por ejemplo, orina, saliva,
fluido amnidtico, sangre, fluido peritoneal, fluido pleural, semen) o células recolectadas de lo anterior (por ejemplo,
células de la vesicula de la orina, linfocitos de la sangre), medios (de las células cultivadas o las lineas de células), y
lavados (por ejemplo, de la vesicula y el pulmdén). Las muestras bioldgicas también pueden incluir secciones de tejidos
como por ejemplo, las secciones congeladas tomadas para propdsitos histoldgicos. Para el diagndstico y progndstico
del céncer, se obtendrd una muestra de un tejido o un tumor canceroso o precanceroso o sospechoso de ser canceroso.
Algunas veces serd conveniente congelar una muestra bioldgica para un andlisis posterior (por ejemplo, al monitorear
la eficacia de los tratamientos medicinales).

En algunos casos, las células o tejidos pueden fraccionarse antes del andlisis. Por ejemplo, en una biopsia de
tejido de un paciente, puede utilizarse un clasificador de células (por ejemplo, un clasificador de células activado con
fluorescencia) para clasificar las células de acuerdo con caracteristicas tales como la expresién de un antigeno en la
superficie (por ejemplo, un antigeno especifico de un tumor) de acuerdo con métodos conocidos.
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A pesar de que la muestra por lo general se toma de un paciente humano o una linea celular, pueden utilizarse
los ensayos para detectar los genes homdlogos de la hTRT o los productos del gene en muestras de otros animales.
De manera alternativa, los genes de la hTRT y los productos del gene pueden someterse a un ensayo en animales u
organismos transgénicos que expresen una secuencia de dcido nucleico o proteina de TRT humana.

La muestra puede ser pretratada seglin sea necesario mediante la dilucién en un concentrado o solucién amor-
tiguadora apropiada, si se desea. Puede utilizarse cualquier de cierto nimero de soluciones amortiguadoras acuosas
estandares, que empleen uno de una variedad de amortiguadores, como el fosfato amortiguador Tris, o similares, con
un pH fisiolégico.

Una “muestra bioldgica” obtenida de un paciente puede referirse ya sea como “muestra biolégica” o una “muestra
del paciente”. Podra apreciarse que el andlisis de una “muestra del paciente” no requiere necesariamente el retiro de
células o tejido del paciente. Por ejemplo, los agentes de enlace de la hTRT etiquetados adecuadamente (por ejemplo,
anticuerpos o acidos nucleicos) pueden inyectarse a un paciente y visualizarse (cuando estdn enlazados al objetivo)
utilizando una tecnologia de reproduccién de imdgenes estandares (por ejemplo, CAT, NMR, y similares).

E) Ensayos del dcido nucleico

En una forma de realizacién, esta invencion proporciona los métodos para detectar y/o cuantificar la expresién de
los mRNAs de la h'TRT (incluyendo el empalme o los variantes de la secuencia y los alelos alternativos). En una forma
de realizacion alternativa, la invencién proporciona métodos para detectar y analizar los genes de la h'TRT normales
o anormales (o fragmentos de los mismos). La forma de estos ensayos cualitativos o cuantitativos incluye, pero no se
limita a, ensayos basados en la amplificacién con o sin amplificacién de sefiales, ensayos basados en la hibridacion,
y ensayos de amplificacién-hibridacién en combinacién. Las personas capacitadas en la técnica apreciardn que la
distincion entre hibridacién y amplificacién se hace tinicamente por conveniencia: tal como se ilustra en los ejemplos
posteriores, muchos formatos del ensayo implican elementos tanto de la hibridacién como de la amplificacién, de tal
forma que la categorizacién se considera en cierta forma arbitraria en algunos casos.

1) Preparacion de dcidos nucleicos

En algunas formas de realizacidn, los ensayos de 4cidos nucleicos se llevan a cabo con una muestra de 4cido nu-
cleico aislado de la célula, tejido, organismo o linea celular que se somete a prueba. El dcido nucleico (por ejemplo,
DNA genémico, RNA o cDNA)puede “aislarse” de la muestra de acuerdo con cualquiera de cierto nimero de méto-
dos perfectamente conocidos por aquellas personas capacitadas en la técnica. En este contexto, “aislado” se refiere a
cualquier separacion de las especies u objetivo que serd detectado de cualquier otra sustancia en la mezcla, pero no
indica necesariamente un grado significativo de purificacion del objetivo. Una persona capacitada en la técnica apre-
ciard que, cuando tengan que detectarse alteraciones en el niimero de copia del gene de la h'TRT, el DNA gendmico es
el objetivo que debe ser detectado. Por el contrario, cuando tienen que detectarse los niveles de expresion de un gene
o genes, el RNA es el objetivo que debe ser detectado en un ensayo basado en el dcido nucleico. En una forma de
realizacién preferida, la muestra del acido nucleico es el mRNA total (es decir, poli(A)* RNA) en una muestra biol6-
gica. Los métodos para aislar los dcidos nucleicos son bastante conocidos para las personas capacitadas en la técnica y
se describen, por ejemplo, en Tijssen, P. ed. de TECNICAS DE LABORATORIO EN BIOQUIMICA Y BIOLOGIA
MOLECULAR: HIBRIDACION CON SONDAS DE ACIDO NUCLEICO, PARTE I. TEORIA Y PREPARACION
DEL ACIDO NUCLEICO, Elsevier, N.Y. (1993) Capitulo 3, que se incorpora a la presente invencién por referencia.
En una forma de realizacion, el dcido nucleico total se afsla a partir de una muestra dada utilizando un método de
extraccion de guanidinio-fenol-cloroformo 4cido y el mRNA poli(A)* se afsla por medio de una cromatografia de
columna de oligo-dT o utilizando cuentas magnéticas (dT)n (consultar, por ejemplo, Sambrook y colaboradores, y
Ausubel y colaboradores, mencionado anteriormente).

En formas de realizacion alternativas, no es necesario aislar los dcidos nucleicos (por ejemplo, el RNA total o
poli(A)*) de la muestra bioldgica antes de llevar a cabo la amplificacion, hibridacién u otros ensayos. Estas formas
de realizacién tienen ciertas ventajas cuando tiene que medirse el RNA de la hTRT, ya que reduce la posibilidad de
pérdida del mRNA de la hTRT durante el aislamiento y el manejo. Por ejemplo, varias técnicas de amplificacién como
la PCR y la RT-PCR definidas anteriormente, pueden llevarse a cabo utilizando células permeabilizadas (muestras
histoldgicas y andlisis de FACS), células lisadas completas, o fracciones de células crudas como por ejemplo ciertos
extractos de células. De preferencia, se toman en consideracion pasos para preservar la integridad del 4cido nucleico
objetivo (por ejemplo, el mRNA) si es necesario (por ejemplo, afiadidura de inhibidores de RNAasa). Los ensayos de
amplificacion e hibridacion también pueden llevarse a cabo in sifu, por ejemplo, en las secciones de tejido delgado de
una muestra de biopsia o de una monocapa celular (por ejemplo, células sanguineas o células de cultivo de un tejido
no agregado). La amplificacién también puede llevarse a cabo en una célula completa intacta o en células fijas. Por
ejemplo, pueden llevarse a cabo los métodos de amplificacién de PCR, RT-PCR o LCR, tal como se conocen en la
técnica, in situ, por ejemplo, utilizando una polimerasa o una ligasa, un iniciador o iniciadores, y trifosfatos de (desoxi)
ribonucledsidos (si se emplea una polimerasa) y una transcriptasa inversa e iniciador (si se va a transcribir el RNA
y se va a detectar el cDNA) sobre células fijas, permeabilizadas, o microinyectadas para amplificar el DNA o RNA
de la hTRT objetivo. Las células que contienen RNA de la hTRT (por ejemplo, las células de telomerasa positiva) o
una secuencias del DNA de la hTRT de interés pueden detectarse de esta manera. Este método con frecuencia es util
cuando se emplean dNTPs etiquetados de manera fluorescente, iniciadores, u otros componentes en conjunto con la
microscopia, el andlisis de FACS o su equivalente.
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2) Ensayos basados en la amplificacion

En una forma de realizacién, los ensayos de la presente invencién son ensayos basados en la amplificacién para
la deteccidn de un gene de la hTRT o un producto del gene. En un ensayo basado en la amplificacion, todo o una
parte de un gene de la h'TRT o transcripcién (por ejemplo, mRNA o cDNA; en lo sucesivo también referido como
“objetivo”) se amplifica, y el producto de la amplificacién se detecta posteriormente de manera directa o indirecta.
Cuando no existe un gene o un producto del gene implicito para actuar como molde, no se produce el producto de
la amplificacién (por ejemplo, del tamafio esperado), o la amplificacién no es especifica y por lo general no existe
un producto de la amplificacién tnico. En contraste, cuando el gene o el producto del gene implicito estd presente,
la secuencia objetivo se amplifica, proporcionando una indicacién de la presencia y/o cantidad del gene implicito o
mRNA. Los ensayos basados en la amplificacién del objetivo son bastante conocidos por las personas capacitadas en
la técnica.

La presente invencion comprende la utilizacién de una amplia variedad de iniciadores y sondas para la deteccién
de los genes de la h'TRT y los productos del gene. Estos iniciadores y sondas son lo suficientemente complementarios
para el gene de la h'TRT o el producto del gene para someter a hibridacién el dcido nucleico objetivo. Los iniciadores
son por lo general de por lo menos 6 bases de longitud, cominmente de aproximadamente 10 y aproximadamente
100 bases, por lo general entre aproximadamente 12 y aproximadamente 50 bases, y con frecuencia entre aproxima-
damente 14 y aproximadamente 25 bases de longitud. Una persona con capacidades en la técnica, después de haber
revisado la presente invencion, podrd, utilizando los métodos de rutina, seleccionar iniciadores para amplificar todo,
o cualquier parte del gene de la hTRT o el producto del gene, o distinguir entre productos del gene variantes, alelos
de la hTRT, y similares. La Tabla 2 enlista los iniciadores ilustrativos ttiles para la amplificacién mediante la PCR de
la hTRT, o regiones o productos del gene de la hTRT especificos. Tal como se conoce en la técnica, los oligémeros
sencillos (por ejemplo, Patente de los Estados Unidos N° 5,545,522), los conjuntos inclusivos de oligémeros, o incluso
una agrupacién degenerada de oligémeros pueden emplearse para la amplificacion, por ejemplo, tal como se ilustra
mediante la amplificacién del cDNA de la TRT del Tetrahymena tal como se describe posteriormente.

La invencién proporciona una variedad de métodos para la amplificacion y la deteccidon de un gene de la hTRT o
un producto del gene, incluyendo la reaccién en cadena de la polimerasa (incluyendo todas las variantes, por ejemplo,
la PCR de transcriptasa inversa; el Sistema de Amplificacién Sunrise (Oncor, Inc., Gaithersburg MD); y varios otros
conocidos en la técnica). En una forma de realizacion ilustrativa, la amplificacién mediante PCR se lleva a cabo en una
solucién de ul que contiene la muestra del d4cido nucleico (por ejemplo, el cDNA obtenido a través de la transcripcion
inversa del RNA de la hTRT), 100 uM en cada dANTP (dATP, dCTP, dGTP y dTTP; Pharmacia LKB Biotechnology,
NY), el iniciador de la PCR especifico de la hTRT, 1 unidad/polimerasa Taq (Perkin Elmer, Norwalk CT), 1x de
amortiguador de la PCR (50 mM de KCl, 10 mM de Tris, pH 8.3 a temperatura ambiental, 1.5 mM de MgCl,, 0.01%
de gelatina) con el recorrido de la amplificacién durante aproximadamente 30 ciclos a 94° durante 45 segundos, 55°
durante 45 segundos y 72° durante 90 segundos. Sin embargo, tal como se apreciard, pueden realizarse diferentes
variaciones para perfeccionar la amplificacién de la PCR para cualquier reaccion en particular.

Otros métodos de amplificacién de objetivos adecuados incluyen la reaccién en cadena de la ligasa (LCR; por
ejemplo, Wu y Wallace, 1989, Genémica 4:560; Landegren y colaboradores, 1988, Ciencia, 241: 1077, Barany, 1991,
Procedimientos Cientificos de la Academia Nacional E.U.A., 88: 189 y Barringer y colaboradores, 1990, Genes,
89:117); amplificacién por desplazamiento de filamentos (SDA; por ejemplo, Walker y colaboradores, 1992, Proce-
dimientos Cientificos de la Academia Nacional E.U.A., 89: 392-396); amplificacién por transcripcién (por ejemplo,
Kwoh y colaboradores, 1989, Procedimientos Cientificos de la Academia Nacional E.U.A., 86: 1173); duplicacién de
secuencia autosostenida (3SR; por ejemplo, Fahy y colaboradores, 1992, Aplicacién de Métodos de la PCR, 1: 25,
Guatelli y colaboradores, 1990, Procedimientos Cientificos de la Academia Nacional E.U.A., 87: 1874); la amplifi-
cacion basada en la secuencia del 4cido nucleico (NASBA, Cangene, Mississauga, Ontario; por ejemplo, Compton,
1991, Naturaleza, 350:91); el sistema de amplificacién basado en la transcripcién (TAS); y el sistema de duplicacién
de secuencia autosostenida (SSR). Cada una de las publicaciones antes mencionadas se incorporan en la presente por
referencia. Una variante til de la PCR es la PCR ELISA (por ejemplo, Boehringer Mannheim Cat. N° 1 636 111)
en donde se incorpora la digoxigenina-dUTP dentro del producto de la PCR. La mezcla de la reaccion de la PCR
se desnaturaliza y se somete a hibridacioén con un oligonucleédtido etiquetado con biotina disefiado para templarse en
una secuencia interna del producto de la PCR. Los productos de la hibridacién se inmovilizan en placas recubiertas
de estreptavidina y se detectan utilizando anticuerpos de anti-digoxigenina. Los ejemplos de técnicas suficientes para
dirigir a personas capacitadas en la técnica a través de los métodos de amplificacién in vitro se encuentran en TEC-
NOLOGIA DE LA PCR: PRINCIPIOS Y APLICACIONES PARA LA AMPLIFICACION DEL DNA, H. Erlich,
Ed. Freeman Press, Nueva York, NY (1992); PROTOCOLOS DE LA PCR: UNA GUIA PARA LOS METODOS Y
APLICACIONES, eds. Innis, Gelfland, Snisky y White, Academic Press, San Diego, CA (1990); Mattila y colabora-
dores, 1991, Investigacion de Acidos Nucleicos, 19:4967; Eckert y Kunkel, (1991) METODOS Y APLICACIONES
DE LA PCR, 1: 17; PCR, eds. McPherson, Quirkes y Taylor, IRL Press, Oxford; Patentes de los E.U.A. N° 4,683,195,
4,683,202 y 4,965,188; Barringer y colaboradores, 1990, Gene, 89:117; Lomell y colaboradores, 1989, Boletin de
Quimica Clinica, 35:1826, cada una de las cuales se incorpora a la presente invencion para todos los propdsitos.

Los productos amplificados pueden analizarse directamente, por ejemplo, por tamafio conforme a lo determina-
do por la electroféresis con gel; mediante la hibridacién a un acido nucleico objetivo inmobilizado sobre un soporte
sdlido como por ejemplo una cuenta, membrana, portaobjetos o microplaqueta; mediante la secuenciacién; inmuno-
l6gicamente, por ejemplo, mediante la PCR-ELISA, mediante la deteccion de una sefial fluorescente, fosforescente o
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radioactiva; o por medio de cualquier de una variedad de otros medios conocidos. Por ejemplo, un ejemplo ilustrati-
vo de un método de deteccidn utiliza los iniciadores de la PCR aumentados con circuitos de horquillas enlazados a
la fluoresceina y un 4cido benzoico derivado que sirve como extinguidor, de tal forma que la fluorescencia se emite
unicamente cuando los iniciadores se desdoblan para enlazar sus objetivos y se presenta la duplicacién.

Debido a que el mRNA de la hTRT se expresa por lo general como una transcripcion extremadamente rara, pre-
sente a niveles muy bajos incluso en las células de telomerasa positiva, con frecuencia es conveniente optimizar o
incrementar la sefial resultante del paso de la amplificacién. Una forma de hacer esto es aumentando el nimero de
ciclos de la amplificacién. Por ejemplo, a pesar de que 20-25 ciclos son adecuados para la amplificacion de la mayor
parte de los mRNAs utilizando la reaccién en cadena de la polimerasa bajo condiciones de reaccién estdndares, la
deteccién del mRNA de la hTRT en muchas muestras puede requerir tantos como 30 a 35 ciclos de amplificacion, de-
pendiendo del formato de la deteccién y la eficiencia de la amplificacién. Podra reconocerse que la seleccidn juiciosa
de las condiciones de la amplificacién, incluyendo el niimero de ciclos de amplificacion, puede utilizarse para designar
un ensayo que da como resultado una producto de la amplificacién s6lo cuando existe una cantidad del objetivo del
umbral en la muestra de prueba (es decir, de tal forma que sélo las muestras con un nivel alto de mRNA de la h'TRT
proporcionen un resultado “positivo”). Ademds, se sabe que los métodos incrementan la sefial producida por la am-
plificacion de la secuencia del objetivo. Los métodos para aumentar la capacidad de detectar el objetivo amplificado
incluyen el sistema de amplificacién de sefiales como: la amplificacién de sefiales del DNA ramificado (por ejemplo,
Patente de los Estados Unidos N° 5,124,246; Urdea, 1994, Bio/Tecnologia, 12:926); el sistema de amplificacién de
sefiales de tiramida (TSA) (Du Pont); la amplificacién de sefales cataliticas (CSA; Dako); los sistemas de Q Beta
Replicasa (Tyagi y colaboradores, 1996, Procedimientos Cientificos de la Academia Nacional E.U.A., 93:5395); o
similares.

Una persona capacitada en la técnica se dard cuenta de que sea cual sea el método de amplificacion que se utilice,
pueden emplearse una variedad de métodos cuantitativos conocidos en la técnica si se desea realizar la cuantificacion.
Por ejemplo, cuando se desee, dos o mds polinucledtidos pueden co-amplificarse en una sola muestra. Este método
puede utilizarse como un método conveniente para cuantificar la cantidad del mRNA de la hTRT en una muestra,
porque las reacciones de transcripcidn inversa y de amplificacion se llevan a cabo en la misma reaccién para un
polinucleétido objetivo y de control. La coamplificacién del polinucleétido de control (por lo general presente en una
concentracién o nimero de copia conocida) puede utilizarse para la normalizacién con el nimero de células en la
muestra en comparacion con la cantidad de la hTRT en la muestra. Los polinucleétidos de control adecuados para
las reacciones de la amplificacion incluyen el DNA, el RNA expresado a partir de los genes de mantenimiento, los
genes expresados de manera constitutiva, y los RNAs sintetizados in vitro o los DNAs agregados a la mezcla de la
reaccion. Los polinucleétidos de control endégenos son aquellos que ya estdn presentes en la muestra, mientras que los
polinucleétidos de control exdgenos se agregan a una muestra, creando una reaccion “con inflorescencia de espigas”.
Los RNAs de control que se ilustran incluyen el RNA de S-actina, el RNA de GAPDH, los snRNAs, la hTR y el
rRNA 28S expresado de manera endégena (consultar Khan y colaboradores, 1992, Carta Neurociencia, 147:114). Los
polinucleétidos de control exdgenos incluyen un cM AW 106 sintético, que puede sintetizarse como un filamento de
sentido a partir de pAW 106 por medio de la polimerasa T7. Podra apreciarse que para que el método de coamplificacién
sea util para la cuantificacion, los polinucleétidos de control y de objetivo deben por lo general amplificarse ambos
en un rango lineal. Los protocolos detallados para la PCR cuantitativa pueden encontrarse en PROTOCOLOS DE
LA PCR, UNA GUIA PARA LOS METODOS Y APLICACIONES, Innis y colaboradores, Academic Press Inc.,
N.Y., (1990); y Ausubel y colaboradores, mencionado anteriormente (Unidad 15) y Diaco, R. (1995) Cons1derac1ones
Pricticas para el Disefio de Ensayos de PCR Cuantitativos, en ESTRATEGIAS DE LA PCR, p. 84-108, Innis y
colaboradores, eds. Academic Press, Nueva York.

Dependiendo de la secuencia del estdndar endégeno o exdgeno, pueden utilizarse diferentes conjuntos de iniciado-
res para la reaccion de la coamplificacién. En un método, denominado amplificacién competitiva, la PCR cuantitativa
implica la coamplificacién de manera simultdnea de una cantidad conocida de una secuencia de control utilizando los
mismos iniciadores utilizados para la amplificacién del 4cido nucleico objetivo (un par de dos iniciadores). En una
forma de realizacién alternativa, conocida como competencia no competitiva, la secuencia de control y la secuencia
de objetivos (por ejemplo, el cDNA de la hTRT) se amplifican utilizando diferentes iniciadores (es decir, dos pares
de dos iniciadores). En otra forma de realizacién alternativa, llamada amplificacién semicompetitiva, se utilizan tres
iniciadores, uno de los cuales es especifico de la hTRT, otro es especifico del control y otro es capaz de templar ambas
secuencias de objetivo y de control. La amplificacién semicompetitiva se describe en la Patente de los Estados Unidos
N° 5,629,154, que se incorpora a la presente invencidn por referencia.

3) Ensayos basados en la hibridacion
a) Aspectos generales

Las personas capacitadas en la técnica conocen una variedad de métodos para la medicion especifica del DNA y
el RNA utilizando las técnicas de hibridacion del 4dcido nucleico (consultar Sambrook y colaboradores, mencionado
anteriormente). Los ensayos basados en la hibridacién se refieren a ensayos en los cuales se somete a hibridacién un
acido nucleico de sonda para producir un 4cido nucleico objetivo. Por lo general, las sondas de hibridacion del acido
nucleico utilizadas en la invencidn son total o sustancialmente idénticas a una secuencia contigua de la secuencia del
RNA o el gene de la h'TRT. De preferencia, las sondas del 4dcido nucleico son por lo menos de aproximadamente 10
bases, con frecuencia de por lo menos aproximadamente 20 bases, y algunas veces de por lo menos aproximadamente
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200 bases o mas de longitud. Los métodos para seleccionar las secuencias de la sonda del dcido nucleico para utilizarse
en la hibridacién del 4cido nucleico se discuten en Sambrook y colaboradores, mencionado anteriormente. En algunos
formatos, por lo menos o el objetivo o la sonda se inmovilizan. El dcido nucleico inmovilizado puede ser el DNA, el
RNA o algtn otro oligo- o poli-nucleétido, y puede incluir nucledtidos de ocurrencia natural o no natural, andlogos de
nucledtidos, o columnas vertebrales. Estos ensayos pueden encontrarse en cualquiera de varios formatos incluyendo:
manchados Southern, Northern, de puntos y de aberturas, disposiciones de polinucledtidos u oligonucledtidos de alta
densidad (por ejemplo, GeneChipsO Affymetrix), varillas de aforar, pasadores, microplaquetas o cuentas. Todas estas
técnicas son bastante conocidas en la técnica y son la base de muchos paquetes de diagndstico disponibles comercial-
mente. Las técnicas de hibridacién se describen por lo general en Hames y colaboradores, ed. HIBRIDACION DEL
ACIDO NUCLEICO, UN ENFOQUE PRACTICO, IRL Press, (1985); Gall y Pardue Procedimientos Cientificos de
la Academia Nacional, E.U.A., 63:378-383 (1969); y John y colaboradores, Naturaleza, 223:582-587 (1969).

Las personas capacitadas en la técnica conocen una variedad de formatos de hibridacién del dcido nucleico. Por
ejemplo, un formato comun es la hibridacion directa, en la que un dcido nucleico objetivo se hibrida en una sonda
complementaria, etiquetada. Por lo general, los dcidos nucleicos etiquetados se utilizan para la hibridacién, donde la
etiqueta proporciona la sefial detectable. Un método para evaluar la presencia, ausencia o cantidad del mRNA de la
hTRT es llevar a cabo una transferencia Northern del RNA a partir de una muestra y realizar la hibridacién de una
sonda del acido nucleico especifico de la hTRT etiquetada, de acuerdo con lo ilustrado en el Ejemplo 2. Tal como fue
indicado anteriormente, el mRNA de la hTRT, cuando estd de hecho presente, aparece en cantidades muy pequefas
en la mayoria de las células. Por lo tanto, cuando se utiliza la hibridacién Northern, con frecuencia serd conveniente
utilizar un paso de amplificacién (o, de manera alternativa, grandes cantidades del RNA de inicio). Un método util
para evaluar la presencia, ausencia o cantidad del DNA que codifica las proteinas de la hTRT en una muestra, implica
llevar a cabo una transferencia Southern del DNA a partir de una muestra y realizar la hibridacién de una sonda del
acido nucleico especifico de la hTRT etiquetada.

Otros formatos de hibridaciéon comunes incluyen los ensayos de sdndwich y los ensayos de competencia o de
desplazamiento. Los ensayos de sandwich son ensayos de hibridacién tutiles comercialmente para detectar o aislar
las secuencias del dcido nucleico. Estos ensayos utilizan un dcido nucleico de “captura” inmovilizado de manera
covalente a un soporte sélido y un dcido nucleico de “sefial” etiquetado en solucién. La muestra bioldgica o clinica
proporcionard el 4cido nucleico objetivo. La sonda del dcido nucleico de “sefial” y del 4cido nucleico de “captura” se
hibrida con el 4cido nucleico objetivo para formar un complejo de hibridacién de “sandwich”. Para que sea efectiva,
el 4cido nucleico de sefial no puede hibridarse con el 4cido nucleico de captura.

b) Ensayos basados en microplaquetas y basados en portaobjetos

La presente invencion también proporciona ensayos de hibridacion basados en sonda para los productos del gene
de Ia hTRT que emplean disposiciones de oligonucleétidos o polinucleétidos inmovilizados en los cuales puede hi-
bridarse un 4cido nucleico de la hTRT (es decir, en algunos, pero por lo general no todos o incluso la mayoria, de los
oligo- o poli-nucledtidos inmovilizados). Las disposiciones de polinucledtidos o las disposiciones de oligonucleétidos
de alta densidad proporcionan un medio para detectar de manera eficiente la presencia y las caracteristicas (por ejem-
plo, la secuencia) de un dcido nucleico objetivo (por ejemplo, el gene de la hTRT, el mRNA o el cDNA). Se conocen
técnicas para producir disposiciones que contienen miles de oligonucleétidos complementarios para secuencias defini-
das, en ubicaciones definidas sobre una superficie utilizando técnicas fotolitogréaficas para la sintesis in situ (consultar,
por ejemplo, la Patente de los Estados Unidos N° 5,578,832; 5,556,752; y 5,510,270; Fodor y colaboradores, 1991,
Ciencia, 251:767; Pease y colaboradores, 1994, Procedimiento Cientifico de la Academia Nacional E.U.A. 91:5022;
y Lockhart y colaboradores, 1996, Biotec. de la Naturaleza, 14:1675) u otros métodos para la sintesis y deposicién
rdpidas de los oligonucleétidos definidos (Blanchard y colaboradores, 1996, Biosensores y Bioelectrénica 11:687).
Cuando se utilizan estos métodos, los oligonucleétidos (por ejemplo, 20-meros) de la secuencia conocida se sintetizan
directamente sobre una superficie como por ejemplo un portaobjetos de vidrio derivado. Por lo general, la disposicién
producida es redundante, teniendo que detectar varias sondas del oligonucle6tido en la microplaqueta especifica para
el polinucleétido de la hTRT.

Pueden designarse combinaciones de sondas del oligonucledtido para detectar de manera alternativa mRNAs em-
palmados, o para identificar cudl de diferentes alelos de la hTRT estd expresado en una muestra en particular.

En una forma de realizacion ilustrativa, se amplifica el cDNA preparado por medio de una transcripcién inversa
del RNA total a partir de una célula de prueba (por ejemplo, utilizando la PCR). Por lo general, el producto de la
amplificacién estd etiquetado, por ejemplo, mediante la incorporacién de una dNTP etiquetada de manera fluorescente.
Los cDNAs etiquetados se hibridan posteriormente a una microplaqueta que incluye las sondas de los oligonucle6tidos
complementarias para varias subsecuencias del gene de la hTRT. Las posiciones de la hibridacién son determinadas
(por ejemplo, de acuerdo con los métodos generales de Shalon y colaboradores, 1996, Investigacién de Genomas,
6:639 o de Schena y colaboradores, 1996, Investigaciéon de Genomas, 6:639), y la secuencia (u otra informacién) se
deduce del patrén de la hibridacion, a través de medios conocidos en la técnica.

En una forma de realizacion, dos muestras de cDNA, cada una etiquetada con un grupo fluorescente diferente, se
hibridan a la misma microplaqueta. La relacién de la hibridacién de cada muestra etiquetada para los sitios comple-
mentarios al gene de la hTRT se somete a ensayo posteriormente. Si ambas muestras contienen la misma cantidad de
mRNA de la hTRT, la relacién de las dos fluoritas serd de 1:1 (se podra apreciar que la sefial de las fluoritas puede

67



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2205 132 T3

necesitar ajuste para tomar en cuenta cualquier diferencia en la sensibilidad molar de las fluoritas). En contraste, si
una muestra es de un tejido sano (o de control) y la segunda muestra es de un tejido canceroso, la fluorita utilizada en
la segunda muestra serd la que predomine.

¢) Hibridacion in situ

Un medio alternativo para detectar la expresion de un gene que codifica una proteina de la hTRT es la hibrida-
cién in situ. Los ensayos de la hibridacion in situ son bastante conocidos y por lo general se describen en Angerer y
colaboradores, METODOS DE ENZIMOLOGIA, 152:649-660 (1987) y Ausubel y colaboradores, mencionado an-
teriormente. En un ensayo de hibridacién in sifu, las muestras de células o tejido se fijan a un soporte sélido, por
lo general en un estado permeabilizado, cominmente sobre un portaobjetos de vidrio. Las células se ponen en con-
tacto posteriormente con una solucién de hibridacién a una temperatura moderada para permitir el templado de las
sondas del 4cido nucleico etiquetado (por ejemplo, ribosondas etiquetadas como *S, sondas etiquetadas de manera
fluorescente) complementarias total o sustancialmente a la hTRT. La sonda libre se elimina mediante el lavado y/o la
digestion de la nucleasa, y la sonda de enlace se visualiza directamente en el portaobjetos mediante la autoradiografia
o técnicas de reproduccion de imdgenes apropiadas, tal como se conocen en la técnica.

4) Deteccion especifica de variantes

Tal como se indicé anteriormente y se ilustré en los Ejemplos (por ejemplo, Ejemplo 9), pueden seleccionarse
iniciadores o sondas de amplificacién para proporcionar productos de amplificacién que abarquen eliminaciones espe-
cificas, truncamientos e inserciones, facilitando de esta manera la deteccidon de variantes especificas o anormalidades
en el mRNA de la hTRT.

Un ejemplo de un producto del gene de la hTRT variante que puede detectarse es un RNA de la hTRT, como el
producto (ID DE SECUENCIA N° 4) descrito anteriormente y en el Ejemplo 9. La funcién bioldgica, si la hay, de la
(s) variante(s) (0182 no se conoce; sin embargo, la proteina de la hTRT truncada, codificada de manera putativa por la
variante, puede estar implicada en la regulacion de la actividad de la telomerasa, por ejemplo, mediante el ensamble de
una RNP de telomerasa no funcional que valore los componentes de la telomerasa. De manera alternativa, la regulacién
negativa de la actividad de la telomerasa podria lograrse dirigiendo el procesamiento del pre-RNA de la hTRT (mRNA
incipiente) en una manera tal que conduzca a la eliminacién del mRNA de longitud completa y reduzca los niveles
del mRNA de la hTRT e incremente los niveles del RNA de la hTRT de la A182. Por estas y otras razones es util
la capacidad para detectar las variantes A182. Ademads, algunas veces serd conveniente, en las muestras en las cuales
estén presentes dos especies de RNA de la hTRT (como el RNA de la hTRT de la A182 y el RNA de la hTRT que
codifica la proteina de la hTRT de longitud completa) comparar su abundancia relativa y/o absoluta.

La invencién proporciona una variedad de métodos para la deteccioén de variantes A182. Por ejemplo, la amplifica-
cion que emplea los pares del iniciador que abarcan la eliminacién del par de base 182, dard como resultado productos
de tamafios diferentes correspondientes a los RNAs de la hTRT eliminados y no eliminados, si ambos estdn presen-
tes, lo que puede distinguirse en base al tamafio (por ejemplo, mediante la electroféresis con gel). Los ejemplos de
los pares del iniciador utiles para amplificar la regiéon que abarca la eliminacién del 182 bp, incluyen el TCP1.14
y TCP1.15 (juego 1 del iniciador), o TCP1.25 y bTCP6 (juego 2 del iniciador) (consultar Tabla 2). Estos pares del
iniciador pueden utilizarse individualmente o en un experimento de la PCR inclusivo donde se utilice primero el juego
1 del iniciador. También serd aparente para las personas capacitadas en la técnica que los métodos de hibridacién (por
ejemplo, la hibridacién Northern) o los ensayos de proteccidon de la RNAsa que utilizan una sonda del 4cido nucleico
de la hTRT pueden utilizarse para detectar y distinguir las variantes del RNA de la hTRT.

Otro método adecuado incorpora la amplificacién de la PCR (o su equivalente) utilizando tres iniciadores. And-
logo al método de la PCR cuantitativo, semicompetitivo, descrito con mayor detalle anteriormente, un iniciador es
especifico para cada una de las especies del RNA de la hTRT (por ejemplo, tal como se ilustra en la Tabla 4) y un
iniciador es complementario para ambas especies (por ejemplo, TCP1.25 (2270-2288)). Un ejemplo de un iniciador
especifico para la ID DE LA SECUENCIA No:1 es aquel que se templa dentro de la secuencia del nucle6tido 182
(es decir, los nucleétidos 2345 al 2526 de la ID DE LA SECUENCIA No:1) por ejemplo, TCP1.73 (2465-2445). Por
ejemplo, un iniciador especifico para la ID DE LA SECUENCIA No:4 (una variante de A182) es aquel que se templa
en los nucledtidos 2358 a la 2339 de 1a ID DE LA SECUENCIA No:4 (es decir, el sitio correspondiente a la insercién
del nucleétido 182 en la ID DE LA SECUENCIA No:1). La abundancia absoluta de la especie del mRNA de la hTRT
de la A182 o su abundancia relativa en comparacion con las especies que codifican la proteina de la hTRT de longitud
completa, puede analizarse para su correlacion con el estado celular (por ejemplo, la capacidad de proliferacién inde-
finida). Se podrd apreciar que pueden seleccionarse varios otros iniciadores o métodos de amplificacién o deteccién
en base a esta presentacion.
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TABLA 4

Iniciadores ilustrativos

Iniciador especifico de la especie A182 (por ejemplo, ID DE LA SECUENCIA No 4):
5'-GGCACTGGACGTAGGACGTG-3
Iniciador especifico (TCP1.73) de la HTRT (ID DE LA SECUENCIA No 1):
5'-CACTGCTGGCCTCATTCAGGG-3
Iniciador comun (avance) (TCP1.25):
5-TACTGCGTGCGTCGGTATG-3'

Otros genes de la h'TRT de la variante o productos del gene que pueden detectarse incluyen aquellos caracterizados
por codones de paro prematuro, eliminaciones, sustituciones o inserciones. Las eliminaciones pueden detectarse por el
tamafio disminuido del gene, la transcripcion del mRNA, o el cDNA. De manera similar, pueden detectarse inserciones
por medio del tamafio incrementado del gene, la transcripcion del mRNA, o el cDNA. Las inserciones y eliminaciones
también podrian provocar cambios en la configuracién de lectura que conduce a los codones de paro prematuro o
las configuraciones de lectura abierta mds grandes. Las sustituciones, eliminaciones e inserciones también pueden ser
detectadas mediante la hibridacién de la sonda. Las alteraciones también pueden detectarse observando los cambios
en el tamaifio del polipéptido de la hTRT de la variante (por ejemplo, a través del analisis Western) o mediante la hibri-
dacién o la amplificacién especifica segtin sea adecuado. De manera alternativa, las mutaciones pueden determinarse
mediante la secuenciacidn del gene o el producto del gene de acuerdo con los métodos estandares. Ademds, y tal como
se indic6 anteriormente, los ensayos de amplificacion y las sondas de hibridacién pueden seleccionarse para enfocarse
en anormalidades particulares especificamente. Por ejemplo, pueden seleccionarse las sondas del 4cido nucleico o
los iniciadores de amplificacién que hibriden especificamente en o que amplifiquen, respectivamente, la regién que
abarca la eliminacion, sustitucidon o insercién. Cuando el gene de la hTRT contenga esta mutacion, la sonda ya sea
(1) no podré hibridarse o la reaccion de la amplificacién no proporcionara la amplificacién especifica o provocara un
cambio en el tamafo del producto de la amplificacién o la sefial de hibridacién; o (2) la sonda o la reaccioén de la
amplificaciéon comprende toda la eliminacién o cualquier extremo de la eliminacién (empalme de la eliminacién); o
(3) de manera similar, pueden seleccionarse sondas e iniciadores de la amplificacién que se enfoquen especificamente
en las mutaciones de puntos o inserciones.

5) Deteccion de alelos de la hTRT mutantes

Las mutaciones en el gene de la hTRT pueden ser responsables del inicio de la enfermedad o pueden contribuir a
una condicién enferma. Las alteraciones del DNA gendmico de la hTRT pueden afectar los niveles de la transcripcién
del gene, cambiar los residuos del aminodcido en la proteina de la hTRT, provocar la produccién de polipéptidos de la
hTRT truncada, alterar las vias de procesamiento previas del mRNA (que pueden alterar los niveles del mRNA de la
hTRT) y provocar también otras consecuencias.

Las alteraciones del DNA gendmico en los sitios que no son de hTRT también pueden afectar la expresion de la
hTRT o la telomerasa alterando las enzimas o los procesos celulares que son responsables de la regulacién de la h'TRT,
la hTR, y la expresién y procesamiento de la proteina asociada con la telomerasa, y el ensamble y transporte de la
RNP. Las alteraciones que afectan la expresion de la hTRT, el procesamiento, o el ensamble de la RNP podrian ser
importantes para la progresion del cancer, para las enfermedades de envejecimiento, para las enfermedades de dafio
del DNA y otras.

La deteccion de mutaciones en el mRNA de la hTRT o su gene y los elementos de control del gene puede lograrse
de acuerdo con los métodos de la presente invencién de varias formas. Los ejemplos ilustrativos incluyen los siguien-
tes: puede emplearse una clasificacién de iniciadores por términos técnicos; los iniciadores de la PCR se designan
como aquellos cuyo terminacién de 3’ se templa con los nucledtidos en un DNA de muestra (o0 RNA) que tienen una
probable mutacién. Si el DNA (6 RNA) es amplificado por los iniciadores, entonces la terminacién de 3’ se acopld
con los nucledtidos en el gene; si el DNA no estd amplificado, entonces una o ambas terminaciones no acoplaron
los nucleédtidos en el gene, indicando que se presenté una mutacién. Puede utilizarse un disefio de iniciador similar
para someter a ensayo las mutaciones por puntos que utilizan la Reaccion en Cadena de la Ligasa (LCR, descrita
con anterioridad). El polimorfismo de la longitud del fragmento de restricciéon, RFLP (Pourzand, c., Cerutti, P. (1993)
Res. Mutat. 288:113-121) es otra técnica que puede aplicarse en el método actual. Se sonded un manchado Sout-
hern de DNA gendmico humano digerido con varias enzimas de restriccién con una sonda especifica para la hTRT.
Las diferencias en el nimero o los tamafios de fragmentos entre la muestra y el control indican una alteracién de la
muestra experimental, por lo general una insercion o eliminacién. El polimorfismo de conformacién del filamento
unico, SSCP (Orrita, M., y colaboradores, (1989) PNAS EUA 86:2766-70) es otra técnica que puede aplicarse en
el presente método. El SSCP se basa en la migracioén diferencial del DNA de filamento tnico mutante y el de tipo
silvestre desnaturalizado (generado comtinmente por la PCR). El DNA de filamento tnico tomard una conformacién
tridimensional que es especifica de la secuencia. Las diferencias en la secuencia tan pequefias como un sencillo cam-
bio de base pueden dar como resultado un cambio de movilidad en un gel no desnaturalizado. El1 SSCP es uno de los
métodos de clasificacion de mutacién mas ampliamente utilizados debido a su sencillez. La Electroféresis con Gel del

69



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2205 132 T3

Gradiente de Desnaturalizacién, DGGE (Myers, R.M., Maniatis, T., y Lerman, L., (1987) Métodos de Enzimologia,
155: 501-527) es otra técnica que puede aplicarse en el presente método. La DGGE identifica las mutaciones en base
al comportamiento en la fusién del DNA de filamento doble. Se utiliza un equipo especializado de electroféresis de
desnaturalizacion para observar el perfil de la fusién de los DNAs experimental y de control: un DNA que contiene
una mutacién tendrd una movilidad diferente en comparacién con el control en estos sistemas de geles. Los ejem-
plos discutidos ilustran la metodologia empleada comtinmente; existen muchas otras técnicas que son conocidas por
aquellas personas capacitadas en la técnica y pueden aplicarse de acuerdo con las instrucciones de la presente.

F) Andlisis del cariotipo

La presente invencién proporciona ademds reactivos para el andlisis del cariotipo u otro andlisis cromosémico
utilizando sondas de la secuencia de la hTRT y/o detectando o localizando las secuencias del gene de la hTRT en
los cromosomas de un paciente humano, una linea de células humanas o una célula no humana. La amplificacién
(es decir, el cambio en el nimero de copia), la eliminacidn (es decir, la eliminacién parcial), la insercién, sustitucién
o los cambios en la ubicacién cromosémica (por ejemplo, la translocacién) de un gene de la hTRT pueden estar
correlacionadas con la presencia de una condicién patoldgica o una predisposicién para desarrollar una condicién
patoldgica (por ejemplo, cdncer).

Los inventores de la presente han determinado que, en las células humanas normales, el gene de la hTRT se
traza cerca del telomero del cromosoma Sp (consultar Ejemplo 5, mencionado posteriormente). El marcador de STS
mas cercano es el D5S678 (consultar la Figura 8). La ubicacién puede utilizarse para identificar los marcadores que
estan enlazados estrechamente al gene de la hTRT. Los marcadores pueden utilizarse para identificar los YACs, STSs,
cosmidos, BACs, fago lambda o P1, u otros clones que contienen secuencias genémicas de la hTRT o elementos
de control. Los marcadores o la ubicacién del gene pueden utilizarse para rastrear muestras de tejido humano para
evaluar alteraciones en la ubicacién normal del gene de la hTRT, la organizacion o la secuencia que se asocian con
la ocurrencia de un tipo de cancer o enfermedad. Esta informacion puede ser utilizada en una forma de diagndstico o
progndstico para la enfermedad o cancer implicado. Ademads, la naturaleza de cualquier alteracion al gene de la hTRT
puede ser informativa con respecto a la naturaleza por la cual las células se vuelven inmortales. Por ejemplo, un evento
de translocacién podria indicar que la activacién de la expresion de la h'TRT se presenta en algunos casos reemplazando
el promotor de la h'TRT por otro promotor que dirija la transcripcién de la hTRT de una manera adecuada. Los métodos
y reactivos de la invencidn de este tipo pueden utilizarse para inhibir la activaciéon de la hTRT. La ubicacién también
puede ser util para determinar la naturaleza de la represion del gene de la hTRT en células somdticas normales, por
ejemplo, si la ubicacidn es parte de la heterocromatina sin expresion. Los ensayos de hipersensibilidad de la nucleasa
para distinguir la heterocromatina y la eucromatina se describen por ejemplo, en Wu y colaboradores, 1979, Célula,
16:767; Groudine y Weintraub, 1982, Célula 30:131; Gross y Garrard, 1988, Revision Anual de Bioquimica, 57:159.

En una forma de realizacion, las alteraciones al gene de la hTRT se identifican mediante un andlisis del cariotipo,
utilizando cualquiera de una variedad de métodos conocidos en la técnica. Una técnica ttil es la hibridacién in situ
(ISH). Por lo general, cuando se utilizan las técnicas de la hibridacién in sifu para el andlisis del cariotipo, una sonda
detectable o etiquetada de manera detectable se hibrida a una muestra cromosémica in sifu para localizar una secuencia
del gene de la h'TRT. Por lo general, la ISH incluye uno o mds de los siguientes pasos: (1) fijacién del tejido, célula
u otra estructura biolégica que deba ser analizada; (2) tratamiento de prehibridacién de la estructura bioldgica para
incrementar la accesibilidad del DNA objetivo (por ejemplo, la desnaturalizacion con calor o élcali), y para reducir el
enlace no especifico (por ejemplo, mediante el bloqueo de la capacidad de hibridacién de las secuencias repetitivas,
por ejemplo, utilizando el DNA gendémico humano); (3) hibridacién de una o mas sondas del 4cido nucleico (por
ejemplo, dcidos nucleicos convencionales, PNAs, o sondas que contienen otros andlogos del dcido nucleico) al 4cido
nucleico en la estructura bioldgica o el tejido; (4) lavados posteriores a la hibridacién para eliminar los fragmentos
del acido nucleico no enlazados en la hibridacidn; y, (5) deteccién de los fragmentos del dcido nucleico hibridado.
Los reactivos utilizados en cada uno de estos pasos y condiciones para su uso, varian dependiendo de la aplicacién
en particular. Podra apreciarse que estos pasos pueden modificarse en una variedad de formas bastante conocidas para
aquellas personas capacitadas en la técnica.

En una forma de realizacién de la ISH, la sonda de la h'TRT se etiqueta con una etiqueta fluorescente (hibridacién
in situ fluorescente); (“FISH”). Por lo general, es conveniente utilizar una hibridacién in situ fluorescente con color
doble, en la que se utilicen dos sondas, cada una etiquetada con un tinte fluorescente diferente. Una sonda de la prueba
que se hibrida a la secuencia de la hTRT de interés estd etiquetada con un tinte, y una sonda de control que se hibrida
a una region diferente estd etiquetada con un segundo tinte. Un 4cido nucleico que se hibrida a una porcién estable del
cromosoma de interés, como la region del centromero, puede utilizarse como la sonda de control. De esta manera, se
puede dar cuenta de las diferencias entre la eficiencia de la hibridacién de una muestra a otra.

Los métodos de la ISH para detectar las anormalidades cromosémicas (por ejemplo, FISH) pueden realizarse en
cantidades de nanogramos de los 4cidos nucleicos del sujeto. Pueden utilizarse secciones del tumor o el tejido normal
embebido con parafina, al igual que material, tejidos o secciones frescas o congeladas. Como la FISH puede aplicarse
a material limitado, también pueden utilizarse preparaciones de contacto preparadas a partir de tumores primarios no
cultivados (consultar, por ejemplo, Kallioniemi y colaboradores, 1992, Citogenética, Genética Celular, 60: 190). Por
ejemplo, pueden utilizarse pequefias muestras de tejido de biopsia proveniente de tumores para las preparaciones de
contacto (consultar por ejemplo, Kallioniemi y colaboradores, mencionado anteriormente). También pueden analizarse
pequefios nimeros de células obtenidas a partir de una biopsia de aspiracién o células en los fluidos corporales (por
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ejemplo, sangre, orina, saliva y similares). Para el diagndstico prenatal, las muestras apropiadas incluirdn el fluido
amniotico, sangre materna, y similares. Los protocolos de hibridacién ttiles que pueden aplicarse a los métodos y a
los reactivos presentados aqui se describen en Pinkel y colaboradores, 1988, Procedimiento Cientifico de la Academia
Nacional E.U.A., 85:9138; EPO Pub. N° 430,402; Choo, ed., METODOS DE BIOLOGIA MOLECULAR VOL.
33: PROTOCOLOS DE HIBRIDACION IN SITU, Humana Press Totowa, Nueva Jersey, (1994); y Kallioniemi y
colaboradores, mencionado anteriormente.

Otras técnicas ttiles para el andlisis del cariotipo incluyen, por ejemplo, las técnicas como el manchado Southern
cuantitativo, la PCR cuantitativa, o la hibridacién genémica comparativa (Kallioniemi y colaboradores, 1992, Ciencia,
258:818), utilizando las sondas y los iniciadores de la hTRT de la invencion que pueden ser utilizados para identificar
la amplificacién, eliminacidn, insercidn, sustitucién o cualquier otra redisposicion de las secuencias de la h'TRT en los
cromosomas en una muestra biolégica.

G. Ensayos del polipéptido de la TRT
1) Aspectos generales

La presente invencidn proporciona métodos y reactivos para detectar y cuantificar los polipéptidos de la hTRT.
Estos métodos incluyen los métodos bioquimicos analiticos como la electroféresis, la espectroscopia de masa, el cam-
bio de gel, la electroféresis capilar, los métodos cromatograficos como la cromatografia de exclusién de tamafios,
la cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC), la cromatografia de capa delgada (TLC), la cromatografia de
hiperdifusion y similares, o diferentes métodos inmunoldgicos como las reacciones de precipitina de fluidos o gel, la
inmunodifusién (sencilla o doble), la inmunoelectroféresis, el radioinmunoensayo (RIA), los ensayos inmunoabsor-
bentes enlazados con la enzima (ELISAs), los ensayos inmunofluorescentes, el manchado Western, la espectroscopia
de masa y otros descritos posteriormente y aparentes para aquellas personas capacitadas en la técnica después de la
revision de esta presentacion.

2) Ensayos electroforéticos

Los polipéptidos de la hTRT pueden ser detectados en una separacién de la proteina electroforética; en un aspecto,
se emplea un sistema de electroféresis bidimensional. Los medios para la deteccidn de proteinas utilizando técnicas
electroforéticas son bastante conocidos por aquellas personas capacitadas en la técnica (consultar por lo general,
R. Scopes (1982) PURIFICACION DE LA PROTEINA, Springer-Verlag, N.Y.; Deutscher, (1990) METODOS DE
ENZIMOLOGIA, VOL. 182: GUIA PARA LA PURIFICACION DE LAS PROTEINAS Academic Press, Inc. N.Y.).

También se puede utilizar un ensayo de cambio de movilidad (consultar, por ejemplo, Ausubel y colaboradores,
mencionado anteriormente). Por ejemplo, la hTR etiquetada se asociard con la hTRT y migrard con una movilidad
alterada después de la electroféresis en un gel de poliacrilamida no desnaturalizado o algo similar. De esta manera, por
ejemplo, si una sonda de la hTR (etiquetada opcionalmente) o un iniciador de telomerasa (etiquetado opcionalmente)
se mezclan con una muestra que contiene hTRT, o se coexpresan con la hTRT (por ejemplo, en un sistema de expresion
libre de células) la presencia de la proteina de la hTRT (o un polinucleétido que codifique la h'TRT) en la muestra dara
como resultado una alteracién detectable de la movilidad de 1la hTR.

3) Inmunoensayos
a) Aspectos generales

La presente invencién también proporciona métodos para la deteccion de los polipéptidos de la hTRT que emplean
uno o mds reactivos del anticuerpo de la invencién (es decir, los inmunoensayos). Tal como se utiliza en la presente
invencion, un inmunoensayo es un ensayo que utiliza un anticuerpo (tal como se define ampliamente en la presente y
que incluye especificamente fragmentos, quimeras y otros agentes de enlace) que enlaza especificamente un polipép-
tido o epitopo de la hTRT. Los anticuerpos de la invencién pueden ser elaborados por una variedad de medios bastante
conocidos para aquellas personas capacitadas en la técnica, por ejemplo, tal como se describié anteriormente.

Se conoce cierto nimero de formatos de ensayos de enlace inmunolégico perfectamente establecidos, adecuados
para la prictica de la invencion (consultar, por ejemplo, las Patentes de los Estados Unidos N° 4,366,241; 4,376,110;
4,517,288; y 4,837,168). Consultar, por ejemplo, los METODOS DE BIOLOGIA CELULAR, VOLUMEN 37: AN-
TICUERPOS EN LA BIOLOGIA CELULAR, Asai, ed., Academic Press, Inc. Nueva York (1993); INMUNOLOGIA
BASICA Y CLINICA, 7° edicién, Stites & Terr, eds. (1991) Harlow y Lane, mencionado anteriormente [por ejemplo,
Capitulo 14] y Ausubel y colaboradores, mencionado anteriormente [por ejemplo, Capitulo 11], cada una de las cuales
se incorpora por referencia en su totalidad y para todos los propdsitos. Por lo general, los ensayos de enlace inmuno-
16gicos (o inmunoensayos) utilizan un “agente de captura” para enlazarse especificamente a, y con frecuencia, para
inmovilizar el analito. En una forma de realizacion, el agente de captura es una mitad que se enlaza especificamente
a un polipéptido o una subsecuencia de la h'TRT, como por ejemplo un anticuerpo anti-hTRT. Alternativamente, el
agente de captura puede enlazar una proteina asociada con la hTRT o RNA bajo condiciones en las cuales la molé-
cula asociada con la hTRT permanece enlazada a la hTRT (de tal forma que si la molécula asociada con la h'TRT se
inmoviliza, también se inmoviliza la proteina de la hTRT de manera similar). Deberd entenderse que en los ensayos
en los cuales se captura una molécula asociada con la hTRT, la proteina de la hTRT asociada estara presente por lo
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general y por lo tanto podrd detectarse, por ejemplo, utilizando un anticuerpo anti-hTRT o algo similar. Los inmu-
noensayos para la deteccién de complejos de proteinas son conocidos en la técnica (consultar, por ejemplo, Harlow y
Lane, mencionado anteriormente, en la pagina 583).

Por lo general, el producto del gene de la hTRT que se somete a ensayo se detecta directamente o indirectamente
utilizando una etiqueta detectable. La etiqueta particular o el grupo detectable utilizado en el ensayo por lo general
no es un aspecto importante de la invencién, siempre y cuando no interfiera de manera significativa con el enlace
especifico del anticuerpo o los anticuerpos utilizados en el ensayo. La etiqueta puede estar unida de manera covalente al
agente de captura (por ejemplo, un anticuerpo anti-TRT), o puede estar unida a una tercera porcién, como por ejemplo
otro anticuerpo, que se enlace especificamente a, por ejemplo: el polipéptido de la hTRT (en un epitopo diferente al
reconocido por el agente de captura), el agente de captura (por ejemplo, una anti-(primer anticuerpo)inmunoglobulina);
un anticuerpo anti-TRT; un anticuerpo que enlace un anticuerpo anti-TRT; o un complejo de anticuerpo/telomerasa
(por ejemplo, a través del enlace con una molécula asociada como la proteina asociada con la telomerasa). Otras
proteinas capaces de enlazar un anticuerpo utilizadas en el ensayo, como la proteina A o la proteina G, también
pueden etiquetarse. En algunas formas de realizacion, serd ttil emplear mds de una molécula etiquetada (es decir,
unas que puedan distinguirse de otras). Ademds, cuando el objetivo enlazado (por ejemplo, inmovilizado) por el
agente de captura (por ejemplo, un anticuerpo anti-hTRT) es un compuesto (es decir, un compuesto de la hTRT y una
proteina asociada con la TRT, hTR u otra molécula asociada con la TRT), puede utilizarse un anticuerpo etiquetado
que reconozca la proteina o el RNA asociado con la proteina de la hTRT. Cuando el compuesto es un compuesto
de la proteina-4cido nucleico (por ejemplo, TRT-hTRT), la molécula informadora puede ser un polinucleétido u otra
molécula (por ejemplo, una enzima) que reconozca el componente del RNA del compuesto.

Algunos formatos del inmunoensayo no requieren el uso de componentes etiquetados. Por ejemplo, los ensayos de
aglutinacién pueden utilizarse para detectar la presencia de los anticuerpos objetivo. En este caso, las particulas recu-
biertas de antigeno se aglutinan por muestras que incluyen los anticuerpos objetivo. En este formato, los componentes
no necesitan estar etiquetados, y la presencia del anticuerpo objetivo puede detectarse mediante una inspeccién visual
sencilla.

b) Formatos de ensayo no competitivo

La presente invencién proporciona métodos y reactivos para los inmunoensayos competitivos y no competitivos
para la deteccion de polipéptidos de la h'TRT. Los inmunoensayos no competitivos son ensayos en los cuales la cantidad
de analito capturado (en este caso la hTRT) se mide directamente. Uno de estos ensayos es un inmunoensayo basado en
dos sitios, monoclonal, que utiliza anticuerpos monoclonales reactivos a dos epitopos que no interfieren en la proteina
de la hTRT. Consultar, por ejemplo, Maddox y colaboradores, 1983, Boletin Med. Exp., 158:1211 para informacién
de antecedentes. En un ensayo de “sandwich” preferido, el agente de captura (por ejemplo, un anticuerpo anti-TRT)
se enlaza directamente a un substrato sélido donde queda inmovilizado. Estos anticuerpos inmovilizados capturan
posteriormente cualquier proteina de la h'TRT presente en la muestra de prueba. La hTRT inmovilizada de esta manera
puede etiquetarse posteriormente, es decir, enlazdndose a un segundo anticuerpo anti-hTRT que porte una etiqueta.
De manera alternativa, el segundo anticuerpo anti-hTRT puede carecer de una etiqueta, pero puede estar enlazado
por un tercer anticuerpo etiquetado especifico para los anticuerpos de las especies de las cuales se deriva el segundo
anticuerpo. Alternativamente, el segundo anticuerpo puede ser modificado con una porcién detectable, como la biotina,
a la cual puede enlazarse especificamente una tercera molécula etiquetada, como la estreptavidina etiquetada como
enzima.

¢) Formatos de ensayo competitivo

En los ensayos competitivos, la cantidad de proteina de la hTRT presente en la muestra se mide de manera indirecta
midiendo la cantidad de una hTRT agregada (exdgena) desplazada (o competida fuera) de un agente de captura (por
ejemplo, un anticuerpo anti-TRT) por la proteina de la hTRT presente en la muestra. En un ensayo competitivo,
se agrega una cantidad conocida de proteina de la hTRT etiquetada a la muestra y la muestra se pone en contacto
posteriormente con un agente de captura (por ejemplo, un anticuerpo que enlaza especificamente la proteina de la
hTRT). La cantidad de proteina de la hTRT exdgena (etiquetada) enlazada al anticuerpo, es inversamente proporcional
a la concentracion de la proteina de la hTRT presente en la muestra. En una forma de realizacion, el anticuerpo se
inmoviliza en un substrato sélido. La cantidad de proteina de la hTRT enlazada al anticuerpo puede determinarse
ya sea midiendo la cantidad de la proteina de la h'TRT presente en el compuesto de la TRT/anticuerpo, o de manera
alternativa, midiendo la cantidad de la proteina de la TRT no compuesta restante. La cantidad de proteina de la hTRT
puede detectarse suministrando una molécula de la h'TRT etiquetada.

Un ensayo de inhibicién de hapteno es otro ejemplo de un ensayo competitivo. En este ensayo, la proteina de la
hTRT se inmoviliza en un substrato s6lido. Se agrega una cantidad conocida de anticuerpo anti-TRT a la muestra y
la muestra se pone en contacto posteriormente con la proteina de la h'TRT inmovilizada. En este caso, la cantidad de
anticuerpo anti-TRT enlazado a la proteina de la hTRT inmovilizada es inversamente proporcional a la cantidad de
proteina de la h'TRT presente en la muestra. La cantidad de anticuerpo inmovilizado puede determinarse detectando ya
sea la fraccion inmovilizada del anticuerpo o la fraccion del anticuerpo que permanece en la solucién. En este aspecto,
la deteccidn puede ser directa, cuando el anticuerpo esta etiquetado, o indirecta cuando la etiqueta esta enlazada a una
molécula que se enlaza especificamente al anticuerpo tal como se describi6 anteriormente.
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d) Otros formatos de ensayo

La invencién también proporciona reactivos y métodos para detectar y cuantificar la presencia de la hTRT en la
muestra utilizando un formato de inmunomanchado (manchado Western). En este formato, los polipéptidos de la h'TRT
en una muestra se separan de otros componentes de la muestra mediante una electroféresis con gel (por ejemplo, en
base al peso molecular), las proteinas separadas se transfieren a un soporte sélido adecuado (como por ejemplo un
filtro de nitrocelulosa, un filtro de nylon, un filtro de nylon derivado, o algo similar), y el soporte se incuba con
anticuerpos anti-TRT de la invencién. Los anticuerpos anti-TRT se enlazan especificamente a la hTRT u otra TRT en
el soporte s6lido. Estos anticuerpos pueden estar etiquetados directamente o de manera alternativa, pueden detectarse
después utilizando anticuerpos etiquetados (por ejemplo, anticuerpos anti-ratén de oveja etiquetados) u otros reactivos
de etiquetacién que se enlacen especificamente al anticuerpo anti-TRT.

Otros formatos de ensayo incluyen los inmunoensayos de liposomas (LIA), que utilizan los liposomas designados
para enlazar moléculas especificas (por ejemplo, los anticuerpos) y liberan los reactivos o marcadores encapsulados.
Los quimicos liberados pueden detectarse posteriormente de acuerdo con las técnicas estdndares (consultar, Monroe y
colaboradores, 1986, Rev. Prod. Clin. Amer. 5:34).

Tal como se indicé anteriormente, los formatos de ensayos que utilizan FACS (y los instrumentos o métodos
equivalentes) tienen ventajas al medir los productos del gene de la hTRT en una muestra heterogénea (como una
muestra de biopsia que contiene tanto células normales como malignas).

e) Substratos, soportes solidos, membranas, filtros

Tal como se indic6 anteriormente, dependiendo del ensayo, varios componentes, incluyendo el antigeno, el anti-
cuerpo objetivo, o el anticuerpo anti-hTRT, pueden enlazarse a una superficie o soporte sélido (es decir, un substrato,
membrana, o papel filtro). En la técnica se conocen varios métodos para inmovilizar las biomoléculas en una variedad
de superficies sélidas. Por ejemplo, la superficie s6lida puede ser una membrana (por ejemplo, nitrocelulosa), una
placa de microvaloracién (por ejemplo, PVC, polipropileno o poliestireno), un tubo de prueba (vidrio o pldstico), una
varilla de aforar (por ejemplo, PVC, polipropileno, poliestireno, latex y similares), un tubo microcentrifugo, o una
cuenta de vidrio o pléstico. El componente deseado puede estar enlazado de manera covalente o unido de manera no
covalente a través de un enlace no especifico.

Una amplia variedad de polimeros orgdnicos e inorgdnicos, tanto naturales como sintéticos, pueden emplearse
como el material para la superficie s6lida. Los polimeros ilustrativos incluyen el polietileno, polipropileno, poli(4-
metilbuteno), poliestireno, polimetacrilato, poli(tereftalato de etileno), rayén, nylon, poli(butirato vinilico), difluoruro
de polivinilideno (PVDF), siliconas, poliformaldehido, celulosa, acetato de celulosa, nitrocelulosa y similares. Otros
materiales que pueden emplearse incluyen el papel, vidrio, cerdmica, metales, metaloides, materiales semiconducto-
res, cementos o similares. Ademads, las sustancias que forman geles, como las proteinas (por ejemplo, las gelatinas),
lipopolisacdridos, silicatos, agarosa y poliacrilamidas también pueden utilizarse. Los polimeros que forman varias fa-
ses acuosas, como el dextran, glicoles de polialquileno o los surfactantes, como los fosfolipidos, las sales de amonio
de alquilo de cadena larga (12-24 atomos de carbono) y similares también son adecuados. Cuando la superficie s6lida
es porosa, pueden emplearse diferentes tamafios de poros dependiendo de la naturaleza del sistema.

Al preparar la superficie, puede emplearse una pluralidad de materiales diferentes, particularmente como lamina-
dos, para obtener varias propiedades. Por ejemplo, los recubrimientos de proteina, como la gelatina, pueden utilizarse
para evitar un enlace no especifico, para simplificar la conjugacién covalente, mejorar la deteccioén de la sefial o as-
pectos similares.

Si se desea el enlace covalente entre un compuesto y la superficie, la superficie serd por lo general polifuncional o
capaz de ser polifuncionalizada. Los grupos funcionales que pueden estar presentes en la superficie y utilizarse para el
enlace pueden incluir los 4cidos carboxilicos, aldehidos, grupos amino, grupos ciano, grupos etilénicos, grupos hidro-
xil, grupos mercapto y similares. La manera de enlazar una amplia variedad de compuestos con diferentes superficies
es bastante conocida y se ilustra ampliamente en la literatura. Consultar, por ejemplo, Enzimas Inmovilizadas, Ichiro
Chibata, Halsted Press, Nueva York, 1978, y Cuatrecasas (1970), Boletin de Biol. Quim., 245 3059).

Ademéds del enlace covalente, pueden utilizarse diferentes métodos para el enlace no covalente de un componente
del ensayo. El enlace no covalente es por lo general la absorcién no especifica de un compuesto a la superficie.

Una persona capacitada en la técnica apreciard que con frecuencia es deseable reducir el enlace no especifico en
los inmunoensayos. De manera particular, cuando el ensayo implica un antigeno o anticuerpo inmovilizado en un
substrato sélido, es deseable reducir la cantidad de enlace no especifico al substrato. Los medios para reducir este
enlace no especifico son bastante conocidos para las personas capacitadas en la técnica. Por lo general, esto implica
el recubrimiento del substrato con una composicién proteinicea. En particular, las composiciones de proteinas como
la albiimina de suero de bovino (BSA), la leche en polvo sin grasa y la gelatina se utilizan ampliamente, de las cuales
la leche en polvo algunas veces es la preferida. De manera alternativa, se designa la superficie de tal forma que enlaza
de una manera no especifica un componente pero no enlaza significativamente el otro. Por ejemplo, una superficie que
tiene una lectina como la Concanavalina A enlazard un carbohidrato que contiene compuesto, pero no una proteina
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etiquetada que carece de glucosilacion. Las diversas superficies s6lidas para utilizarse en la unién no covalente de los
componentes del ensayo se revisan en las Patentes de los Estados Unidos Nos. 4,447,576 y 4,254,082.

H) Ensayos para anticuerpos anti-TRT

La presente invencién también proporciona reactivos para la deteccién de inmunoglobulinas especificas de la hTRT.
La hTRT inmovilizada (por ejemplo, la hTRT recombinante enlazada a una placa de microensayo) puede ser incubada
con suero de un paciente bajo condiciones en las cuales los anticuerpos anti-hTRT, si estdn presentes, enlazan la
hTRT inmovilizada. Después del lavado para eliminar la inmunoglobulina enlazada de una manera no especifica,
pueden detectarse los anticuerpos del suero enlazados, si estin presentes, agregando anticuerpos anti-(Ig humano)
etiquetados de una manera detectable (los enfoques alternativos y las variaciones son bastante conocidos para las
personas capacitadas en la técnica; consultar, por ejemplo, Harlow, mencionado anteriormente, en el Cap. 14). Estos
ensayos son ttiles para detectar los anticuerpos anti-hTRT en cualquier fuente incluyendo el suero humano o animal
o un portador como la salina. Se puede utilizar los ensayos para detectar o monitorear una respuesta inmunoldgica
a las proteinas de la hTRT en un paciente, particularmente una respuesta autoinmune (por ejemplo, anti-telomerasa).
Los anticuerpos anti-hTRT pueden estar presentes en el suero u otros tejidos o fluidos de un paciente que sufre de una
enfermedad u otra condicién autoinmune.

I) Combinaciones de ensayos

Los ensayos de diagnéstico y progndstico descritos en la presente invencion pueden realizarse en diferentes combi-
naciones y también pueden llevarse a cabo junto con otras pruebas de diagndstico o prognéstico. Por ejemplo, cuando
se utilizan los métodos actuales para detectar la presencia de células cancerosas en la muestra de un paciente, la pre-
sencia de hTRT puede utilizarse para determinar la etapa de la enfermedad, si es probable que un tumor en particular
invada el tejido cercano o se disemine por metdstasis a un sitio distante, y si es probable una recurrencia del cancer.
Las pruebas que pueden ofrecer informacién adicional incluyen el andlisis microscépico de muestras de la biopsia,
deteccion de antigenos (por ejemplo, marcadores de la superficie de las células) asociados con la tumorigenicidad (por
ejemplo, utilizando la histocitoquimica, FACS o algo similar), métodos de reproduccién de imdgenes (por ejemplo,
después de la administracion a un paciente de anticuerpos anti-tumor etiquetados), ensayos de actividad de la telome-
rasa, ensayos de longitud del telémero, ensayos de la hTR, o similares. Estas pruebas de combinacién pueden ofrecer
informacién 1til con respecto a la progresioén de una enfermedad.

También podra reconocerse que las combinaciones de ensayos pueden ofrecer informacion ttil. Por ejemplo, tal co-
mo se indicé anteriormente, los ensayos para el mRNA de la h'TRT pueden combinarse con ensayos para la h'TR (RNA
de telomerasa humana) o ensayos de la actividad de la telomerasa (es decir, TRAP) para proporcionar informacién
sobre el ensamble y la funcién de la telomerasa.

J) Paquetes

La presente invencién también proporciona paquetes ttiles para la clasificacién, monitoreo, diagnosis y prognosis
de pacientes con una condicién relacionada con la telomerasa, o para la determinacién del nivel de expresion de la
hTRT en las células o las lineas celulares. Los paquetes incluyen uno o mds reactivos para determinar la presencia o
ausencia de un producto del gene de la h'TRT (RNA o proteina) o para cuantificar la expresion del gene de 1a hTRT. Los
reactivos preferidos incluyen las sondas y los iniciadores del 4cido nucleico que se enlazan de una manera especifica al
gene de la hTRT, el RNA, el cDNA, o porciones de los mismos, junto con proteinas, péptidos, anticuerpos e iniciadores
de control, sondas, oligonucledtidos, proteinas, péptidos y anticuerpos. Pueden incluirse otros materiales, incluyendo
las enzimas (por ejemplo, transcriptasas inversas, polimerasas del DNA, ligasas), amortiguadores, reactivos (etiquetas,
dNTPs).

Los paquetes pueden incluir de una manera alternativa, o en combinacién con cualquiera de los demds componentes
descritos en la presente invencion, un anticuerpo que se enlaza especificamente con los polipéptidos de la h'TRT o las
secuencias de los mismos. El anticuerpo puede ser monoclonal o policlonal. El anticuerpo puede conjugarse con otra
porcién como por ejemplo una etiqueta y/o puede inmovilizarse en un soporte sélido (substrato). El (los) paquete(s)
puede(n) incluir también un segundo anticuerpo para la deteccion de los complejos del anticuerpo/polipéptido de la
hTRT o para la deteccién de sondas del acido nucleico hibridado, asi como uno o mas proteinas o péptidos de la hTRT
para utilizarse como control u otros reactivos.

El anticuerpo o la sonda de hibridacién pueden estar libres o inmovilizados en un soporte sélido como por ejemplo
un tubo de prueba, una placa del microvalorador, una varilla de aforar y similares. El paquete también puede contener
materiales de instruccidon que ensefien el uso del anticuerpo o la sonda de hibridacién en un ensayo para la deteccién
de la TRT. El paquete puede contener reactivos apropiados para la deteccién de etiquetas, o para etiquetar controles
positivos y negativos, lavar soluciones, amortiguadores de dilucion y similares.

En una forma de realizacion, el paquete incluye un par del iniciador para la amplificacién del mRNA de la hTRT.
Este paquete también puede incluir una sonda para el DNA amplificado de la hTRT y/o una polimerasa, amortiguador,
dNTPs y similares. En otra, el paquete incluye una sonda, de una manera opcional se trata de una sonda etiquetada.
En otra, el paquete incluye un anticuerpo.
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X. Identificacion de moduladores de la actividad de la telomerasa
A. Aspectos generales

La invencion permite compuestos y tratamientos que modulan la actividad o la expresién de una telomerasa o un
componente de la telomerasa (por ejemplo, la proteina de la h'TRT). La invencidn proporciona ensayos y métodos de
clasificacién (incluyendo clasificaciones de alto rendimiento) para la identificaciéon de compuestos y tratamientos que
modulan la actividad o expresién de la telomerasa. Estos moduladores de la actividad y expresion de la telomerasa (en
lo sucesivo denominados como “moduladores”) incluyen los agonistas de la telomerasa (que aumentan la actividad
y/o expresion de la telomerasa) y los antagonistas de la telomerasa (que disminuyen la actividad y/o expresién de la
telomerasa).

Los moduladores identificados en la invencién tienen una amplia variedad de usos. Por ejemplo, se contempla que
los moduladores de la telomerasa serdn agentes terapéuticos efectivos para el tratamiento de enfermedades humanas.
La clasificacion de la actividad agonista y los activadores de la transcripcidn o la traduccidn se proporcionan para las
composiciones que incrementan la actividad de la telomerasa en una célula (incluyendo la capacidad de duplicacién
dependiente de un telémero, o una actividad de la telomerasa “parcial”’). Estas composiciones agonistas ofrecen mé-
todos para inmortalizar células no transformadas de otra forma normales, incluyendo las células que pueden expresar
proteinas utiles. Estos agonistas también pueden proporcionar métodos para controlar el envejecimiento celular. Por
el contrario, la clasificacién de una actividad antagonista proporciona composiciones que disminuyen la capacidad
de duplicacién dependiente de un teldmero, mortalizando de esta manera células que de otra forma son inmortales,
como las células del cancer. La clasificacién de la actividad antagonista proporciona composiciones que disminuyen
la actividad de la telomerasa, previniendo de esta manera la division celular ilimitada de las células que presentan un
crecimiento celular no regulado, como las células del cincer. Las enfermedades y condiciones ilustrativas que pueden
tratarse utilizando moduladores se enlistan en la presente invencion, por ejemplo, en las Secciones VII y IX, men-
cionadas anteriormente. En general, los moduladores identificados en la invencién pueden utilizarse cuando se desee
incrementar o disminuir la actividad de la telomerasa en una célula u organismo. Por lo tanto, ademads del uso en el
tratamiento de la enfermedad, un modulador que incrementa los niveles de expresion de la h'TRT puede utilizarse para
producir una linea celular humana cultivada que posee propiedades como las descritas en general en la Seccién VIII,
mencionada anteriormente, y varios otros usos que serdn aparentes para las personas capacitadas en la técnica.

Un compuesto o tratamiento modula la “expresién” de la telomerasa o un componente de la telomerasa cuando la
administracién del compuesto o tratamiento cambia la velocidad o el nivel de la transcripcién del gene que codifica
un componente de la telomerasa (por ejemplo, el gene que codifica el mRNA de la h'TRT), afecta la estabilidad o
el procesamiento posterior a la transcripciéon del RNA que codifica un componente de la telomerasa (por ejemplo,
transporte, empalme, poliadenilacion u otra modificacién), afecta la traduccion, estabilidad, procesamiento posterior a
la transcripcién o modificacién de una proteina codificada (por ejemplo, la h'TRT), o cambia de otra forma el nivel de
RNP de la telomerasa funcional (por ejemplo, cataliticamente activa). Un compuesto o tratamiento afecta la “actividad”
de la telomerasa cuando la administraciéon del compuesto o tratamiento cambia la actividad de una telomerasa como
por ejemplo cualquiera de las actividades descritas en la Seccién IV(B) mencionada anteriormente (por ejemplo,
incluyendo la actividad catalitica de la telomerasa en proceso o que no estd en proceso; la capacidad de proceso de la
telomerasa; la actividad de la transcriptasa inversa convencional; la actividad nucleolitica; la actividad de enlace del
iniciador o substrato; la actividad de enlace de dANTP; la actividad de enlace del RNA, el ensamble de la RNP de la
telomerasa; y la actividad de enlace de la proteina).

Podra apreciarse que no existe necesariamente una delineacién aguda entre los cambios en la “actividad” y los
cambios en la “expresidon”, y que estos términos se utilizan para facilitar la explicacién y no como limitacién. Tam-
bién podrd apreciarse que los moduladores identificados en la invencion deben afectar especificamente la actividad
o expresion de la telomerasa (por ejemplo, sin cambiar de manera general la expresion de las proteinas de manteni-
miento como la actina) mds que, por ejemplo, reducir la expresiéon de un componente de la telomerasa mediante el
envenenamiento no especifico de una célula objetivo.

B. Ensayos para la identificacion de los moduladores de la telomerasa

La invencion proporciona métodos y reactivos para clasificar las composiciones o compuestos capaces de afectar la
expresion de una telomerasa o un componente de la telomerasa, capaces de modificar la capacidad de duplicacién del
DNA de la telomerasa, o que de alguna otra forma modifiquen la capacidad de la enzima de la telomerasa y la proteina
de la TRT para sintetizar el DNA telomérico (“actividad completa”). Se puede proporcionar clasificaciones para los
moduladores de cualquiera o todas las “actividades parciales” de la hTRT. Se puede proporcionar también ensayos
que pueden ser utilizados para clasificar los agentes que incrementan la actividad de la telomerasa, por ejemplo, pro-
vocando que la proteina o la telomerasa de la hTRT sea expresada en una célula en la cual no se expresa normalmente,
o incrementando los niveles de actividad de la telomerasa en las células de telomerasa positiva.

La telomerasa o las proteinas de la subunidad de la telomerasa o sus fragmentos u oligopéptidos cataliticos o in-
mundgenos de los mismos, pueden utilizarse para clasificar los compuestos terapéuticos en cualquiera de una variedad
de técnicas de clasificacion de medicamentos. El fragmento empleado en esta prueba puede estar libre en la solucion,
fijo a un soporte sélido, sostenido en una superficie celular, o ubicado intracelularmente. Puede medirse la formacién
de complejos de enlace, entre la telomerasa o la proteina de la subunidad y el agente que se somete a la prueba.
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En varias formas de realizacion, la invencién incluye métodos para la clasificacién de los antagonistas que: se en-
lazan al sitio activo de la enzima; inhiben la asociacién de su porcidén de RNA, proteinas asociadas con la telomerasa,
nucledétidos, o DNA telomérico con la proteina de la hTRT o la telomerasa; promueven la disociacién del complejo de
la enzima; interfieren con la transcripcion de la porcion del RNA de la telomerasa (por ejemplo, la hTR); o inhiben
cualquiera de las “actividades parciales” descritas en la presente invencién. La invencién proporciona métodos para
la clasificacion de composiciones que inhiben la asociacién del dcido nucleico y/o las composiciones asociadas con la
telomerasa con la h'TRT, como la asociacion de la hTR con la hTRT o la asociacién de la hTRT con los homdlogos
humanos de p80 o p95 u otra proteina asociada, o la asociacién de la hT con un telémero o un nucleétido; la clasifica-
cién de composiciones que promueven la disociacidn o promueven la asociacion (es decir, el ensamble) del complejo
de la enzima, como un anticuerpo dirigido para la hTR o la hTRT; la clasificacién de agentes que afectan la capacidad
de proceso de la enzima; y la clasificacion de dcidos nucleicos y otras composiciones que se enlazan a la telomerasa,
como un 4cido nucleico complementario a la hTR. La invencién contempla ademads la clasificacién de composiciones
que aumentan o disminuyen la transcripcion del gene de la hTRT y/o la traduccién del producto del gene de la h'TRT.
La invencién también contempla un método de clasificacién para los moduladores de la telomerasa en los animales, en
una forma de realizacion, reconstituyendo la actividad de una telomerasa, o la actividad de una anti-telomerasa, en un
animal, como por ejemplo un animal transgénico. La invencién proporciona sistemas de ensayos in vivo que incluyen
modelos de “derribamiento”, en los cuales una o varias unidades de la telomerasa endégena, la porciéon de RNA de la
telomerasa y/o las proteinas asociadas con la telomerasa han sido eliminadas o inhibidas. La actividad de la telomerasa
enddgena, total o parcial, puede permanecer o estar ausente. En una forma de realizacién se reconstituye la actividad
de una telomerasa exdgena, total o parcial.

Se puede proporcionar una variedad de ensayos de telomerasa con actividad parcial para identificar una variedad
de diferentes clases de moduladores de la actividad de la telomerasa. Los ensayos de “actividad parcial” permiten la
identificacién de las clases de moduladores con actividad de la telomerasa que de otra forma no podrian ser detectados
en un ensayos de telomerasa de “actividad completa”. Un ensayo de actividad parcial implica la actividad fuera de
proceso de la TRT y la telomerasa. La naturaleza en proceso de la telomerasa es descrita por Morin (1989) Célula,
59:521-529; consultar también Prowse (1993) “Identificacién de la actividad de una telomerasa fuera de proceso a
partir de células de ratén”, Procedimientos Cientificos de la Academia Nacional E.U.A., 90:1493-1497. Otro ensayo
de actividad parcial explota la actividad “parecida a la transcriptasa inversa” de la telomerasa. En estos ensayos, se
somete a ensayo la actividad de la transcriptasa inversa de la proteina de la hTRT. Consultar Lingner (1997) “Motivos
de la transcriptasa inversa en la subunidad catalitica de la telomerasa”, Ciencia 276:561-567. Otro ensayo de actividad
parcial explota la “actividad nucleética” de la hTRT y la telomerasa, implicando la eliminacién de la enzima de por
lo menos un nucleétido, por lo general la guanosina, del filamento de 3’ de un iniciador. Esta actividad nucledtica
ha sido observada en la telomerasa del Tetrahymena por Collins (1993) “La telomerasa del Tetrahymena cataliza la
disociacién nucleolitica y el alargamiento fuera de proceso” Dev. Genes 7:1364-1376. Otro ensayo de actividad parcial
implica el andlisis de la capacidad de la hTRT y la telomerasa de enlazar nucledtidos como parte de su actividad de
polimerizacién del DNA en proceso enzimatico. Otro ensayo de actividad parcial implica el andlisis de la capacidad
de la hTRT o la telomerasa de enlazar su porciéon del RNA, es decir, la hTR para las células humanas, utilizada como
molde para la sintesis del telémero. Los ensayos de actividad parcial adicionales implican el andlisis de la capacidad de
la hTRT o la telomerasa de enlazar su los cromosomas in vivo, o de enlazar los iniciadores del oligonucleétido in vitro
0 en sistemas reconstituidos, o de enlazar las proteinas asociadas con la estructura cromosOmica (consultar, para un
ejemplo de esta proteina, Harrington (1995) Boletin de Biol. Quim. 270:8893-8901). Las estructuras cromosdmicas
que enlazan la hTRT incluyen, por ejemplo, el DNA de repeticion telomérica, las proteinas del telémero, histonas,
proteina de la matriz nuclear, proteinas de control de la division celular/ciclo celular, y similares.

En una forma de realizacion, un ensayo para la identificaciéon de moduladores consta de poner en contacto una
o mds células (es decir, “células de prueba”) con un compuesto de prueba, y determinar si el compuesto de prueba
afecta la expresion o actividad de una telomerasa (o el componente de la telomerasa) en la célula. Por lo general, esta
determinacion incluye comparar la actividad o la expresion en la célula de prueba en comparacién con una célula
o células similares (es decir, células de control) que no se han puesto en contacto con el compuesto de prueba. De
manera alternativa, pueden utilizarse extractos de células en lugar de células intactas. En una forma de realizacién
relacionada, el compuesto de prueba se administra a un organismo multicelular (por ejemplo, una planta o un animal).
La telomerasa o el componente de la telomerasa puede ser totalmente endégeno a la célula o el organismo multice-
lular (es decir, codificado por los genes endogenos de ocurrencia natural), o puede ser una célula recombinante o un
organismo transgénico que incluye uno o mas componentes de la telomerasa expresados de una manera recombinante
(por ejemplo, hTRT, hTR, proteinas asociadas con la telomerasa), o pueden tener componentes tanto enddégenos co-
mo recombinantes. De esta manera, en una forma de realizacién, los moduladores de la actividad de la telomerasa
se administran a células mortales. En otra forma de realizacion, los moduladores de la actividad de la telomerasa se
administran a células inmortales. Por ejemplo, los antagonistas de la duplicacién del DNA mediado con telomerasa
pueden identificarse administrando la composicidn inhibitoria putativa a una célula que se sabe que muestra cantidades
significativas de actividad de la telomerasa, como las células del cancer, y midiendo si se observa una disminucién en
la actividad de la telomerasa, la longitud del telémero o la capacidad proliferativa, todo lo cual indica un compuesto
con actividad antagonista.

En otra forma de realizacion, un modulador se identifica monitoreando un cambio en la actividad de una telomerasa
de un complejo de ribonucleoproteina (RNP) que incluye una TRT (por ejemplo, la hTRT) y un RNA de molde (por
ejemplo, la h'TR), cuya RNP estd reconstituida in vitro (por ejemplo, tal como se describe en el Ejemplo 7, mencionado
posteriormente).
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En otra forma de realizacién mds, el modulador es identificado mediante el monitoreo de un cambio en la expresion
de un producto del gene de 1la TRT (por ejemplo, el RNA o la proteina) en una célula, animal, sistema de expresion in
vitro u otro sistema de expresion.

Todavia en otra forma de realizacién, el modulador se identifica cambiando la expresién de un gene informador,
como el descrito en el Ejemplo 15, cuya expresion estd regulada, total o parcialmente, por un elemento regulatorio de
la TRT de ocurrencia natural como un promotor o intensificador. En una forma de realizacién relacionada, se somete
a ensayo la capacidad de un compuesto de prueba para enlazarse a un componente de la telomerasa (por ejemplo, la
hTRT), RNA, o secuencia regulatoria del gene (por ejemplo, el promotor del gene de la TRT).

En otra forma de realizacion, el modulador se identifica observando los cambios en el procesamiento previo del
mRNA de la hTRT, por ejemplo, productos empalmados alternativamente, eventos de poliadenilacién alternativos, di-
sociacion del DNA, y similares. En una forma de realizacién relacionada, la actividad del modulador puede observarse
monitoreando la produccién de polipéptidos de la hTRT variante, algunos de los cuales pueden poseer una actividad
de regulacién de la telomerasa negativa dominante.

Los formatos del ensayo para la identificaciéon de compuestos que afectan la expresion y la actividad de las pro-
tefnas son bastante conocidos en las industrias biotecnolégicas y farmacéuticas, y para las personas capacitadas en la
técnica serdn aparentes varios ensayos adicionales y variaciones de los ensayos ilustrativos especificados anteriormen-
te.

Los cambios en la actividad o la expresion de la telomerasa pueden medirse a través de cualquier método adecuado.
Los cambios en los niveles de expresion de un componente de la telomerasa (por ejemplo, la proteina de 1a hTRT) o un
precursor (por ejemplo, el mRNA de la hTRT) pueden someterse a ensayo utilizando métodos bastante conocidos para
aquellas personas capacitadas en la técnica, algunos de los cuales se describen mas arriba, por ejemplo, en la Seccién
IX e incluyen el monitoreo de niveles de los productos del gene de la TRT (por ejemplo, la proteina y los RNAs)
mediante hibridacién (por ejemplo, utilizando las sondas de TRT y los iniciadores de la invencién), inmunoensayos
(por ejemplo, utilizando los anticuerpos anti-TRT de la invencién), ensayos de proteccion de la RNAsa, ensayos de
amplificacion, o cualquier otro método de deteccién adecuado descrito en la presente o conocido en la técnica. La
cuantificacién de las cantidades de 4cido nucleico en una muestra (por ejemplo, evaluando los niveles RNA, por
ejemplo, el mRNA de la hTR o hTRT) también es ttil para evaluar los reguladores de transcripcién cis- o trans-.

De manera similar, los cambios en la actividad de la telomerasa pueden medirse utilizando métodos como los
descritos en la presente (por ejemplo, en la Seccién IV(B), mencionada anteriormente) u otros ensayos de la funcién
de la telomerasa. La cuantificacion de la actividad de la telomerasa, cuando se desee, puede llevarse a cabo a través
de cualquier método, incluyendo aquellos presentados aqui. Los antagonistas de la telomerasa que pueden provocar o
acelerar la pérdida de la estructura telomérica pueden identificarse monitoreando y midiendo su efecto en la actividad
de la telomerasa in vivo, ex vivo, o in vitro, o a través de sus efectos en la longitud del telémero (conforme a lo me-
dido o detectado a través del entintado, el uso de sondas de hibridacion etiquetadas u otros medios) o, sencillamente,
mediante la inhibicién de la division celular de las células de cancer con telomerasa positiva (la disminucién critica de
la telomerasa da como resultado un fenémeno llamado “crisis” o envejecimiento M2 (Shay, 1991) Ley de Bioquim.
Biofis. 1072:1-7), que estas células del cancer han desviado por la activacién de la telomerasa, pero que, en la ausencia
de telomerasa, dard como resultado su envejecimiento o muerte a través de la eliminacién y redisposiciéon cromosé-
mica). La reconstitucién de la actividad de la telomerasa humana in vivo ofrece un método para la clasificacién de
los moduladores de la telomerasa en células o animales de cualquier origen. Estos agonistas pueden identificarse en
un ensayo de la actividad, que incluye las mediciones de los cambios en la longitud del telémero. Otros ejemplos de
ensayos que miden la actividad de la telomerasa en las células incluyen los ensayos para la acumulacién o pérdida de
la estructura del telémero, el ensayo TRAP o un ensayo de reaccién en cadena de la polimerasa cuantitativa.

En una forma de realizacién, los ensayos de la invencién también incluyen un método en el que el compuesto
de prueba produce una disminucidn estadisticamente significativa en la actividad de la hTRT conforme a lo medido
por la incorporacién de un nucleétido etiquetado dentro de un substrato en comparacion con la cantidad relativa de la
etiqueta incorporada en una reaccion paralela que carezca del compuesto de prueba, determinando de esta forma que
el compuesto de prueba es un inhibidor de la telomerasa.

Los métodos de la invencidn estdn sujetos a adaptaciones de los protocolos descritos en la literatura cientifica y de la
patente y los conocidos en la técnica. Por ejemplo, cuando se utiliza una telomerasa o proteina de la TRT caracteristica
de esta invencién para identificar las composiciones que actian como moduladores de las actividades de la telomerasa,
pueden clasificarse grandes nimeros de moléculas potencialmente ttiles en una sola prueba. Los moduladores pueden
tener un efecto inhibitorio (antagonista) o de potenciacién (agonista) sobre la actividad de la telomerasa. Por ejemplo,
si se va a clasificar un panel de 1,000 inhibidores, todos los 1,000 inhibidores pueden colocarse potencialmente dentro
de una fuente de microvaloracion y someterse a prueba de manera simultdnea. Si se descubre el inhibidor mencionado,
entonces la agrupacién de 1,000 puede subdividirse en 10 agrupaciones de 100 y el proceso se repite hasta que se
identifica un inhibidor individual.

En la clasificacién de medicamentos, se examina un gran nimero de compuestos para evaluar su capacidad de
actuar como moduladores de la telomerasa, un proceso acelerado en gran medida por las técnicas de clasificacion de
alto rendimiento. Los ensayos para la actividad de la telomerasa, total o parcial, descritos en la presente invencion,
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pueden adaptarse para utilizarse en una técnica de alto rendimiento. Aquellas personas capacitadas en la técnica se
dan cuenta de que existen diversos métodos para lograr este propdsito.

Otra técnica para la clasificacién de medicamentos que puede aplicarse para la clasificacién de alto rendimiento
de los compuestos que poseen una afinidad de enlace adecuada con la telomerasa o la subunidad de la proteina de la
telomerasa se describe con detalles en la “Determinacion de la Antigenicidad de la Secuencia del Aminodcido” por
Geysen (Geysen, Solicitud WO 84/03564, publicada el 13 de septiembre de 1984, incorporada a la presente por refe-
rencia). En resumen, grandes cantidades de diferentes compuestos de prueba de péptidos pequefios se sintetizan sobre
un substrato sélido, como pasadores de pldstico o alguna otra superficie. Los compuestos de prueba del péptido se
someten a reaccién con los fragmentos de telomerasa o las subunidades de la proteina de la telomerasa y se lavan. La
telomerasa o la subunidad de la proteina de la telomerasa enlazadas se detectan posteriormente mediante métodos bas-
tante conocidos en la técnica. La telomerasa o la subunidad de la proteina de la telomerasa purificadas sustancialmente
también pueden recubrirse directamente sobre placas para utilizarse en las técnicas de clasificacién del medicamento
antes mencionadas. De manera alternativa, pueden utilizarse anticuerpos no neutralizadores para capturar el péptido e
inmovilizarlo sobre un soporte sélido.

Esta invencién también contempla el uso de ensayos de clasificacion de medicamentos competitivos en donde los
anticuerpos de neutralizacion capaces de enlazar la telomerasa o la proteina de la subunidad, compiten especificamente
con un compuesto de prueba para enlazar la telomerasa o la proteina de la subunidad. También pueden utilizarse
anticuerpos para detectar la presencia de cualquier péptido que comparta uno o mas determinantes antigénicos con la
telomerasa o la proteina de la subunidad.

Los métodos adicionales para identificar los moduladores de la actividad de una telomerasa han sido descritos en
la Patente de los Estados Unidos N° 5,645,986, que se incorpora a la presente por referencia. Podra apreciarse que
la presente invencion proporciona mejoras a los métodos conocidos previamente, en parte al proporcionar reactivos
como los polinucleétidos de la hTRT, sondas e iniciadores, h'TR altamente purificada, hTRT y telomerasa, asi como
anticuerpos anti-telomerasa y anti-TRT, todos los cuales pueden utilizarse en ensayos, por ejemplo, como controles,
estdndares, agentes de enlace o hibridacién, o de cualquier otra manera.

Podra reconocerse que la telomerasa y la TRT producidas de manera recombinante (por ejemplo, la hTRT) caracte-
risticas de la invencidn serdn ttiles en los ensayos para la identificacidn de los moduladores. El ensayo de clasificacién
puede utilizar telomerasa o hTRT derivadas de una reconstitucién completa o parcial de la actividad de la telomerasa,
o por medio de un aumento en la actividad existente. El ensayo o las clasificaciones proporcionadas por la invencién
pueden utilizarse para someter a prueba la capacidad de la telomerasa para sintetizar el DNA telomérico o para probar
cualquiera o todas las “actividades parciales” de la hTRT y las TRTs en general, tal como se describi6 anteriormente.
El ensayo puede incorporar la modificacion ex vivo de las células que han sido manipuladas para expresar la telomera-
sa con o sin su porcidén de RNA o las proteinas asociadas, y éstas pueden reimplantarse dentro de un animal, que puede
utilizarse para una prueba in vivo. De esta manera, esta invencién proporciona ensayos in vivo, y animales transgénicos
pueden ser utiles para los mismos. Estos sistemas de ensayos in vivo pueden emplear células de “derribamiento”, en
las cuales una o varias unidades del complejo de la enzima de telomerasa endégena han sido eliminadas o inhibidas,
asi como células en las cuales se reconstituye o se activa la actividad de la telomerasa exdgena o enddgena.

Las telomerasas y las proteina de la TRT que han sido modificadas de una manera especifica en el sitio (mediante
una mutacion especifica en el sitio) para modificar o eliminar cualquiera o todas las funciones de la enzima de la
telomerasa o la proteina de la TRT, también pueden emplearse en las clasificaciones de la invencion para descubrir los
agentes terapéuticos. Por ejemplo, la TRT puede disefiarse para perder su capacidad de enlazar el DNA del substrato,
para enlazar su porcién del RNA (como la hTR), para catalizar la afnadidura del DNA telomérico, para enlazar el
substrato del desoxinucledtido, para tener actividad nucleolitica, para enlazar proteinas asociadas con el telémero
o estructuras cromosoOmicas, y similares. Las “proteinas mutantes” o “muteens” resultantes pueden utilizarse para
identificar los compuestos que modulan especificamente una, varias o todas las funciones o actividades de la proteina
de la TRT o la telomerasa.

C. Moduladores de la telomerasa ejemplares
1) Aspectos generales

Los compuestos de prueba referidos con anterioridad pueden ser cualquiera de una amplia variedad de compuestos,
tanto de ocurrencia natural como sintéticos, orgdnicos e inorganicos, e incluyendo polimeros (por ejemplo, oligopép-
tidos, polipéptidos, oligonucledtidos y polinucledtidos), moléculas pequefias, anticuerpos (conforme a lo definido
ampliamente en la presente), azticares, dcidos grasos, nucledtidos y andlogos de nucleétidos, andlogos de estructuras
de ocurrencia natural (por ejemplo, miméticos de péptidos, andlogos de acidos nucleicos, y similares), y varios otros
compuestos.

La invencién permite proporcionar moduladores de todos los tipos, sin limitacién de ningiin mecanismo particular
de accidn. Para propdsitos ilustrativos, los ejemplos de los moduladores incluyen compuestos o tratamientos que:

(1) se enlazan al polipéptido de la hTRT (por ejemplo, el sitio activo de la enzima) u otro componente de la telo-
merasa, y afecta una actividad de la telomerasa;
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(i1) inhiben o promueven la asociacién, o inhiben o promueven la disociacién, de un componente de la telomerasa
(por ejemplo, la hTRT o la RNP de la h"TRT-hTRT) con o a partir de una proteina asociada con la telomerasa
(por ejemplo, incluyendo las descritas en la Seccién IV(D), mencionadas anteriormente);

(iii) inhiben o promueven la asociacion, o inhiben o promueven la disociacion, de polipéptidos de la telomerasa (por
ejemplo, la h'TRT) con o a partir de RNA de la telomerasa (por ejemplo, la hTR);

(iv) inhiben o promueven la asociacién, o inhiben o promueven la disociacién, de polipéptidos de la telomerasa (por
ejemplo, la hTRT) con o a partir de los cromosomas (por ejemplo, los telémeros) o el DNA cromosémico (por
ejemplo, el DNA telomérico);

(v) aumentan o reducen la expresién de un producto del gene del componente de la telomerasa (por ejemplo, los
productos del gene de la hTRT), incluyendo el cambio de velocidad o nivel de transcripcidn del gene de la TRT,
o la traduccidn, transporte o estabilidad del producto de un gene, o similar, mediante el enlace conel gene o el
producto del gene (por ejemplo, mediante la interaccién con un factor (por ejemplo, una proteina regulatoria de
la transcripcidn) que afecta la transcripcién del gene de la hTRT u otro componente de la telomerasa).

2) Moduladores de péptidos

Los moduladores potenciales de la actividad de la telomerasa también incluyen a los péptidos (por ejemplo, mo-
duladores de péptidos inhibitorios (antagonistas) y activadores (agonistas)). Por ejemplo, los oligopéptidos con se-
cuencias generadas de manera aleatoria pueden clasificarse para descubrir moduladores de péptidos (agonistas o in-
hibidores) de la actividad de la telomerasa. Estos péptidos pueden utilizarse directamente como medicamentos o para
encontrar la orientaciéon o posiciéon de un grupo funcional que pueda inhibir la actividad de la telomerasa y que, a
su vez, conduzca a la designacién y prueba de un inhibidor de moléculas pequefias, o se convierta en la columna
vertebral de las modificaciones quimicas que aumentan la utilidad farmacolégica. Los péptidos pueden ser miméticos
estructurales, y se pueden utilizar los programas de modelado molecular para designar los miméticos en base a la
estructura secundaria caracteristica y/o la estructura terciaria de la enzima de telomerasa y la proteina de la hTRT.
Estos miméticos estructurales también pueden utilizarse terapéuticamente, in vivo, como moduladores de la actividad
de la telomerasa (agonistas y antagonistas). Los miméticos estructurales también pueden utilizarse como sustancias
inmunégenas para deducir los anticuerpos de proteinas de anti-telomerasa o anti-TRT.

3) Compuestos naturales inhibitorios como moduladores de la actividad de la telomerasa

Ademds, puede clasificarse un gran niimero de compuestos modificadores de la actividad potencialmente utiles,
en extractos de productos naturales como material de origen. Las fuentes de estos extractos pueden ser de un gran
nimero de especies de hongos, actinomices, algas, insectos, protozoarios, plantas y bacterias. Aquellos extractos
que muestran una actividad inhibitoria pueden analizarse posteriormente para aislar la molécula activa. Consultar por
ejemplo, Turner (1996) Boletin de Etnofarmacologia 51(1-3):39-43; Suh (1995) Investigacién Anticancer 15:233-239.

4) Oligonucleotidos inhibitorios

Un grupo de inhibidores particularmente ttiles permitido por la presente invencién incluye a los oligonucleétidos,
que son capaces de enlazar el mRNA que codifica la proteina de la hTRT o el gene de la hTRT, previniendo o inhibiendo
en cualquier caso la produccién de proteina de la hTRT funcional. Otros oligonucleétidos interactian con la porcién
del RNA de la telomerasa, como la hTR, o son capaces de evitar el enlace de la telomerasa o la hTRT con su DNA
objetivo, o un componente de la telomerasa con otro, o con un substrato. Estos oligonucleétidos también pueden
enlazar la enzima de la telomerasa, la proteina de la h'TRT, o tanto la proteina como el RNA, e inhiben una actividad
parcial tal como se describi6 anteriormente (como por ejemplo su actividad de proceso, su actividad de la transcriptasa
inversa, su actividad nucleolitica, y similares). La asociacién puede ser a través de una hibridacion especifica de la
secuencia con otro 4cido nucleico o por medio de un enlace general, como en un aptamero, o ambos.

La actividad de la telomerasa puede inhibirse sefializando el mRNA de la hTRT con oligonucleétidos capaces de
enlazar el mRNA de la hTRT.

Otra clasificacion util de inhibidores incluye a los oligonucleétidos que provocan la inactivacion o disociacién del
mRNA de la hTRT o la hTR. Es decir, el oligonucleétido se modifica quimicamente, o tiene actividad de enzima, lo
que provoca la disociacién mencionada, como en el caso de una ribozima, un oligonucleétido en cautividad con EDTA,
o un oligonucleédtido enlazado de manera covalente, como el psoralen u otro oligonucleétido enlazado con un reactivo
de enlace cruzado. Como se observé anteriormente, se puede clasificar una agrupacién de varios oligonucleétidos
diferentes con la actividad deseada.

Otra clasificacién util de inhibidores incluye a los oligonucleétidos que enlazan los polipéptidos. Las moléculas
de RNA de uno o dos filamentos o de DNA de uno o dos filamentos que se enlazan a objetivos de polipéptidos
especificos se denominan “aptameros”. La asociacién especifica del oligonucleétido-polipéptido puede mediarse a
través de interacciones electrostaticas. Por ejemplo, los aptameros se enlazan especificamente a exocitos enlazadores
de aniones en la trombina, que se enlaza fisiol6gicamente a la heparina polianiénica (Bock (1992) Naturaleza 355:564-
566). Debido a que la proteina de la hTRT se enlaza tanto a la hTR como a su substrato del DNA, y debido a que
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la presente invencién proporciona la hTRT y otras proteinas de TRT en forma purificada en grandes cantidades,
aquellas personas capacitadas en la técnica pueden clasificar facilmente los aptameros enlazadores de TRT utilizando
los métodos de la invencidn.

Los oligonucleétidos (por ejemplo, los oligonucleétidos del RNA) que enlazan la telomerasa, la hTRT, la hTR, o
porciones de éstas, pueden generarse utilizando las técnicas de SELEX (Tuerk, 1997, Métodos de Biologia Molecular
67, 2190). En esta técnica, se enlaza una agrupacién muy grande (106-109) de acidos nucleicos de la secuencia
aleatoria al objetivo (por ejemplo, la hTRT) utilizando condiciones que dan como resultado una gran cantidad de
discriminacién entre las moléculas con alta afinidad y baja afinidad para enlazar el objetivo. Las moléculas enlazadas
se separan de las no enlazadas, y las moléculas enlazadas se amplifican por virtud de una secuencia especifica del dcido
nucleico incluida en su terminacién y reactivos de amplificacion adecuados. Este proceso se repite varias veces hasta
que queda un nimero relativamente pequefio de moléculas que poseen una afinidad de enlace alta para el objetivo.
Estas moléculas pueden someterse a prueba posteriormente para evaluar su capacidad de modular la actividad de la
telomerasa tal como se describi6 en la presente.

Los antagonistas de la duplicacién del DNA mediado con telomerasa también pueden basarse en la inhibicion de
la hTR (Norton (1996) Biotecnologia de la Naturaleza 14:615-619) a través del reconocimiento o disociacién de la
secuencia complementaria, como por ejemplo a través de las ribozimas.

Los oligonucledtidos inhibitorios pueden transferirse dentro de la célula utilizando una variedad de técnicas bas-
tante conocidas en el entorno. Por ejemplo, los oligonucleétidos pueden entregarse dentro del citoplasma sin una
modificacion especifica. De manera alternativa, pueden entregarse mediante el uso de liposomas que se fusionan con
la membrana celular o experimentan una endocitosis, es decir, empleando ligandos unidos al liposoma o directamente
al oligonucleétido, que se enlaza a los receptores de la proteina de la membrana superficial de la célula, lo que da
como resultado la endocitosis. De manera alternativa, las células pueden permeabilizarse para mejorar el transporte de
los oligonucledtidos dentro de la célula, sin lastimar a las células huésped. Se puede utilizar una proteina de enlace del
DNA, por ejemplo, la HBGF-1, que se sabe que transporta un oligonucleétido a la célula.

5) Ribozimas inhibitorias

Las ribozimas actdan enlazdndose a un RNA objetivo a través de la porcién enlazadora del RNA objetivo de
una ribozima que permanece en proximidad cercana con una porcién enzimética de la ribozima que disocia el RNA
objetivo. De esta manera, la ribozima reconoce y se enlaza a un RNA objetivo por lo general a través de la formacién
de pares de base complementaria, y una vez enlazada al sitio correcto, actia enzimdticamente para disociar e inactivar
el RNA objetivo. La disociacién de un RNA objetivo de cierta manera destruird su capacidad de dirigir la sintesis
de una proteina codificada si la disociacién ocurre en la secuencia de codificacion. Después de que una ribozima ha
enlazado y disociado su RNA objetivo, por lo general se libera de este RNA y de esta forma puede enlazar y disociar
objetivos nuevos de manera repetida.

6) Identificacion de proteinas asociadas con la telomerasa para utilizarse como moduladores

En una forma de realizacién de la invencion, la telomerasa se utiliza para identificar las proteinas asociadas con la
telomerasa, es decir, las proteinas accesorias de la telomerasa que modulan o de otra forma complementan la actividad
de la telomerasa. Como se menciond anteriormente, estas proteinas o fragmentos de las mismas pueden modular la
funcién provocando la disociacion o evitando la asociacién del complejo de la enzima de telomerasa, previniendo
el ensamble del complejo de la telomerasa, evitando que la hTRT se enlace al complemento de su 4cido nucleico
o al molde de su DNA, previniendo que la hTRT enlace los nucleétidos, o previniendo, aumentando o inhibiendo
cualquiera, varias o todas las actividad parciales de la enzima de telomerasa o la proteina de la hTRT, como se describié
anteriormente.

Una persona capacitada en la técnica puede utilizar los métodos de la invencidn para identificar qué porciones (por
ejemplo, dominios) de las proteinas de asociacién con la telomerasa estdn en contacto con la telomerasa. En una forma
de realizacion de la invencidn, estas proteinas de asociacién con la telomerasa o fragmentos de las mismas se utilizan
como moduladores de la actividad de la telomerasa.

7) Proteinas asociadas con la telomerasa como mutantes negativos dominantes

En una forma de realizacién de la invencion, las proteinas asociadas con la telomerasa se utilizan como modula-
dores de la actividad de la telomerasa. Las proteinas asociadas con la telomerasa incluyen estructuras cromosdmicas,
como las histonas, proteinas de la matriz nuclear, proteinas de control de la divisién celular y el ciclo celular, y si-
milares. Otras proteinas asociadas con la telomerasa que pueden utilizarse como moduladores para el propdsito de la
invencion incluyen las proteinas p80 y p95 y sus homélogos humanos, como TP1 y TRF-1 (Chong, 1995, Ciencia
270:1663-1667). Ademads, los fragmentos de estas proteinas asociadas con la telomerasa pueden ser identificados por
los técnicos capacitados de acuerdo con los métodos de la invencién y pueden utilizarse como moduladores de la
actividad de la telomerasa.
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8) Mutantes negativos dominantes

Ocho motivos altamente conservados han sido identificados entre las TRTs de diferentes especies no humanas, tal
como se describié con anterioridad (consultar también Lingner (1997) Ciencia 276:561-567). La Figura 4 muestra un
esquema de la secuencia del aminodcido de TRT humana (a partir de pGRN121) y los motivos de RT en comparacién
con Trtl p de S. pombe, p123 de Euplotes y Est2 p de S. cerevisiae. Se puede proporcionar dcidos nucleicos recom-
binantes y sintéticos en donde los codones de los residuos del aminoédcido conservados en cada uno, por si solos o
junto con uno o mas codones adicionales, de todos estos ocho motivos, han sido cambiados a cada uno de los otros
codones. Una variedad de las secuencias de codificacion resultantes expresa una hTRT no funcional. Consultar por
ejemplo el Ejemplo 16. Una amplia variedad de enzimas de telomerasa “mutadas” y proteinas de TRT pueden tener
una actividad parcial pero no una actividad completa de telomerasa. Por ejemplo, una de estas telomerasas es capaz
de enlazar estructuras teloméricas, pero no enlaza el RNA asociado con la telomerasa (es decir, la hTR). Si se expresa
a niveles lo suficientemente altos, este mutante de la telomerasa puede reducir un componente de la telomerasa nece-
sario (por ejemplo, la hTR) y por lo tanto, funciona como inhibidor de la actividad de la telomerasa tipo silvestre. Una
telomerasa mutada que actia de esta forma es una antagonista o un mutante denominado como “negativo-dominante”.

9) Anticuerpos

En general, los anticuerpos de la invencidn pueden utilizarse para identificar, purificar o inhibir cualquier o toda la
actividad de la enzima de la telomerasa y la proteina de la hTRT. Los anticuerpos pueden actuar como antagonistas de
la actividad de la telomerasa en una variedad de formas, por ejemplo, previniendo que el complejo de la telomerasa
o el nucledtido se enlacen con los substratos de su DNA, evitando que los componentes de la telomerasa formen un
complejo activo, manteniendo una estructura cuaternaria funcional (complejo de telomerasa) o enlazdndose a uno de
los sitios activos de la enzima u otros sitios que tengan efectos alostéricos en la actividad (las diferentes actividades
parciales de la telomerasa se describen con mds detalles en otras partes de esta especificacion).

D) Sintesis del modulador

Se contempla que los moduladores de la telomerasa identificables en la invencién se elaborardn utilizando los
métodos conocidos en el campo farmacéutico, incluyendo los métodos combinatorios y las técnicas de designacién de
medicamentos racionales.

1) Metodologia de la quimica combinatoria

La creacién y clasificacion simultdnea de grandes bibliotecas de moléculas sintéticas puede llevarse a cabo utili-
zando técnicas bastante conocidas en la quimica combinatoria, por ejemplo, consultar van Breemen (1997) Quimica
Analitica 69:2159-2164; Lam (1997) Des. Medicamentos Anticancer 12:145-167 (1997).

Como se indic6 anteriormente, la metodologia de la quimica combinatoria puede utilizarse para crear grandes
nimeros de oligonucledtidos (u otros compuestos) que pueden ser clasificados rdpidamente para evaluar los oligo-
nucledtidos (o compuestos) especificos que tienen afinidades y especificidades de enlace adecuadas hacia cualquier
objetivo, como las proteinas de TRT caracteristicas de la invencién (para informacién sobre antecedentes generales,
consultar Gold (1995) Boletin de Biol. Quim. 270:13581-13584).

2) Designacion de medicamentos racionales

La designacion de medicamentos racionales implica un conjunto integrado de metodologias que incluyen el anélisis
estructural de las moléculas objetivo, quimicas sintéticas y herramientas de cémputo avanzadas. Cuando se utiliza
para designar moduladores, como los antagonistas/inhibidores de los objetivos de la proteina, como la enzima de
la telomerasa y la proteina de la hTRT, el objetivo de la designacién de medicamentos racionales es entender la
configuracion tridimensional y la quimica de la molécula. La designacién de medicamentos racionales es auxiliada
por datos cristalograficos de rayos X o datos NMR, que pueden determinarse actualmente para la proteina de la hTRT
y la enzima de telomerasa de acuerdo con los métodos y utilizando los reactivos proporcionados por la invencién.
También son utiles los célculos sobre electrostatica, las hidrofobicidades y la accesibilidad de solventes. Consultar,
por ejemplo, Coldren (1997) Procedimientos Cientificos de la Academia Nacional E.U.A., 94:6635-6640.

E) Paquetes

La invencién también proporciona paquetes que pueden utilizarse para ayudar a determinar si un compuesto de
prueba es un modulador de la actividad de una TRT. El paquete por lo general incluye uno o mds de los siguientes
componentes: un polipéptido o polinucleétido de TRT purificado sustancialmente (incluyendo sondas e iniciadores);
un pldsmido capaz de expresar una TRT (por ejemplo, la h'TRT) cuando se introduce dentro de una célula o un sistema
de expresion libre de células; un plasmido capaz de expresar una TR (por ejemplo, la hTR) cuando se introduce dentro
de una célula o un sistema de expresion libre de células; células o lineas celulares; una composicion para detectar un
cambio en la actividad de la TRT, y un material de instruccidn para ensefiar los medios para detectar y medir un cambio
en la actividad de la TRT, indicando que un cambio en la actividad de la telomerasa en presencia del compuesto de
prueba es un indicador de que el compuesto de prueba modula la actividad de la telomerasa, y uno o mds recipientes.
El paquete también puede incluir los medios, como los reactivos del ensayo TRAP o los reactivos para un ensayo de
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reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa, para medir un cambio en la actividad de la TRT. El paquete también
puede incluir material de instruccion para ensefiar los medios para detectar y medir un cambio en la actividad de la
TRT, indicando que un cambio en la actividad de la telomerasa en presencia del compuesto de prueba es un indicador
de que el compuesto de prueba modula la actividad de la telomerasa.

XI. Organismos transgénicos (células de derribamiento de la telomerasa y modelos animales)

Se puede proporcionar organismos multicelulares no humanos transgénicos (por ejemplo, plantas y animales no
humanos) u organismos unicelulares (por ejemplo, levadura) que constan de una secuencia del gene de la TRT exdgena,
que puede ser una secuencia de codificacién o una secuencia regulatoria (por ejemplo, promotora). El organismo puede
expresar un polipéptido de TRT exdgeno, que posee una secuencia de una proteina de TRT humana. El organismo
también puede expresar un componente del RNA de la telomerasa (por ejemplo, la h'TR).

Se puede proporcionar organismos unicelulares y multicelulares (o células de los mismos) en los que por lo menos
un gene codifica un componente de la telomerasa (por ejemplo, la TRT o TR) o la proteina asociada con la telomerasa
estd mutada o eliminada (es decir, en una regién regulatoria o de codificacion) de tal forma que la telomerasa nativa
no se expresa, o se expresa en niveles reducidos o con diferentes actividades al compararla con células u organismos
tipo silvestre. Estas células y organismos con frecuencia se refieren como las células u organismos de “derribamiento
del gene”.

Se puede proporcionar células y organismos en los que un gene de telomerasa endégena (por ejemplo, TRT de
murino) estd ya sea presente o mutado o eliminado opcionalmente y se introduce y se expresa un gene o variante
de telomerasa exdgena (por ejemplo, TRT humana). Las células y organismos de este tipo seran ttiles, por ejemplo,
como sistemas modelo para identificar moduladores de la actividad o expresion de la hTRT; determinar los efectos
de las mutaciones en los genes del componente de la telomerasa, y otros usos como la determinacién del tiempo de
desarrollo y la ubicacién de tejidos de actividad de la telomerasa (por ejemplo, para evaluar cudndo se debe administrar
un modulador de telomerasa y para evaluar cualquier efecto secundario potencial).

Los ejemplos de organismos multicelulares incluyen plantas, insectos, y animales no humanos como ratones,
ratas, conejos, monos, simios, cerdos y otros mamiferos no humanos. Un ejemplo de un organismo unicelular es una
levadura.

Los métodos para la alteracion o disrupcion de genes especificos (por ejemplo, los genes de TRT endégenos) son
bastante conocidos para aquellos capacitados en la técnica; consultar, por ejemplo, Baudin y colaboradores, 1993, Inv.
Acidos Nucleicos 21:3329; Wach y colaboradores, 1994, Levadura 10:1793; Rothstein, 1991, Métodos de Enzimologia
194:281; Anderson, 1995, Métodos de Biologia Celular 48:31; Pettitt y colaboradores, 1996, Desarrollo 122:4149-
4157; Ramirez-Solis y colaboradores, 1993, Métodos de Enzimologia 225:855; y Thomas y colaboradores, 1987,
Célula 51:503, y cada uno de estos se incorpora a la presente por referencia en su totalidad para todos los propdsitos.

Las células de “derribamiento” y los animales incluyen células y animales en los cuales se han eliminado o inhibido
una o varias unidades del complejo de la enzima de telomerasa endégena. La reconstitucién de la actividad de la
telomerasa ayudard a la célula o al animal contra el envejecimiento o, para las células de cancer, contra la muerte
celular provocada por su incapacidad para mantener los teldmeros. Los métodos para alterar la expresion de los genes
endégenos son bastante conocidos por aquellas personas capacitadas en la técnica. Por lo general, estos métodos
implican la alteracién o el reemplazo de todas o una parte de las secuencias regulatorias que controlan la expresién
del gene particular que se va a regular. Las secuencias regulatorias pueden alterarse, por ejemplo, el promotor nativo.
La técnica convencional para la mutacién enfocada de los genes implica la colocacién de un fragmento del DNA
gendmico que contiene el gene de interés dentro de un vector, seguida por la clonacién de los dos brazos genémicos
asociados con el gene enfocado alrededor de un estuche de resistencia a la neomicina seleccionable en un vector que
contiene cinasa de timidina. Esta construccién de “derribamiento” se transfecta posteriormente dentro de la célula
huésped apropiada, es decir, la célula impulsora embridnica (ES) de un ratén, que se somete subsecuentemente a
una seleccion positiva (utilizando G418, por ejemplo, para seleccionar la resistencia a la neomicina) y una seleccién
negativa (utilizando, por ejemplo, FIAU para excluir las células que carecen de cinasa de timidina), permitiendo la
seleccion de células que han pasado por una recombinacién homoéloga con el vector de derribamiento. Este enfoque
conduce a la inactivacién del gene de interés. Consultar, por ejemplo, las Patentes de los Estados Unidos N° 5,464,764;
5,631,153; 5,487,992; y 5,627,059.

La expresion de “derribamiento” de un gene endégeno también puede lograrse mediante el uso de la recombina-
cién homdloga para introducir un 4cido nucleico heterélogo dentro de las secuencias regulatorias (por ejemplo, un
promotor) del gene de interés. Para evitar la expresion de la enzima o el producto funcional, pueden ser adecuadas
las mutaciones sencillas que ya sea alteran la configuracién de lectura o interrumpen el promotor. Para regular hacia
arriba la expresién, un promotor nativo puede sustituirse por un promotor heterélogo que induce niveles mds altos
de transcripcién. También, la “insercién de trampa del gene” puede utilizarse para desintegrar un gene huésped, y las
células ES de ratén pueden utilizarse para producir animales transgénicos de derribamiento, tal como se describe para
el ejemplo, en Holzschu (1997) Inv. Transgénica 6:97-106.

La alteracién de la expresion de los genes endégenos mediante una recombinacién homéloga también puede lograr-
se utilizando secuencias del 4cido nucleico que incluyen el gene estructural en cuestion. Las secuencias ascendentes se
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utilizan para enfocar las construcciones de recombinacion heterélogas. Utilizando la informacién sobre la secuencia
del gene estructural de la TRT, como la ID DE LA SECUENCIA No:1, una persona capacitada en la técnica pue-
de crear construcciones de recombinacién homéloga tnicamente con experimentacién de rutina. La recombinacién
homodloga para alterar la expresion de los genes enddgenos se describe en las Patentes de los Estados Unidos Nu-
meros 5,272,071 y WO 91/09955, WO 93/09222, WO 96/29411, WO 95/31560 y WO 91/12650. La recombinacién
homologa en microbacterias se describe por Azad (1996) Procedimientos Cientificos de la Academia Nacional E.U.A.
93:4787; Baulard (1996) Boletin de Bacteriologia 178:3091; y Pelicic (1996) Microbiologia Molecular 20:919. La
recombinacién homdloga en animales ha sido descrita por Moynahan (1996) Genética Molecular Humana 5:875, y en
plantas por Offringa (1990) EMBO J. 9:3077.

XI1I. Glosario

Los siguientes términos se definen posteriormente para ofrecer una orientacion adicional para aquellas personas
capacitadas en la practica de la invencién: adyuvante, alelo (y secuencia alélica), aminoacidos (incluyendo hidrofébi-
cos, polares, cargados), sustitucién conservadora, elementos de control (y secuencias regulatorias), derivado, etiqueta
detectable, nivel elevado, epitopo, prognosis favorable y no favorable, proteina de fusién, producto del gene, hTR,
inmortal, sustancia inmundgena e inmunogénico, aislado, modulador, motivo, dcido nucleico (polinucleétido), oligo-
nucledtidos (y oligédmeros), enlazado de manera operativa, polipéptido, sonda (incluyendo sondas del 4cido nucleico
y sondas de anticuerpo), recombinante, sistema de seleccion, secuencia, enlace especifico, condiciones de hibridacién
severa (y severidad), identidad sustancial (y similaridad sustancial), sustancialmente puro (y sustancialmente purifi-
cado), células de telomerasa negativa y telomerasa positiva, actividad catalitica de la telomerasa, relacionado con la
telomerasa, y compuestos de prueba.

Tal como se utiliza en la presente invencion, el termino “adyuvante” se refiere a su significado ordinario de
cualquier substancia que aumenta la respuesta inmunolégica hacia un antigeno con el cual se mezcla. Los adyuvantes
utiles en la presente invencidn incluyen, pero no se limitan a, geles minerales de Freund como el hidréxido de aluminio,
y substancias activas en la superficie como por ejemplo la lisolecitina, polioles plurénicos, polianiones, péptidos,
emulsiones de aceite, hemocianina de lapa en forma de bocallave, y dinitrofenol. E1 BCG (Bacillus Calmette-Guerin)
y el Corynebacterium parvum son adyuvantes potencialmente ttiles.

Tal como se utiliza en la presente invencion, los términos “‘alelo” o “secuencia alélica” se refieren a una forma
alternativa de una secuencia del dcido nucleico (es decir, un dcido nucleico que codifica la proteina de la hTRT). Los
alelos resultan de mutaciones (es decir, cambios en la secuencia del 4dcido nucleico), y por lo general producen mRNAs
o polipéptidos alterados y/o regulados de manera diferente, cuya estructura y/o funcién puede o no estar alterada. Los
cambios de mutaciéon comunes que dan origen a los alelos se adjudican por lo general a eliminaciones naturales,
afiadiduras o sustituciones de nucleétidos que pueden o no afectar los aminoacidos codificados. Cada uno de estos
tipos de cambios pueden presentarse por si solos, en combinacién con los demds, o una o mas veces dentro de un
gene dado, cromosoma u otro 4cido nucleico celular. Cualquier gene dado puede no tener, tener una o varias formas
alélicas. Tal como se utiliza en la presente invencion, el termino “alelo” se refiere a cualquiera o ya sea a un gene o a
un mRNA transcrito del gene.

Tal como se utiliza en la presente invencion, los “aminoacidos” se especifican algunas veces utilizando el cédigo

de una letra estandar: Alanina (A), Serina (S), Treonina (T), Acido Aspértico (D), Acido Glutdmico (E), Asparagina
(N), Glutamina (Q), Arginina (R), Lisina (K), Isoleucina (I), Leusina (L), Metionina (M), Valina (V), Fenilalanina
(F), Tirosina (Y), Triptofan (W), Prolina (P), Grlicina (G), Histidina (H), Cisteina (C). Se incluyen los andlogos de
aminodcidos de ocurrencia sintética y no natural (y/o los enlaces de péptidos).

Tal como se utiliza en la presente invencion, “aminoacidos hidrofébicos” se refiere a A, L, I, V, P, F, W y M. Tal
como se utiliza en la presente invencion, los “aminoacidos polares” se refieren a G, S, T, Y, C, N y Q. Tal como se
utiliza en la presente invencion, los “aminoacidos cargados” se refieren a D, E, H, Ky R.

Tal como se utiliza en la presente invencidn, “sustitucion conservadora®, al describir una proteina, se refiere a
un cambio en la composicién del aminodcido de la proteina que no altera sustancialmente la actividad de la proteina.
De esta manera, las “variaciones modificadas de manera conservadora” de una secuencia de aminodcido en particular,
se refiere a las sustituciones del aminodcido de aquellos aminodcidos que no son importantes para la actividad de
la proteina o la sustitucién de aminoécidos por otros aminodcidos que poseen propiedades similares (por ejemplo,
dcidos, basicos, cargados positiva o negativamente, polares o no polares, etc.) de tal forma que las sustituciones de
aminodcidos incluso criticos no altera sustancialmente la actividad. Las tablas de sustitucién conservadora que ofre-
cen aminodcidos funcionalmente similares son muy conocidas en la técnica. Cada uno de los siguientes seis grupos
contiene aminodcidos que son sustituciones conservadoras de otros: 1) Alanina, Serina (S), Treonina (T); 2) Acido
Aspartico (D), Acido Glutamico (E); 3), Asparagina (N), Glutamina (Q); 4) Arginina (R), Lisina (K); 5) Isoleucina
(D, Leusina (L), Metionina (M), Valina (V); y 6) Fenilalanina (F), Tirosina (Y), Triptofan (W) (consultar también,
Creighton (1984) Proteinas, W.H. Freeman and Company). Las personas capacitadas en la técnica apreciaran que las
sustituciones antes identificadas no son las tinicas sustituciones conservadoras posibles. Por ejemplo podriamos tomar
en consideracion todos los aminodcidos cargados como sustituciones conservadoras entre los mismos ya sean positivos
o negativos. Ademads, las sustituciones individuales, eliminaciones o afladiduras que alteren, agreguen o eliminen un
solo aminodcido o un pequeiio porcentaje de aminodcidos en una secuencia codificada, también pueden considerarse
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como “variaciones modificadas de manera conservadora”. También se puede realizar una “sustituciéon conservadora”
en una proteina recombinante utilizando uno o mas codones que difieran de los codones empleados por el gene ti-
po silvestre o nativo. En este caso, una sustitucién conservadora también incluye la sustitucién de un codén para un
aminodcido por un diferente codén para el mismo aminodcido.

Tal como se utiliza en la presente invencion, “‘elementos de control” o ‘“‘secuencias regulatorias” incluyen in-
tensificadores, promotores, terminadores de transcripcién, origenes de duplicacion, secuencias de integracién cromo-
somicas, regiones no traducidas 5"y 37, con las cuales las proteinas u otras biomoléculas interactian para llevar a
cabo la transcripcion y traduccion. Para las células eucaridticas, las secuencias de control incluirdn un promotor y de
preferencia un intensificador, por ejemplo, derivados de los genes de inmunoglobulina, SV40, citomegalovirus, y una
secuencia de poliadenilacion, y pueden incluir secuencias de donante de empalme y aceptadoras. Dependiendo del
sistema del vector y el huésped utilizados, puede utilizarse cualquier numero de elementos adecuados de transcripcién
y traduccidn, incluyendo promotores constitutivos e inductibles.

Tal como se utiliza en la presente invencién, un polinucleétido, oligonucleétido o 4cido nucleico “derivado”, se
refieren a los oligo- y polinucleétidos que incluyen un sustituyente derivado. En algunas formas de realizacion, el sus-
tituyente no interfiere de manera sustancial con respecto a la hibridacién para los polinucledtidos complementarios.
Los oligo-o polinucleétidos derivados que han sido modificados con sustituyentes quimicos anexados (por ejemplo,
mediante la modificacién de un oligo-o poli-nucleétido ya sintetizado, o mediante la incorporacién de una base modifi-
cada o un andlogo de la columna vertebral durante la sintesis) pueden ser introducidos dentro de una célula eucaridtica
metabdlicamente activa para generar hibridos con un DNA de hTRT, RNA, o una proteina donde produzcan una alte-
racién y una modificacién quimica al DNA, RNA, o proteina local. De manera alternativa, los oligo o polinuclétidos
derivados pueden interactuar con y alterar los polipéptidos de hTRT, las proteinas asociadas con la telomerasa, y otros
factores que interactiien con el DNA de hTRT o los productos del gene de 1la h'TRT, o alterar o modular la expresién o
funcién del DNA de hTRT, el RNA o la proteina. Los substituyentes quimicos anexados ilustrativos incluyen: Texapiri-
na de Europio (II), agentes de enlace cruzado, psoralem, quelados metélicos (por ejemplo, hierro/quelado EDTA para
la disociacion catalizada de hierro) topoisomerasa, endonucleasas, exonucleasa, ligasas, fosfodiesterasas, porfirinas
fotodindmicas, medicamentos quimioterapéuticos (por ejemplo, adriamiciano, doxirubicina), agentes de intercalacion,
agentes de modificacién de bases, cadenas de inmunoglobulina y oligonucleétidos. Los quelados de hierro/EDTA son
substituyentes quimicos utilizados con frecuencia cuando se desea llevar a cabo la disociacién local de una secuencia
de polinucledtido (Hertzberg y colaboradores, 1982, Boletin de la Sociedad Norteamericana de Quimica 104:313;
hertzber y Dervan, 1984, Bioquimica 23: 3934; Taylor y colaboradores, 1984, Tetraedro 40: 457; Dervan, 1986, Cien-
cia 232: 464. Las quimicas de enlace ilustrativas incluyen: enlace directo, por ejemplo, a través de un grupo de amino
reactivo anexado (Corey y Schultz (1988) Ciencia 238:1401, que se incorpora a la presente invencion por referencia)
y otras quimicas de enlace directo, a pesar de que también pueden utilizarse los métodos de enlace de anticuerpos
de estreptavidina /biotina y digoxigenina/anti-digoxigenina. Los métodos para enlazar los substituyentes quimicos se
suministran en las patentes de los Estados Unidos 5,135,720, 5,093,245 y 5,055,556, que se incorporan a la presente
invencién por referencia. Pueden utilizarse otras quimicas de enlace a juicio del practicante.

Tal como se utiliza en la presente invencion, una “etiqueta detectable” tiene el significado ordinario en la técni-
cay se refiere a un dtomo (por ejemplo, radionucleétidos), moléculas, (por ejemplo, fluoresceina), o complejo, que
es o puede ser utilizado para detectar (por ejemplo, debido a una propiedad fisica o quimica), indicar la presencia
de una molécula o permitir el enlace de otra molécula a la cual esta unida de manera covalente o esta asociada de
cualquier otra forma. El termino “etiqueta” también se refiere a las moléculas unidas de manera covalente o asociadas
de cualquier otra forma (por ejemplo, una biomolécula como una enzima) que actian sobre un substrato para pro-
ducir un dtomo, molécula o complejo detectable. Las etiquetas detectables adecuadas para utilizarse en la presente
invencion incluyen cualquier composicion detectable mediante medios espectroscépicos, fotoquimicos, bioquimicos,
inmunoquimicos, eléctricos, dpticos o quimicos. Las etiquetas ttiles en la presente invencién incluyen la biotina para
el manchado con el conjugado de estreptavidina etiquetado, cuentas magnéticas (por ejemplo, Dynabeads™), tintes
fluorescentes (por ejemplo, fluoresceina, rojo de Texas, rodamina, proteina fluorescente verde, proteina fluorescente
verde aumentada, lisamina, ficoeritrina, Cy2, Cy3, Cy3.5, Cy5, Cy5.5, Cy7, FluorX [Amersham], SyBR Verde I & 11
[Sondas moleculares], y similares), radioetiquetas (por ejemplo, *H, %1, 3°S, 1*C, o **P), enzimas (por ejemplo, hidro-
lasas, particularmente fosfatasas como la fosfatasa alcalina, esterasas y glucosidadas, u oxidoreductasas, en particular
peroxidasas como por ejemplo la peroxidasa de rdbano picante, y otras utilizadas cominmente en ELISAs), subs-
tratos, cofactores, inhibidores, grupos quimioluminiscentes, agentes cromogénicos, y etiquetas colorimétricas como
por ejemplo las cuentas doradas coloidales o de cristal coloreado o pléstico (por ejemplo, poliestireno, polipropileno,
latex, etc.). Las patentes que hablan sobre el uso de estas etiquetas incluyen las patentes de los Estados Unidos Nu-
meros 3,817,837; 3,850,752; 3,939,350; 3,996,345; 4,277,437, 4,275,149 y 4,366,241. Los medios para detectar estas
etiquetas son bastante conocidos para aquellas personas capacitadas en la técnica. De esta manera, por ejemplo, pue-
den detectarse las radioetiquetas y las etiquetas quimioluminiscentes utilizando una pelicula fotogrifica o contadores
de centelleo, los marcadores fluorescentes pueden detectarse utilizando un fotodetector para detectar la luz emitida
(por ejemplo, igual que en la clasificacion de células activadas por fluorescencia). Las etiquetas enzimaticas por lo
general son detectadas suministrando a la enzima un substrato y detectando el producto de la reaccién producido por
la accién de la enzima sobre el substrato, y las etiquetas colorimétricas son detectadas visualizando simplemente la
etiqueta de color. De esta manera, una etiqueta es cualquier composicién detectable a través de medios espectroscé-
picos, fotoquimicos, bioquimicos, inmunoquimicos, eléctricos, épticos o quimicos. La etiqueta puede estar acoplada
directa o indirectamente al componente deseado del ensayo de acuerdo con los métodos conocidos en la técnica. Las
etiquetas no radioactivas con frecuencia se enlazan mediante medios indirectos. Por lo general, una molécula de li-
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gando (por ejemplo, la biotina) estd enlazada de manera covalente a la molécula. El ligando se enlaza posteriormente
a una molécula de anti-ligando (por ejemplo, la estreptavidina), que es ya sea detectable de manera inherente o esta
enlazada de manera covalente a un sistema de generacién de sefial, al igual que una enzima detectable, un compuesto
fluorescente, o un compuesto quimioluminiscente. Puede utilizarse cierto nimero de ligandos y antiligandos. Cuando
un ligando posee un antiligando natural, por ejemplo, la biotina, tiroxina y cortisol, este puede utilizarse junto con
los antiligandos etiquetados, de ocurrencia natural. Alternativamente, cualquier compuesto hapténico o antihigiéni-
co puede utilizarse en combinacién con un anticuerpo. Las moléculas también pueden conjugarse directamente a los
compuestos generadores de sefiales, por ejemplo, mediante la conjugacion con una enzima o fluoroforo. Los medios
para detectar etiquetas son bastante conocidos para aquellas personas capacitadas en la técnica. De esta manera, por
ejemplo, cuando la etiqueta es una etiqueta radioactiva, los medios para la deteccién incluyen un contador de centelleo,
una pelicula fotografica como en la autoradiografia, o una reproduccion de imagenes de fésforo por almacenamiento.
Cuando la etiqueta es una etiqueta fluorescente, esta puede detectarse excitando el fluorocromo con la longitud de
onda adecuada de luz y detectando la fluorescencia resultante. La fluorescencia puede detectarse de manera visual, por
medio de una pelicula fotogréfica, mediante el uso de detectores electrénicos como los dispositivos acoplados de carga
(CCDs) o fotomultiplicadores y aparatos similares. De la misma forma, las etiquetas enziméticas pueden detectarse
proporcionando los substratos adecuados para la enzima y detectando el producto de reaccién resultante. También,
las etiquetas colorimétricas sencillas pueden detectarse observando el color asociado con la etiqueta. Podrd apreciarse
que cuando se utilicen pares de fluoroforos en un ensayo, con frecuencia se prefiere que posean distintos patrones de
emisién (longitudes de onda) de tal forma que puedan distinguirse facilmente.

La frase “nivel elevado” se refiere a una cantidad de producto del gene de la hTRT (u otra substancia o actividad
especifica) en una célula que sea elevada o mayor al nivel en un estandar de referencia, por ejemplo, para el diagndstico,
el nivel en las células de telomerasa negativa normales en un individuo o en otros individuos que no sufran por la
condicién, y para el prondstico, el nivel en las células del tumor a partir de una variedad de grados o clases de, por
ejemplo, los tumores.

Tal como se utiliza en la presente invencion, el término “epitopo” tiene su significado ordinario de un sitio en
un antigeno reconocido por un anticuerpo. Los epitopos por lo general son segmentos de aminodcidos que son una
pequeiia porcion de toda la proteina. Los epitopos pueden tener diferentes disposiciones (es decir, discontinuos). Esto
quiere decir, pueden estar formados a partir de aminoécidos codificados por partes no contiguas de una secuencia
primaria que ha sido yuxtapuesta por el doblamiento de proteinas.

Los términos “prognosis favorable” y “prognosis desfavorable” son conocidos en la técnica. En el contexto de
los cédnceres, una “prognosis favorable” significa que existe la probabilidad de la regresién de un tumor o de tiempos
de supervivencia mayores para los pacientes con una prognosis favorable en relacién con aquellos que tienen una pro-
gnosis desfavorable, mientras que “prognosis desfavorable” significa que es probable que el tumor sea mas agresivo,
es decir, de un crecimiento mas rapido o que se disemina por metdstasis, lo que produce un resultado deficiente o un
curso mas rapido de la progresion de la enfermedad para el paciente.

Tal como se utiliza en la presente invencidn, el término “proteina de fusién”, se refiere a una proteina compuesta,
es decir, una secuencia de aminodcido contiguo sencilla, constituida por dos (o mds) polipéptidos distintos y hete-
rélogos que no estan fusionados normalmente entre si en una sola secuencia del aminodcido. De esta manera, una
proteina de fusién puede incluir una secuencia de aminodcido sencilla que contiene dos secuencias de aminoécido
totalmente distintas o dos secuencias de polipéptido similares o idénticas, siempre y cuando estas secuencias no se
encuentren normalmente juntas en la misma configuracién en una secuencia de aminoécido sencilla encontrada en la
naturaleza. Las proteinas de fusion por lo general pueden prepararse utilizando ya sean los métodos del dcido nucleico
recombinante, es decir, como resultado de la transcripcién y traduccién de un producto de la fusién del gene recombi-
nante, donde la fusién incluye un segmento que codifica un polipéptido caracteristico de la invencién y un segmento
que codifica una proteina heterdloga, o a través de métodos de sintesis quimica conocidos en la técnica. Las regiones
que no poseen hTRT de la proteina de fusién pueden fusionarse al término de amino del polipéptido de 1a hTRT o el
término de carboxil, o a ambos, o la regién que no posee h'TRT puede insertarse dentro del interior de la secuencia de
la proteina (insertando la mitad o reemplazando los aminodcidos) o pueden llevarse a cabo combinaciones de lo antes
mencionado.

Tal como se utiliza en la presente invencion, el término “producto del gene’ se refiere a una molécula de RNA
transcrita a partir de un gene, o una proteina codificada por el gene o traducida del RNA.

Tal como se utiliza en la presente invencién, “hTR” (RNA de telomerasa humana) se refiere al componente del
RNA de la telomerasa humana y cualquier alelo y variante de ocurrencia natural o variantes recombinantes. La hTR se
describe con detalles en la patente de los Estados Unidos Niim. 5,583,016, que se incorpora a la presente por referencia
en su totalidad para todos los propésitos.

Tal como se utiliza en la presente invencién, el término “‘inmortal”, cuando se refiere a una célula, tiene su
significado normal en el campo de la telomerasa y se refiere a las células que poseen un potencial de duplicacién
aparentemente ilimitado. Inmortal también puede referirse a las células con una capacidad de proliferacion creciente en
relacién con sus contrapartes no modificadas. Los Ejemplos de células humanas inmortales son las células tumorosas
malignas, las células de la linea germinal, y ciertas lineas de células humanas transformadas cultivadas in vitro (por
ejemplo, las células que se han convertido en inmortales después de la transformacién por oncogenes virales o de otra
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forma). En contraste, la mayoria de las células somdaticas humanas normales son mortales, es decir, tienen un potencial
de duplicacion limitado y llegan a envejecer después de un nimero finito de divisiones celulares.

Tal como se utiliza en la presente invencion, los términos “sustancia inmundgena” e “inmunogénico” tienen
su significado ordinario en la técnica, es decir, una sustancia inmundgena es una molécula, como por ejemplo una
proteina u otro antigeno, que puede producir una respuesta inmunoldgica de adaptacion después de inyectarse a una
persona o un animal.

Tal como se utiliza en la presente invencién, “aislado”, al referirse a una molécula o composicién, como por
ejemplo, una RNP (por ejemplo, por lo menos una proteina y por lo menos un RNA), significa que la molécula o
composicion estd separada de por lo menos uno de otros compuestos, como por ejemplo una proteina, otros RNAs,
u otros contaminantes con los cuales estd asociada in vivo o en su estado de ocurrencia natural. De esta manera,
una RNP se considera aislada cuando la RNP ha sido aislada a partir de cualquier otro componente con el cual estd
naturalmente asociada, por ejemplo, la membrana celular, como en un extracto celular. Sin embargo, una composicién
aislada también puede ser substancialmente pura.

Tal como se utiliza en la presente invencidn, “modulador” se refiere a cualquier compuesto o composicién sin-
tética o natural que puede cambiar en cualquier forma cualquiera o tanto la “actividad completa” como cualquier
“actividad parcial” de una transcriptasa inversa tipo telomerasa (TRT). Un modular puede ser agonista o antagonista.
Un modulador puede ser cualquier compuesto organico e inorganico; incluyendo, pero sin limitarse a, por ejemplo,
moléculas pequefias, péptidos, proteinas, azicares, d4cidos nucleicos, dcidos grasos y similares.

Tal como se utiliza en la presente, “motivo” se refiere a una secuencia de aminoacidos contiguos (o a una secuencia
del 4cido nucleico que codifica una secuencia de aminoacidos contiguos) que define una caracteristica o estructura en
una proteina que es comun a o que estd conservada en todas las proteinas de la clase o tipo definidos. La secuencia
del motivo o consenso puede incluir tanto residuos conservados como no conservados. Los residuos conservados en
la secuencia del motivo indican que el residuo o clase conservada (es decir, hidrofébica, polar, no polar, o cualquier
otra clase) de residuos estd por lo general presente en la ubicacién indicada en cada proteina (o gene o mRNA) de la
clase de proteinas definidas por el motivo. Los motivos pueden diferir de acuerdo con la clase de proteinas. De esta
manera, por ejemplo, las enzimas de transcriptasa inversa forman una clase de proteinas que puede estar definida a
través de uno o mas motivos, y esta clase incluye a las enzimas de telomerasa. Sin embargo, las enzimas de telomerasa
también pueden ser definidas como la clase de enzimas con motivos caracteristicos para esta clase. Aquellas personas
con capacidad en la técnica reconocen que la identificacién de un residuo como residuo conservado en un motivo no
significa que cada miembro de la clase definida por el motivo posee el residuo indicado (o clase de residuo) en la
posicién indicada, y que uno o mas miembros de la clase pueden tener un residuo diferente en la posicion observada.

Tal como se utiliza en la presente invencién, los términos ‘““acido nucleico” y “polinucleétido” se utilizan de
manera intercambiable. El uso del término “polinucleétido” no tiene el propésito de excluir a los oligonucledtidos (es
decir, polinucledtidos cortos) y también puede referirse a los dcidos nucleicos sintéticos y/o que no tienen ocurren-
cia natural (es decir, incluyen los andlogos del 4cido nucleico y los residuos o enlaces modificados de la columna
vertebral).

Tal como se utiliza en la presente invencion, los ‘““oligonucledtidos” o los “oligémeros” se refieren a una secuencia
de un 4cido nucleico de aproximadamente 7 nucleétidos o mds, y hasta por una cantidad de aproximadamente 100
nucledtidos, que puede utilizarse como iniciador, sonda o amplimero. Los oligonucleétidos con frecuencia tienen
entre aproximadamente 10 y aproximadamente 50 nucleétidos de longitud, con mds frecuencia entre aproximadamente
14 y aproximadamente 35 nucleétidos, de manera muy frecuente entre aproximadamente 15 y aproximadamente 25
nucledtidos, y los términos de oligonucledtidos u oligémeros también pueden referirse a 4cidos nucleicos sintéticos y/o
que no tienen ocurrencia natural (es decir, que incluyen andlogos del dcido nucleico o residuos o enlaces modificados
de la columna vertebral).

Tal como se utiliza en la presente invencion, el término “‘enlazado de manera operativa” se refiere a una relacion
funcional entre dos o0 mds segmentos del 4dcido nucleico (por ejemplo, DNA): Por ejemplo, un promotor o intensificador
estd enlazado de manera operativa a una secuencia de codificacidn si este estimula la transcripcién de la secuencia en
una célula huésped apropiada o cualquier otro sistema de expresion. Por lo general, las secuencias que estdn enlazadas
de manera operativa son contiguas, y en el caso de una secuencia de sefial ambas son contiguas y en fase de lectura.
Sin embargo, los intensificadores no necesitan localizarse en una proximidad cercana a las secuencias de codificacién
cuya transcripcién intensifican.

Tal como se utiliza en la presente invencidn, el término “polipéptido” se usa de manera intercambiable en la
presente con el término “proteina”, y se refiere a un polimero compuesto por residuos del aminodcido enlazados por
enlaces de amida, incluyendo los andlogos sintéticos, de ocurrencia natural y los que no tienen ocurrencia natural de
los mismos (aminodcidos y enlaces). Los péptidos son Ejemplos de polipéptidos.

Tal como se utiliza en la presente invencion, una “‘sonda” se refiere a una molécula que enlaza especificamente a
otra molécula. Un Ejemplo de una sonda es una ‘“‘sonda de acido nucleico” que se enlaza especificamente (es decir, se
anodiza o se hibrida) a un dcido nucleico complementario sustancialmente. Otro Ejemplo de una sonda es una “sonda
de anticuerpo” que se enlaza especificamente a un antigeno o epitopo correspondiente.
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Tal como se utiliza en la presente invencion, ‘“recombinante” se refiere a un polinucleétido sintetizado o manipu-
lado de alguna otra forma in vitro (por ejemplo, un “polinucleétido recombinante”), a los métodos de utilizacién de
los polinucle6tidos recombinantes para producir productos del gene en las células y otros sistemas biolégicos, o a un
polipéptido (“proteina recombinante”) codificado por un polinucleétido recombinante.

Tal como se utiliza en la presente invencidn, un “sistema de seleccion” en el contexto de lineas celulares trans-
formadas de manera estable, se refiere a un método para identificar y/o seleccionar las células que contienen un acido
nucleico recombinante de interés. Se conoce una gran variedad de sistemas de seleccion para la identificacion de cé-
lulas transformadas y son adecuadas para utilizarse con la presente invencién. Por ejemplo, las células transformadas
por plasmidos u otros vectores pueden seleccionarse a través de la resistencia a los antibiéticos conferida por genes
contenidos en los pldsmidos, como los genes bastante conocidos de amt, gpt, neo e hig u otros genes como por ejemplo
la cinasa de quimidina del virus de herpes simplex (Wigler y colaboradores, Célula 11:223-32[1997]) y los genes de
fosforibosiltransferasa de adenina (Lowy y colaboradores, Célula 22:817[1980]) que pueden emplearse en las células
tk-o aprt-, respectivamente. También, puede utilizarse el antimetabolito, antibidtico o la resistencia a herbicidas como
base para la seleccidn; por ejemplo, la dhfr que ofrece resistencia al metotrexato y también es ttil para la amplificacién
de genes (Wigler y colaboradores, Procedimiento Cientifico de la Academia Nacional, 77:3567 [1980]); npt, que con-
fiere resistencia a la neomicina de aminoglucécidos y G-418 (Colbere-Garapin y colaboradores, Boletin de Biologia
Molecular, 150:1 [1981]) y als o pat, que confieren resistencia al clorsulfurén y la acetiltransferasa de fosfinotricina,
respectivamente (Murry, en el Anuario de Ciencia y Tecnologia de McGraw Hill, McGraw Hill Nueva York, NY, pp
191-196, [1992]). Se han descrito genes seleccionables adicionales, por ejemplo, los genes que confieren resistencia
a la higromicina, trpB, que permite a las células utilizar indole en lugar de triptéfano, o hisD, que permite a las cé-
lulas utilizar histinol en lugar de utilizar histidina (Hartman y Mulligan, Procedimientos Cientificos de la Academia
Nacional, 85:8047 [1998]). Recientemente, el uso de marcadores visibles ha ganado la popularidad con los marca-
dores como las antocianinas, beta-glucuronidasa y su substrato, GUS, y luciferasa y su substrato, luciferina, que se
emplean ampliamente no solo para identificar transformantes, sino también para cuantificar la cantidad de expresién
de la proteina transitoria o estable atribuible a un sistema de vector especifico (Rhodes y colaboradores Metodologia
de Biologia Molecular, 55:121 [1995]).

Tal como se utiliza en la presente invencion, la “secuencia’ de un gene (a menos que se indique especificamente
otra cosa), dcido nucleico, proteina, o péptido se refiere al orden de los nucleétidos en cualquiera o ambos filamentos
de una molécula de DNA de doble filamento, por ejemplo, la secuencia de tanto el filamento de codificacién como
su complemento, de una molécula de 4cido nucleico de un solo filamento, o para el orden de los aminodcidos en un
péptido o proteina.

Tal como se utiliza en la presente invencion, “enlace especifico” se refiere a la capacidad de una molécula, por lo
general un anticuerpo o un polinucleétido de ponerse en contacto y asociarse con otra molécula especifica, incluso en
la presencia de muchas otras moléculas diversas. Por ejemplo, un polinucleétido de un solo filamento puede enlazarse
especificamente a un polinucledtido de un solo filamento que sea complementario en la secuencia, y un anticuerpo se
enlaza especificamente a (0 “es especificamente inmunoreactivo con’) su antigeno correspondiente.

Tal como se utiliza en la presente invencion, ‘“‘condiciones de hibridacion severa” o “severidad” se refiere a las
condiciones en un rango de aproximadamente 5°C a aproximadamente 20°C o 25°C por debajo de la temperatura de
fusién (T,,) de la secuencia objetivo y una sonda con una complementariedad exacta o casi exacta al objetivo. Tal como
se utiliza en la presente invencidn, la temperatura de fusién es la temperatura a la cual una poblacién de moléculas
de édcido nucleico de doble filamento se disocian a la mitad en filamentos sencillos. Los métodos para calcular la Tm
de los dcidos nucleicos son bastante conocidos en la técnica (consultar, por ejemplo, Berger y Kimmel (1987) ME-
TODOS DE ENZIMOLOGIA, VOLUMEN 152: GUIA PARA LAS TECNICAS DE CLONACION MOLECULAR,
San Diego: Academic Press, Inc. y Sambrook y colaboradores (1989) CLONACION MOLECULAR: UN MANUAL
DE LABORATORIO, SEGUNDA EDICION, VOLUMENES 1-3, Laboratorio de Cold Spring Harbor en lo sucesivo,
“Sambrook”), ambos incorporados en la presente por referencia). Tal como se indica por las preferencias estdndares,
un célculo sencillo del valor de la T,, puede calcularse por medio de la ecuacién: T,, = 81.5 + 0.41 (G + C), cuando un
dcido nucleico se encuentra en solucion acuosa a 1 M de NaCl (consultar, por ejemplo, Anderson y Young, Hibrida-
ci6én de Filtro Cuantitativa en HIBRIDACION DEL ACIDO NUCLEICO (1985)). Otras referencias incluyen célculos
mds sofisticados que toman en cuenta las caracteristicas estructurales asi como las caracteristicas de la secuencia para
el célculo de la T,,. La temperatura de fusién de un hibrido (y por lo tanto las condiciones de la hibridacién severa) es
afectada por diferentes factores como por ejemplo la longitud y naturaleza (DNA, RNA, composicion base) e la sonda
y la naturaleza del objetivo (DNA, RNA, composicién base, presente en la solucién o inmovilizado, y similares), y la
concentracion de sales y otros componentes (por ejemplo, la presencia o ausencia de fornamida, sulfato de dextran,
polietilenglicol). Los efectos de estos factores son bastante conocidos y se discuten en referencias estandares en la téc-
nica, por ejemplo, en Sambrook, mencionado anteriormente y Ausubel y colaboradores, mencionado anteriormente.
Por lo general, las condiciones de hibridacién severa son concentraciones de sal menores a aproximadamente 1.0 M
de ion de sodio, por lo general aproximadamente de 0.01 a 1.0 M de ion de sodio a un pH de 7.0 a 8.3, y temperaturas
de por lo menos aproximadamente 30°C para sondas cortas (por ejemplo, de 10 a 50 nucleétidos) y por lo menos apro-
ximadamente 60°C para sondas largas (por ejemplo, mayores a 50 nucledtidos). Tal como se indicé, las condiciones
severas también pueden lograrse mediante la afiadidura de agentes de desestabilizaciéon como la formamida, en cuyo
caso pueden emplearse temperaturas menores.
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Tal como se utiliza en la presente invencidn, el término “identidad sustancial”, “identidad de secuencia sus-
tancial” o “similaridad sustancial’’ en el contexto de los dcidos nucleicos, se refiere a una medida de similaridad de
la secuencia entre dos polinucleétidos. La identidad de secuencia sustancial puede determinarse mediante hibridacién
bajo condiciones severas, mediante comparacién directa, u otros medios. Por ejemplo, dos polinucleétidos pueden
identificarse como poseedores de una identidad de secuencia sustancial si son capaces de generar hibridos especifica-
mente entre si bajo condiciones de hibridacién severa. Otros grados de identidad de la secuencia (por ejemplo, menor
a la “sustancial”) pueden caracterizarse mediante hibridacién bajo diferentes condiciones de severidad. De manera
alternativa, la identidad de secuencia sustancial puede describirse como una identidad del porcentaje entre dos secuen-
cias de nucledétidos (o polipéptido). Dos secuencias se consideran sustancialmente idénticas cuando son por lo menos
aproximadamente 60% idénticas, de preferencia por lo menos de aproximadamente 70% idénticas, o por lo menos
aproximadamente 80% idénticas, o por lo menos aproximadamente 90% idénticas, o por lo menos aproximadamente
95% 0 98% a 100% idénticas. La identidad de la secuencia de porcentaje (nucleétido o aminodcido) se calcula por lo
general determinando la alineacion dptima entre dos secuencias y comparando las dos secuencias. Por ejemplo, una
transcripcién exdgena utilizada para la expresion de proteina puede describirse como poseedora de cierto porcenta-
je de identidad o similaridad en comparacién con una secuencia de referencia (por ejemplo, la secuencia endégena
correspondiente). La alineacién éptima de las secuencias puede llevarse a cabo utilizando el algoritmo de homologia
local de Smith y Waterman (1981) Matemdticas Aplicadas Avanzadas, 2:482, a través del algoritmo de alineacién
de homologia de Needleman y Wunsch (1970) Boletin de Biologia Molecular 48:443, mediante la investigacion de
un método similar de Pearson y Lipman (1988) Procedimiento Cientifico de la Academia Nacional, EUA 85:2444,
mediante implementaciones computarizadas de estos algoritmos (GAP, BESTFIT, FASTA y TFASTA en el Paquete
de Software de Genética de Wisconsin, Genetics Computer Group, 575 Science Dr., Madison, WI), o mediante ins-
peccién. Se selecciona la mejor alineacion (es decir, la que da como resultado el porcentaje mds alto de identidad)
generada por los diferentes métodos. Por lo general, estos algoritmos comparan las dos secuencias sobre una “venta-
na de comparacion” (por lo general cuando menos 18 nucledtidos de longitud) para identificar y comparar regiones
locales de la similaridad de secuencia, permitiendo de esta manera afiadiduras o eliminaciones pequeiias, (es decir,
abertura). Las afadiduras y eliminaciones son por lo general el 20% o menos de la longitud de la secuencia en rela-
cion con la secuencia de referencia, que no incluye afiadiduras ni eliminaciones. Algunas veces es deseable describir
la identidad de la secuencia entre dos secuencias con referencia a una longitud o regién en particular (por ejemplo,
dos secuencias pueden describirse como poseedoras de por lo menos 95% de identidad sobre una longitud de por lo
menos 500 pares de base). Por lo general, la longitud serd de por lo menos aproximadamente 50, 100, 200, 300, 400
6 500 pares base, aminodcidos u otros residuos. El porcentaje de la identidad de secuencia se calcula comparando
dos secuencias alineadas de manera Gptima sobre la regién de comparacion, determinando el nimero de posiciones
en las cuales se presenta la base del dcido nucleico idéntico (por ejemplo, A, T, C, G 6 U) en ambas secuencias para
producir el nimero de posiciones acopladas, y determinando el niimero (o porcentaje) de las posiciones acopladas en
comparacién con el nimero total de bases en la secuencia de referencia o la regiéon de comparacién. Un algoritmo
adicional que es adecuado para determinar la similaridad de la secuencia es el algoritmo BLAST, que se describe
en Altschul (1990) Boletin de Biologia Molecular 215:403-410, y Shpaer (1996) Genémica 38:179-191. El software
para llevar a cabo los andlisis de BLAST esta disponible piblicamente en el Centro Nacional de Informacién Sobre
Biotecnologia (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Este algoritmo implica primero la identificacién de pares de secuencia
de una alta clasificacién (HSPs) identificando palabras pequefias de longitud W en la secuencia de consulta que ya sea
se acoplen o satisfagan cierta puntuacién T del umbral con valor positivo al alinearse con una palabra de la misma
longitud en una secuencia de la base de datos. La T se refiere al umbral de clasificacién de palabras de los alrededores
(Altschul y colaboradores, mencionado anteriormente). Estos golpes de palabras iniciales en los alrededores actdan
como semillas para iniciar las investigaciones con el fin de encontrar HSPs mayores que las contengan. Los golpes
de palabra se extienden en ambas direcciones a lo largo de cada secuencia hasta donde pueda incrementarse la cali-
ficacién de la alineacién acumulativa. La extension de los golpes de palabra en cada direccién se detienen cuando:
la calificacion de la alineacién acumulativa cae por debajo de la cantidad X a partir de su valor maximo logrado; la
calificaciéon acumulativa llega a cero o menos, debido a la acumulacién de una o mds alineaciones de residuos con
calificacién negativa, o cuando se alcanza el final de cualquier secuencia. Los pardmetros W, T y X del algoritmo
BLAST determinan la sensibilidad y velocidad de la alineacion. El programa BLAST utiliza como valores implicitos
una longitud de palabra W de 11, la matriz de calificacion BLOSUMG62 (consultar Henikoff (1992) Procedimiento
Cientifico de la Academia Nacional EUA 89: 1095-10919) alineaciones (B) de 50, expectativa (E) de 10, M=5, N=-4,
y una comparacién de ambos filamentos. El término BLAST se refiere al algoritmo BLAST que lleva a cabo un ané-
lisis estadistico de la similaridad entre dos secuencias; consultar por ejemplo, Karlin (1993) Procedimiento Cientifico
de la Academia Nacional EUA 90:5873-5787. Una medida de similaridad proporcionada por el algoritmo BLAST es
la probabilidad de suma mds pequefia (P(N)), que ofrece una indicacién de la probabilidad mediante la cual podria
ocurrir un acoplamiento entre dos secuencias de un nucleétido o un aminodcido por casualidad. Por ejemplo, un 4cido
nucleico puede ser considerado como similar a un 4cido nucleico de TRT si la probabilidad de suma mds pequeiia
en una comparacion del dcido nucleico de prueba con un 4cido nucleico de TRT es menor a aproximadamente 0.5,
0.2, 0.1, 0.01 6 0.001. De manera alternativa, otro indicio de que las dos secuencias del 4cido nucleico son similares
es que el polipéptido que codifica el primer dcido nucleico es inmunolégicamente reactivo de manera cruzada con el
polipéptido codificado por el segundo dcido nucleico.

Tal como se indica en la presente invencion, los términos “identidad substancial”, “identidad de secuencia sus-
tancial” o ‘“‘similaridad substancial” en el contexto de un polipéptido, se refiere a un grado de similaridad entre dos
polipéptidos en donde un polipéptido incluye una secuencia con por lo menos 70% de identidad de la secuencia con
una secuencia de referencia, u 80% u 85% o hasta un 100% de identidad de la secuencia con la secuencia de referencia,
o de manera mds preferente, 90% de identidad sobre una ventana de comparacién de aproximadamente 10-20 residuos
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de aminodcidos. La similaridad de secuencia del aminodcido, o la identidad de la secuencia, se determina optimizando
las concordancias de los residuos, si es necesario, mediante la introduccién de aberturas segiin se requiera. Consultar
Needleham y colaboradores (1970) Boletin de Biologia Molecular, 48:443-453; y Sankoff y colaboradores, 1983, Des-
viaciones de Tiempo, Ediciones de Fibras y Macromoléculas, La Teoria y Practica de la Comparacién de Secuencias,
Capitulo Uno, Addison-Wesley, Reading, MA; y los paquetes de software de IntelliGenetics, Mountain View, CA, y el
Grupo de Computacion Genética de la Universidad de Wisconsin, Madison, WI. Tal como se hara aparente para aque-
llas personas capacitadas en la técnica, los términos “identidad substancial”, “similaridad substancial” y “identidad de
secuencia substancial” pueden utilizarse de manera intercambiable con respecto a los polipéptido o polinucleétidos.

Tal como se utiliza en la presente invencion, el término “substancialmente puro’ o “substancialmente purifica-
do”, al referirse a una composicién que incluye un reactivo especifico, como por ejemplo un anticuerpo (por ejemplo,
un anticuerpo anti-hTRT), significa que el reactivo especificado es por lo menos aproximadamente de 75%, o por los
menos de aproximadamente 90%, o por lo menos de aproximadamente 95%, o por lo menos de aproximadamente
99%, o més de la composicién (sin incluir, por ejemplo, el solvente o amortiguador). De esta manera, por ejemplo, se
purifica substancialmente una preparacién preferida de inmunoglobulina de la invencién que enlaza especificamente
un polipéptido de hTRT.

Tal como se utiliza en la presente invencion, una célula de “telomerasa negativa” es aquella en donde no se
expresa la telomerasa, es decir, no puede detectarse la actividad catalitica de la telomerasa utilizando un ensayo con-
vencional o un ensayo TRAP para la actividad catalitica de la telomerasa. Tal como se utiliza en la presente invencion,
una célula con “telomerasa positiva” se una célula en la cual se expresa la telomerasa (es decir, donde puede detectarse
la actividad de la telomerasa).

Tal como se utiliza en la presente invencion, una enfermedad o condicién “relacionada con la telomerasa” es
una enfermedad o condicién en un sujeto que estd correlacionado con un nivel anormalmente alto de actividad de
la telomerasa en las células del individuo, que puede incluir cualquier actividad de la telomerasa para la mayoria de
las células somdticas normales, o que se correlaciona con un nivel bajo de actividad de la telomerasa que da como
resultado un deterioro en la funcién celular normal. Los ejemplos de condiciones relacionadas con la telomerasa
incluyen, por ejemplo, el cancer (actividad de telomerasa alta en las células malignas) y la infertilidad (actividad de la
telomerasa baja en las células de la linea germinal).

Tal como se utiliza en la presente invencion, “compuesto de prueba” o ‘““agente” se refiere a cualquier compuesto
0 composicion sintética o natural. El término incluye todos los compuestos orgdnicos e inorganicos; incluyendo, por
ejemplo, moléculas pequeiias, péptidos, proteinas, azticares, 4cidos nucleicos, dcidos grasos y similares.

XIII. Ejemplos
Los siguientes Ejemplos se proporcionan para ilustrar la presente invencién, y no en forma de limitacién.

En las siguientes secciones, se aplicardn las siguientes abreviaturas: eq (equivalentes); M (Molar); uM (micro-
molar); N (Normal); mol (moles); mmol (milimoles); gmol (micromoles); nmol (nanomoles); g (gramos); mg (mili-
gramos); pug (microgramos); ng (nanogramos); 1 o L (litros); ml (mililitros); ¢l (microlitros); cm (centimetros); mm
(milimetros); um (micrémetros); nm (nandémetros); °C (grados centigrados); RPN (ribonucleoproteina); mreN (2’-O-
metilribonucledtidos); dNTP (desoxiribonucleétido); dH,O (agua destilada); DDT (ditiotreitol); PMSF (fluoro de me-
tilfenilsulfonilo); TE (10 mM de Tris HCI, I mM de EDTA, aproximadamente con un pH de 7.2); KGlu (glutanato
de potasio); SSC (amortiguador de citrato de sodio y sal); SDS (sulfato de dodecil sédico); PAGE (electroféresis de
gel de poliacrilamida); Novex (Novex, San Diego, CA); Bio Rad (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA); Pharmacia
(Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ); Boehringer-Mannheim (Boehringer-Mannheim Corp, Concord, CA); Amers-
ham (Amersham, Inc., Chicago, IL); Stratagene (Stratagene Cloning Systems, La Jolla, CA); NEB (New England
Biolabs, Beverly, MA); Pierce (Pierce Chemical Co., Rockford, IL); Beckman (Beckman Instruments, Fullerto, CA);
Lab Industies (Lab Industries, Inc., Berkeley, CA); Eppendorf (Eppendorf Scientific, Madison, WI); y Molecular Dy-
namics (Molecular Dynamics, Sunnvale, CA).

Ejemplo 1
Aislamiento de proteinas y clones de telomerasa

El siguiente Ejemplo detalla el aislamiento de las proteinas y clones de telomerasa a partir de diversos organismos,
incluyendo el euplotes p. 123, hTRT, TRT y los clones del cDNA de telomerasa de TRT de S. pombe.

A. Antecedentes

1) Introduccion

Esta seccion proporciona un panorama de la purificacion y clonacién de los genes de TRT, que se describe con
mas detalle en las secciones posteriores de este Ejemplo. A pesar de que las subunidades de RNA de la telomerasa
han sido identificadas en los ciliados, la levadura y los mamiferos, las subunidades de proteina de la enzima no han

sido identificadas como tales antes de la presente invencién. La purificacion de la telomerasa a partir del protozoario
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ciliado Euplotes aediculatus produjo dos proteinas, nombradas como 123 y p43 (consultar posteriormente; Lingner
(1996) Procedimiento Cientifico de la Academia Nacional E.U.A. 93:10712). El Euplotes aediculatus es un ciliado
hipotricoide que posee un macrontcleo que contiene aproximadamente 8 x 107 telémeros y aproximadamente 3 x 10°
moléculas de telomerasa. Después de la purificacion, el complejo de la telomerasa activa tenia una masa molecular de
aproximadamente 230 kD, correspondiente a una subunidad de RNA de 66 kD y dos proteinas de aproximadamente
123 kD y 43 kD (Lingner (1996) mencionado anteriormente). Los experimentos de enlace fotocruzado indicaron que
la proteina p123 mdés grande estaba implicada en el enlace especifico del substrato del DNA telomérico (Lingner,
(1996) mencionado anteriormente).

Las proteinas p123 y p43 fueron secuenciadas y se aislaron los clones del cDNA que codificaban estas proteinas.
Se descubrieron que estas secuencias de Euplotes no estaban relacionadas con las proteinas p80 y p95 asociadas con
la telomerasa de Tetrahymena. El andlisis de la secuencia del Euplotes p123 revel6 motivos de trascriptasa inversa
(RT). Ademés, el andlisis de secuencia del Euplotes p123 mediante la comparacién con otras secuencias revelé un
homélogo de la levadura, conocido como proteina Est2 (Lingner (1997) Ciencia 276:561). La Est2 de la levadura
habia comprobado ser anteriormente esencial para el mantenimiento del telémero in vivo (Lendvay (1996) Genética
144:1399) pero no habia sido identificada como una proteina catalitica de la telomerasa. La mutagénesis especifica en
el sitio demostr6é que los motivos de RT de la Est2 de la levadura son esenciales para la sintesis del DNA telomérico
in vivo y in vitro (Lingner (1997) mencionado anteriormente).

ii) Identificacion y caracterizacion de la telomerasa de S. Pombe

Se llevé a cabo la amplificacion mediante PCR del DNA del S. pombe con los iniciadores de secuencia degenerados
disefiados a partir de los motivos de RT de la p123 de la Euplotes tal como se describe posteriormente. De los cuatro
productos de la PCR prominentes generados, una banda del par base 120 codific6 una secuencia del péptido homdloga
con pl123 y Est2. Este producto de la PCR fue utilizado como sonda en la hibridacién de la colonia e identificé dos
clones superpuestos a partir de una biblioteca gendémica del S. pombe y tres de una biblioteca del cDNA del S. pombe.
El andlisis de la secuencia reveld que ninguno de los tres clones de cDNA del S. pombe es de longitud completa, de
tal forma que se utiliz6 la RT-PCR para obtener estas secuencias que codifican el término N de la proteina.

La secuenciacién completa de estos clones revel6 un gene de la RT de telomerasa del S. pombe putativo, trtl. La
secuencia del nucledtico completa de trt] ha sido depositada en elk GenBank, niimero de acceso AF015783 (consultar
Figura 15).

Para probar el trtl del S. pombe (como una subunidad catalitica) se crearon dos construcciones de eliminacién. El
andlisis de la secuencia mostr6 que el trt1 codifica una proteina basica con una masa molecular prevista de 116 kD. Se
descubri6 que la homologia con la p123 y Est2 era especialmente alta en siete motivos de transcriptasa inversa, sub-
rayados y designados como motivos 1, 2, A, B, C, D y E (consultar Figura 63). Un motivo especifico de la telomerasa
adicional, designado como motivo T, también fue descubierto. Quince intrones, que variaban en tamafio de 36 a 71
pares base, interrumpian la secuencia de codificacién.

Para someter a prueba el trtl del S. pombe como subunidad catalitica, se crearon dos construcciones de elimina-
cién. Una eliminaba tnicamente los motivos de B al D en los dominios de RT. El segundo eliminaba el 99% de la
configuracién de lectura abierta.

Las células haploides desarrolladas a partir de las esporas del S. pombe de ambos mutantes mostraron un acorta-
miento progresivo del telémero al punto en que la hibridacién hacia las repeticiones teloméricas se hizo casi indetec-
table. Un diploide trt1*/trt1- fue esporulado y los tétrades resultantes fueron disecados y germinados sobre un medio
de extracto de levadura suplementado con aminodcidos (una placa YES, Alfa (1993) Experimentos con Levadura de
Fision, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY). Las colonias derivadas a partir de cada espora
se desarrollaron a 32°C durante tres dias, y fueron marcadas sucesivamente hacia placas YES frescas cada tres dias.
Una colonia de cada ronda fue colocada en seis ml del cultivo del liquido YES a 32°C y se desarrollaron hasta la fase
estacionaria. Se prepar6 el DNA gendmico. Después de la digestion con Apal, DNA fue sometido a electroféresis
sobre un gel de agarosa al 2.3%, fue tefiido con bromuro de etilio para confirmar una carga aproximadamente equi-
valente en cada via, posteriormente fue transferido a una membrana de nylon y fue hibridado a una sonda del DNA
telomérico.

El envejecimiento fue indicado por el inicio retrasado del desarrollo o la falla en el desarrollo sobre dgar (por
lo general en la cuarta marcacién después de la germinacidn) y por colonias con bordes cada vez mds gastados (la
morfologia de la colonia se muestra en la Figura 22C) y por fracciones cada vez mds altas de células alargadas
(como se muestra en la Figura 22D). Las células fueron anodizadas en un Medio Minimo (Alfa (1993) mencionado
anteriormente) con dcido glutdmico substituido por cloruro de amonio durante dos dias a 32°C antes de la fotografia.

Cuando se separaron las células alargadas individuales sobre el microscopio de diseccidn, se descubrié que la
mayoria no llevé a cabo divisiones adicionales. La misma poblacién celular de telomerasa negativa (trtl-) siempre
contenia células de tamafio normal que continuaban dividiéndose, pero que con frecuencia producian progenies no
dividida. Los supervivientes de telomerasa negativa pueden utilizar un modo de recombinacién del mantenimiento del
teldmero tal como se ha documentado en los injertos de cepas de levadura que poseen diferentes genes de duplicacién
de telomero eliminados (Lendvay (1996) mencionado anteriormente, Lundblad (1993) Célula 73:347).
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iii) Identificacion y caracterizacion de la telomerasa humana

Una EST (etiqueta de secuencia expresada) derivada del cDNA de la transcriptasa inversa tipo telomerasa humana
(hTRT) fue identificada por medio de una investigacién de BLAST de la base de datos del Genbank de la dbEST
(etiqueta de secuencia expresada) utilizando el péptido de 123 kDa de Euplotes y las secuencias del dcido nucleico,
asi como la proteina de Schizosaccharomyces y las secuencias correspondientes del cDNA (tezl1). La EST, designada
por Genbank como AA28196, tiene 398 neucleétidos de largo y corresponde a las posiciones 1679 a la 2076 del clon
712562 (Figura 18), y fue obtenida del LM.A.G.E. Consortium (Human Genome Center, DOE, Lawrence Livermore
National Laboratory, Livermore, CA). Este clon fue obtenido a partir de una biblioteca del cDNA de las células B
germinales derivadas mediante clasificacion de flujo de las células de las amigdalas. La secuenciacién completa de
este clon del cDNA de la hTRT mostré los ocho motivos de la RT de telomerasa (TRT). Sin embargo, este clon de
la hTRT no codificé una porcién contigua de una TRT porque los motivos de RT B’, C, D y E estaban incluidos
en una configuraciéon de lectura abierta diferente a la mayoria de los motivos de RT de la terminal N. Ademds, la
distancia entre los motivos A y B de la RT era sustancialmente menor que en las tres TRTs (no humana) conocidas
anteriormente.

Para aislar un clon de cDNA de longitud completa, se clasific6 una biblioteca del cDNA derivada de la linea celular
293 humana (descrita anteriormente) que expresa niveles altos de actividad de la telomerasa. Una biblioteca del cDNA
lambda de la linea celular 293 fue dividida en 25 agrupaciones que contenian aproximadamente 200,000 placas cada
una. Cada agrupacién fue clasificada mediante PCR con el par del iniciador 5° -CGGAAGAGTGTCTCTGGAGCAA-
3’ y 5’-GGATGAAGCGGAGTCTGGA-3’. Posteriormente se clasificaron seis subagrupaciones de una agrupacién
primaria positiva mediante PCR utilizando este mismo par del iniciador. Tanto para la clasificacién primaria como se-
cundaria de la subagrupacién, la hTRT se amplific6 para un total de 31 ciclos a: 94°C; 45 segundos; 60°C, 45 segundos;
y 72°C, 90 segundos. Como control, el RNA de la enzima guardada internamente GAPDH fue amplificado utilizando
el par del iniciador 5’-CTCAGACACCATGGGGAAGGTGA-3" y 5’-ATGATCTTGAGGCTGTTGTCATA-3’ para
un total de 16 ciclos a 94°C, 45 segundos; 55°C, 45 segundos; y 72°C, 90 segundos.

Posteriormente se clasific6 una subagrupacion positiva de la h'TRT a partir de la clasificaciéon secundaria, mediante
la hibridacién de placas con una sonda de la regién de 5° del clon #712562. Se identificé positivamente un fago
(designado como fago 25-1.1 Lambda, ATCC 209024, depositado el 12 de mayo de 1997). Contenia un inserto de
aproximadamente cuatro kilobases, que fue extirpado y subclonado dentro del sitio EcoRI del vector pBluescript
IT SK+ (Stratagene, San Diego, CA) como un fragmento del EcoRI. Este pldsmido que contenia el clon del cDNA
fue designado como pGRN121. El inserto del cDNA totaliza aproximadamente 4 pares de kilobase. La secuencia
del neucledtido completa del cDNA de la hTRT humana (pGRN121) ha sido depositada en el Genbank (admisién
AF015950) y el plasmido ha sido depositado ante la ATCC (ATCC 209016, depositado el 6 de mayo de 1997).

B. Desarrollo del Euplotes aeduculatus

En este Ejemplo, se obtuvieron cultivos de E. aediculatus del Dr. David Prescott, MCDB, Universidad de Colorado.
El Dr. Prescott aislé originalmente este cultivo a partir de agua de estanque, a pesar de que este organismo también
estd disponible en la ATCC (ATCC #30859). Los cultivos fueron desarrollados tal como se describe por Swanton y
colaboradores, (Swanton y colaboradores, cromosomas 77:203 [1980]), bajo condiciones no estériles, en recipientes
de vidrio de 15 litros que contenian Chlorogonium como fuente de alimentacion. Los organismos fueron cosechados
a partir de cultivos cuando la densidad llegé a aproximadamente 10* células/ml.

C. Preparacion de extractos nucleares

En este Ejemplo, se prepararon extractos nucleares de E. aediculatus utilizando el método de Lingner y colabo-
radores, (Lingner y colaboradores, Desarrollo de Genes, 8:1984 [1994]), con modificaciones menores, tal como se
indica posteriormente. Brevemente, las células desarrolladas tal como se describié en la Parte B se concentraron con
15 um de filtros Nytex y se enfriaron en hielo. La pildora de la célula se volvié a suspender en un volumen final de 110
ml de amortiguador de TMS/PMSF/fosfato de espermidina. El amortiguador de TMS/PMSF/ fosfato de espermidina
en existencia fue preparado agregando 0.075 g de fosfato de espermidina (USB) y 0.75 ml de PMSF (a partir de una
solucién en existencia de 100 mM preparada en etanol) a 150 ml de TMS. EI TMS incluia 10 mM de Tris-acetato, 10
mM de MgCl,, 85.5752 g de sacarosa/litro y 0.33297 g de CaCl,/litro, pH 7.5.

Después de la resuspension en el amortiguador TMS/PMSF/fosfato de espermidina, se agregaron 8.8 ml de NP-
40 al 10% y 94.1 g de sacarosa y la mezcla se coloc6 en un vaso de precipitados de vidrio siliconizado con una
varilla de agitacion de acero inoxidable unida a un motor elevado. La mezcla se agit6 hasta que las células estuvieron
completamente lisadas (aproximadamente 20 minutos). La mezcla se centrifugé posteriormente durante 10 minutos a
7500 rpm (8950 x g), a 4°C, utilizando un rotor de deslizamiento JS-13. El sobrenadante fue eliminado y la pildora
del nicleo se suspendié nuevamente en amortiguador de TMS/PMSF/fosfato de espermidina, y se centrifugd otra vez,
durante 5 minutos a 7500 rpm (8950 x g), a 4°C, utilizando un rotor de deslizamiento JS-13 de Beckman.

El supernadante fue eliminado y la pildora del nicleo se volvié a suspender en un amortiguador que inclufa 50
mM de Tris-acetato, 10 mM de MgCl,, 10% de glicerol, 0.1% de NP-40, 0.4 M de KGlu, 0.5 mM de PMSF, pH 7.5,
a un volumen de 0.5 ml del amortiguador por 10 g de las células cosechadas. El nicleo resuspendido fue colocado
posteriormente en un homogeneizador de vidrio con aproximadamente 50 carreras, y después se centrifugé durante
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25 minutos a 14,000 rpm a 4°C, en una centrifuga Eppendorf. Se recolecté el supernadante que contenia el extracto
nuclear, se congeld en nitrégeno liquido y se almacené a -80°C hasta su uso.

D. Purificacion de la telomerasa

En este Ejemplo, se utilizaron extractos nucleares preparados como se describié en la Parte C para purificar la
telomerasa del E. aediculatus. En este protocolo de purificacién, primero se enriquecié la telomerasa mediante una
cromatografia sobre una columna de Afi-Gel-heparina, y posteriormente se purific6 de manera extensiva mediante
purificacién por afinidad con un oligoneucleétido. Como la regién del molde del RNA de la telomerasa es accesible a
la hibridacién en la particula de RNP de la telomerasa, se sintetizé un oligoneucleétido (es decir, el “oligoneucleétido
de afinidad”) que era complementario a esta region del molde como una cRNAada de afinidad para la telomerasa.
Se incluyé un residuo de biotina en la terminacién de 5° del oligoneucleétido para inmovilizarlo a una columna de
adivina.

Después del enlace de la telomerasa al oligoneucledtido, y de un lavado extenso, la telomerasa se eluyé mediante
el uso de un oligoneucledtido de desplazamiento. El oligoneucledtido de afinidad incluia bases del DNA que no
eran complementarias para la 5° del RNA de la telomerasa en la secuencia especifica de la telomerasa. Como el
oligoneucledtido de desplazamiento era complementario al oligoneucleétido de afinidad en toda su longitud, éste era
capaz de formar una duplicacidn més estable termodindmicamente que el enlace de la telomerasa al oligoneucle6tido
de afinidad. De esta manera, la afiadidura del oligoneucleétido de desplazamiento dio como resultado la elucién de la
telomerasa a partir de la columna.

Los extractos nucleares preparados a partir de cultivos de 45 litros se congelaron hasta que se recolect6 un total
de 34 ml de extracto nuclear. Esto correspondia a 630 litros de cultivo (es decir, aproximadamente 4 x 10° células).
El extracto nuclear se diluy6é con un amortiguador a 410 ml, para proporcionar concentraciones finales de 20 mM de
Tris-acetato, 1 mM de MgCl,, 0.1 mM de EDTA, 33 mM de KGlu, 10% de glicerol (volumen/volumen), 1 mM de
ditiotreitol (DTT), y 0.5 mM de fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) a un pH de 7.5.

El extracto nuclear diluido se aplicé a una columna de gel de Afi-Gel-heparina (Bio-Rad) con un volumen de cama
de 230 ml y 5 cm de didmetro, equilibrada con el mismo amortiguador y eluida con un gradiente de 2 litros de 33 a
450 mM de KGlu. La columna se oper6 a 4°C, a una velocidad de flujo de 1 columna volumen/hora. Se recolectaron
y se sometieron a ensayo fracciones de 50 mls cada uno para la actividad de la telomerasa tal como se describe en la
Parte E. La telomerasa se eluy6 de la columna a aproximadamente 170 mM de KGlu. Las fracciones que contenian
telomerasa (aproximadamente 440 ml) se agruparon y se ajustron a 20 mM de Tris-acetato, 10 mM de MgCl,, 1 mM
de EDTA, 300 mM de KGlu, 10% de glicerol, 1 mM de DTT, y 1% de Nonidet P-40. Este amortiguador fue designado
como “WB”.

A esta preparacion, se agregaron 1.5 nmol de cada uno de los dos oligoneucleétidos del DNA competidor (5’-
TAGACCTGTT AGTGTACATTTGAATTGAAGC-3’ (y (5’ -TAGACCTGTTAGGTTGGATTTGTGGCATCA-3’, 50
g del RNA de la levadura (Sigma), y 0.3 mmol del oligoneucleétido especifico de telomerasa etiquetado con biotina
(5’-biotina-TAGACCTGTTA-(mreG),-(rmeU),-(rmeG),-(rmeU),-remG-3’), por ml de la agrupacion. Los 2-O-metiri-
boneucleédtidos de los oligoneucledtidos especificos de la telomerasa eran complementarios al RNA de la telomerasa;
la region del molde; los desoxiriboneucledtidos no eran complementarios. La inclusidn de oligoneucle6tidos del DNA
no especifico competidos aumentaron la eficiencia de la purificacion, ya que se redujeron los efectos de las proteinas
de enlace del 4cido nucleico y otros componentes en la mezcla que se habrian ya sea enlazado al oligoneucleétido de
afinidad o habrian eliminado la telomerasa de la mezcla.

Posteriormente se agregd este material a la neutravidina inmovilizada con Ultralink mas el material de la columna
(Pierce), a un volumen de 60 ul de suspensién por ml de la agrupacién. El material de la columna se bloqueé previa-
mente dos veces durante 15 minutos cada bloqueo, con una preparacion de WB que contenia 0.01% de Nonidet P-
40, 0.5 mg de BSA, 0.5 mg/ml de lisozima, 0.05 mg/ml de glucégeno, y 0.1 mg/ml de RNA de levadura. El bloqueo
se llevé a cabo a 4°C, utilizando una rueda giratoria para bloquear el material de la columna perfectamente. Después
del primer paso de bloqueo, y antes del segundo paso de bloqueo, el material de la columna se centrifugé a 200 x g
durante 2 minutos para dar forma de pildora a la matriz.

La mezcla de la agrupacion-columna se incubé durante 8 minutos a 30°C, y posteriormente durante 2 horas adi-
cionales a 4°C, en una rueda giratoria (aproximadamente 10 rpm; Labindustries) para permitir el enlace. La mezcla
de la agrupacién-columna se centrifugd posteriormente 200 xg durante 2 minutos, y se eliminé el sobrenadante que
contenia material no enlazado. Posteriormente, se lavé la mezcla de la agrupacién -columna. Este proceso de lavado
inclufa los pasos de enjuagar la mezcla de la agrupacion-columna con WB a 4°C, lavar la mezcla durante 15 minutos
con WB a 4°C, enjuagar con WB, lavar durante 5 minutos a 30°C, con WB que contenia 0.6 M de KGlu, y sin Nonidet
P-40, lavar durante 5 minutos a 25°C con WB, y por ultimo, enjuagar otra vez con WB. El volumen restante después
del lavado final se mantuvo en pequefia cantidad, con el fin de producir una relacién del amortiguador con el material
de la columna a aproximadamente 1:1.

La telomerasa se eluy6 del material de la columna agregando 1 nmol del desoxioligoneucleétido de desplazamiento
(5’-CA,C4AC,TA,CAG,TCTA-3’), por ml del material de la columna e incubando a 25°C durante 30 minutos. El
material se centrifugé durante 2 minutos a 14,000 rpm en una microcentrifuga (Eppendorf), y se recolect6 el eluato.
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El procedimiento de elucién se repitié dos veces mads, utilizando un oligoneucleétido de desplazamiento fresco cada
vez. Tal como se menciond anteriormente, debido a que el oligoneucleétido de desplazamiento era complementario
al oligoneucleétido de afinidad, éste formé un complejo mds estable termodindmicamente con el oligoneucleétido de
afinidad que el P-40. De esta manera, la afiadidura del oligoneucleétido de desplazamiento a una telomerasa enlazada
por afinidad dio como resultado una elucién eficiente de la telomerasa bajo condiciones nativas. La telomerasa parecia
ser aproximadamente el 50% pura en esta etapa, conforme a lo juzgado por el andlisis en un gel de proteina. La
purificacion por afinidad de la telomerasa y la elucion con un oligoneucleétido de desplazamiento se muestra en
la Figura 26 (paneles A y B, respectivamente). En esta Figura, los azicares de 2’-O-metil del oligoneucledtido de
afinidad se indican con la linea en negritas. Las formas negra y ovalada sombreada en esta Figura tienen el propdsito
de representar graficamente las subunidades de la proteina.

Las concentraciones de la proteina del extrato y el material obtenido después de la cromatografia con la columna de
Afi-Gel-heparina se determinaron utilizando el método de Bradford (Bradford, Bioquimica Analitica, 72:248 [1976]),
utilizando BSA como estandar. Unicamente una fraccion de la preparacién de la telomerasa se purificé posteriormente
sobre un gradiente de glicerol.

El coeficiente de la sedimentacion de la telomerasa se determiné mediante centrifugacién del gradiente del glicerol,
como se describe en la Parte 1.

La Tabla 5 a continuacion es una tabla de purificacion para la telomerasa purificada de acuerdo con los métodos de
este Ejemplo. La telomerasa se enriquecié 12 veces en extractos nucleares, conforme a lo comparado a los extractos
celulares completos, con una recuperacion de 80%; el 85% de la telomerasa fue solubilizado del niicleo después de la
extraccion.

TABLA 5

Purificacion de la telomerasa

Extracto 2020 1720 0.9 100 1
Nuclear

Heparina 125 1040 8.3 60 10
Afinidad 0.3 ’ 880 2270 40 2670
Gradiente NA* NA* NA* 25 NA*
de Glicerol

*NA = No disponible
** Este valor fue calculado a partir de la cantidad medida de telomerasa (680 pmol),
asumiendo una pureza de 50% (basada en un gel de proteinas).

E. Actividad de la telomerasa

En cada uno de los pasos en la purificacion de la telomerasa, la preparacién se analizé por medio de tres ensayos
separados, uno de los cuales fue la actividad, tal como se describe en este ejemplo. En general, los ensayos de la
telomerasa se llevaron a cabo en 40 ul que contenian 0.003-0.3 ul de extracto nuclear, 50 mM de Tris-Cl (pH 7.5),
50 mM de KGlu, 10 mM de MgCl,, | mM de DTT, 125 uM de dTTP, 125 uM de dGTP, y aproximadamente 0.2
pmoles del substrato del oligoneucleétido etiquetado como 5°-**P (es decir, aproximadamente 400,000 cpm). Los
iniciadores del oligoneucleétido fueron desnaturalizados térmicamente antes de agregarse a la mezcla de la reaccion.
Las reacciones se juntaron en hielo y se incubaron durante 30 minutos a 25°C. Estas reacciones fueron detenidas
mediante la afiadidura de 200 ul de 10 mM de Tris-Cl (pH 7.5), 15 mM de EDTA, 0.6% de SDS, y 0.05 mg/ml de
proteinasa K, y se incubaron durante por lo menos 30 minutos a 45°C. Después de la precipitacion del etanol, los
productos se analizaron sobre geles PAGE al 8% de desnaturalizacidn, tal como se conocen en la técnica (Consultar
por ejemplo, Sambrook y colaboradores, 1989).

F. Cuantificacion de la actividad de la telomerasa
En este ejemplo, se describe la cuantificacidn de la actividad de la telomerasa a través del procedimiento de pu-

rificacién. La cuantificacion se logré sometiendo a ensayo el alargamiento de los iniciadores del oligoneucleétido en
presencia de dGTP y [a-**P]dTTP. Brevemente, se extendi6é 1 uM del oligoneucleétido 5°-(G,T4),-3" en 20 ul de una
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mezcla de reaccion en presencia de 2 ul de [@-*P]dTTP (10 mCi/ml, 400 Ci/mmol; 1 Ci=37 GBq) y 125 uM de
dGTP tal como se describi6 (Lingner y colaboradores, Desarrollo de Genes, 8:1984 [1994]) y se cargé sobre un gel de
secuenciacion PAGE al 8% tal como se describid.

Los resultados de este estudio se muestran en la Figura 28. En la via 1, no hay telomerasa presente (es decir, un
control negativo); las vias 2, 5, 8 y 11 contenian 0.14 fmol de telomerasa; las vias 3, 6, 9 y 12 contenian 0.42 fmol
de telomerasa; y las vias 4, 7, 10 y 13 contenian 1.3 fmol de telomerasa. La actividad fue cuantificada utilizando
un Phosphorlmager (Molecular Dynamics) utilizando las instrucciones del fabricante. Se determiné que bajo estas
condiciones, 1 fmol de telomerasa purificada por afinidad incorporé 21 fmol de dTTP en 30 minutos.

Tal como se muestra en la Figura 28, la actividad especifica de la telomerasa no cambié de manera significativa a lo
largo del procedimiento de purificacién. La telomerasa purificada por afinidad fue totalmente activa. Sin embargo, se
determind que a altas concentraciones, se detectd una actividad inhibitoria y la actividad de los extractos crudos no fue
lineal. De esta manera, en el ensayo mostrado en la Figura 28, el extracto crudo se diluy6 700-7000 veces. Después de
la purificacion, esta actividad inhibitoria fue eliminada y no se detect6 ningtin efecto inhibitorio en las preparaciones
de la telomerasa purificada, incluso a concentraciones altas de la enzima.

G. Electroforesis con gel y manchados northern

Tal como se especifico en la Parte E, en cada paso en la purificacién de la telomerasa, la preparacion se analizé
mediante tres ensayos separados. Este Ejemplo describe la electroféresis con gel y los procedimientos de manchado
utilizados para cuantificar el RNA de la telomerasa presente en las fracciones y analizar la integridad de la particula
de ribonucleoproteina de la telomerasa.

1) Desnaturalizacion de geles y manchados northern

En este Ejemplo, el RNA de la telomerasa transcrito T7 sintético de una concentracién conocida sirvié6 como
estdndar. A lo largo de esta investigacion, el componente del RNA se utilizé6 como medida de la telomerasa.

Se produjo una construccién para la transcripcion de la polimerasa del RNA T7 del fago del RNA de la telomerasa
del E. aediculatus, utilizando (PCR). El gene del RNA de la telomerasa fue amplificado con iniciadores que fueron
recocidos en cualquier extremo del gene. El iniciador que fue recocido en la terminacién 5° también codificé una
secuencia de la ribozima con cabeza de martillo para generar la terminacién 5° natural después de la disociacién del
RNA transcrito, una secuencia del promotor T7, y un sitio EcoRI para la subclonacién. La secuencia de este ini-
ciador de 5’ fue 5’-GCGGGAATTCTAATACGACTCA CTATAGGGAAGAAACTCTGATGAGGCCGAAAGGCC-
GAAACTCCACGAAAGTGGAGTAAGTTTCTCGATAATTGATCTGTA G-3’. El iniciador de 3’ incluia un sitio
Earl para la terminacién de la transcripcién en la terminacién de 3’ natural, y un sitio BamHI para la clonacién.
La secuencia de este iniciador de 3’ fue de 5’-CGGGGATCCTCTTCAAAAGATGAGA GGACAGCAAAC-3’. El
producto de la amplificacién de la PCR fue sometido a disociacién con EcoRI y BamHI, y fue subclonado dentro de
los sitios respectivos del pUC19 (NEB), para producir “pEaT7”. La precision de este inserto fue confirmada mediante
la secuenciacion del DNA. La transcripcién del T7 fue realizada conforme a lo descrito por Zaug y colaboradores,
Bioquimica 33:14935 [1994], con el plasmido linealizado Earl. El RNA fue purificado con gel y se determind la con-
centracion (una A,q de 1 =40 pug/ml). Este RNA fue utilizado como estdndar para determinar el RNA de la telomerasa
presente en diferentes preparaciones de la telomerasa.

La sefial de hibridacién fue proporcional a la cantidad de RNA de la telomerasa, y las concentraciones del RNA
derivado fueron consistentes con, pero ligeramente mayores a los obtenidos mediante la electrofdresis con gel nativa.
La comparacién de la cantidad de RNA de telomerasa completa en el RNA de la célula completa para las diluciones
en serie de las concentraciones de transcripcion del RNA T7 conocido indicaron que cada célula de E. aediculatus
contenia aproximadamente 300,000 moléculas de telomerasa.

La visualizacion de la telomerasa se logré mediante la hibridacion del manchado Northern para su componente del
RNA, utilizando los métodos descritos (Linger, y colaboradores, Desarrollo de Genes, 8:1984 [1994]). Brevemente, el
RNA (menor a o equivalente a 0.5 ug/via) fue resuelto en una PAGE al 8% y fue electromanchado sobre una membrana
Hybond-N (Amersham), tal como se conoce en la técnica (consultar por ejemplo, Sambrook y colaboradores, 1989).
El manchado fue sometido a hibridacion toda la noche en 10 ml de 4x SSC, 10x de solucién de Denhardt, 0.1% de
SDS, y 50 ug/ml del DNA de esperma de arenque desnaturalizado. Después de la hibridacién previa durante 3 horas, se
agregd 2 x 10° cpm sonda/ml de la solucién de hibridacién. La sonda etiquetada de manera aleatoria era un producto de
la PCR que cubria todos el gene del RNA de la telomerasa. El manchado se lavé con varios cambios de amortiguador
durante 30 minutos en 2x de SSC, 0.1% de SDS, y después se lavé durante 1 hora en 0.1x de SSC y 0.1% de SDS a
45°C.

ii) Geles nativos y manchados northern

En este experimento, la preparacién de la telomerasa purificada se llevo a cabo en geles nativos (es decir, no
desnaturalizado) de 3.5% de poliacrilamida y 0.33% de agarosa, tal como se conocen y son descritos en la técnica
(Lamond y Sproat, [1994], mencionado anteriormente). La telomerasa comigré aproximadamente con el tinte de cianol
de xileno.
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Los resultados del gel nativo indicaron que la telomerasa se mantenia como RNP a lo largo del protocolo de
purificacion. La Figura 27 es una fotografia de un manchado Northern que muestra la movilidad de la telomerasa en
diferentes fracciones sobre un gel no desnaturalizado, asi como en una telomerasa transcrita in vitro. En esta figura,
la via 1 contenia 1.5 fmol del RNA de la telomerasa, la via 2 contenia 4.6 fmol del RNA de la telomerasa, la via 3
contenia 14 fmol del RNA de la telomerasa, la via 4 contenia 41 fmol del RNA de la telomerasa, la via 5 contenia
extracto nuclear (42 fmol de telomerasa), la via 6 contenia telomerasa purificada con Afi-Gel-heparina (47 fmol de
telomerasa), la via 7 contenia telomerasa purificada por afinidad (68 fmol) y la via 8 contenia telomerasa purificada
con gradiente de glicerol (35 fmol).

Tal como se muestra en la Figura 27, en los extractos nucleares, la telomerasa se ensambl6 dentro de una particular
de RNP que migré de una manera mds lenta que el RNA de la telomerasa no ensamblada. Por medio de este método
se detecté menos de 1% de RNA libre. Sin embargo, también se detect6 en los extractos algunas veces un complejo de
RNP de telomerasa de migracion mas lenta. Después de la purificacion en la columna de Afi-Gel-heparina, la particula
de RNP de la telomerasa no cambié en su movilidad (Figura 27, via 6). Sin embargo, después de la purificacién por
afinidad, la movilidad de la particula del RNA se increment6 ligeramente (Figura 27, via 7), indicando quizés que se
habia perdido una subunidad o fragmento de la proteina. En los gradientes de glicerol, la telomerasa purificada por
afinidad no cambié de tamafio, pero se detecté aproximadamente 2% de RNA de telomerasa libre (Figura 27, via 8),
sugiriendo que se habia presentado una pequefia cantidad de desensamble de la particula de RNP.

H. Composicion de la proteina de telomerasa
En este Ejemplo, se describe el anélisis de la composicion de la proteina de telomerasa purificada.

Las fracciones del gradiente de glicerol obtenidas tal como se describi6 en la Parte D, fueron separadas sobre un
gel de poliacrilamida al 4-20% (Novex). Después de la electroféresis, el gel se tifié con azul brillante tal Coomassie.
La Figura 29 muestra una fotografia del gel. Las vias 1 y 2 contenian marcadores de la masa molecular (Pharmacia)
conforme a lo indicado en el lado izquierdo del gel mostrado en la Figura 29. Las vias 3-5 contenian agrupaciones de
la fraccidn del gradiente de glicerol conforme a lo indicado en la parte superior del gel (es decir, la via 3 contenia las
fracciones 9 a 14, la via 4 contenia las fracciones 15 a 22, y la via 5 contenia las fracciones 23 - 32). La via 4 contenia
la agrupacién con 1 pmol del RNA de la telomerasa. En las vias 6-9 se sometieron a prueba los estdndares BSA a las
concentraciones indicadas en la parte superior del gel en la Figura 29 (es decir, la via 6 contenia 0.5 pmol de BSA, la
via 7 contenia 1.5 pmol de BSA, la via 8 contenia 4.5 de BSA, y la via 9 contenia 15 pmol de BSA).

Tal como se muestra en la Figura 29, los polipéptidos con masas moleculares de 120 y 43 kDa se co-purificaron
con la telomerasa. El polipéptido 43 kDa se observé como doblete. Se observé que el polipéptido de aproximadamente
43 kDa en la via 3 migraba de manera diferente al doblete en la via 4; puede tratarse de una proteina no relacionada.
El 120 kDa y el doblete de 43 kDa se entintaron cada uno con azul brillante Coomassie en aproximadamente el nivel
de 1 pmol, al compararse con los estdndares de BSA. Debido a que esta fraccién contenfa un pmol de RNA de la
telomerasa, donde todo esto estaba ensamblado dentro de una particula de RNP (Consultar, Figura 27, via 8), parece
que existen dos subunidades del polipéptido que son estequiométricas con el RNA de la telomerasa. Sin embargo,
también es posible que las dos proteinas alrededor de 43 kDa sean subunidades separadas de la enzima.

La telomerasa purificada por afinidad que no estuvo sujeta a fraccionamiento en un gradiente de glicerol contenia
polipéptidos adicionales con masas moleculares aparentes de 35 y 37 kDa, respectivamente. Se calcul que esta tltima
fraccién era por lo menos el 50% pura. Sin embargo, los polipéptidos de 35 kDa y 37 kDa que estuvieron presentes en
el material purificado por afinidad no se separaron de manera reproducible mediante la centrifugacién del gradiente
de glicerol. Estos polipéptidos pueden ser contaminantes, ya que no fueron visibles en todas las preparaciones que
contenfan actividad.

L. Coeficiente de sedimentacion

El coeficiente de sedimentacion para la telomerasa fue determinado mediante la centrifugacion del gradiente de
glicerol. En este ejemplo, el extracto nuclear y la telomerasa purificada por afinidad se fraccionaron en gradientes de
glicerol al 15-40% que contenian 20 mM de Tris-acetato, con 1 mM de MgCl,, 0.1 mM de EDTA, 300 mM de KGlu y
1 mM de DTT, aun pH de 7.5. Los gradientes de glicerol se vaciaron en tubos de 5 ml (13 x 51 mm), y se centrifugaron
utilizando un rotor SW55Ti (Beckman) a 55,000 rpm durante 14 horas a 4°C.

Las proteinas del marcador se sometieron a prueba en un gradiente paralelo y tuvieron un coeficiente de sedimen-
tacién de 7.6 S para la deshidrogenasa de alcohol (ADH), 113 S para catalasa, 17.3 S para apoferritina y 19.3 S para
tiroglobulina. El pico de la telomerasa fue identificada mediante electroféresis con gel nativo de las fracciones del
gradiente seguida por una hibridacién por manchado para su componente del RNA.

La Figura 30 es una gréfica que muestra el coeficiente de sedimentacion para la telomerasa. Tal como se muestra
en esta Figura, la telomerasa purificada por afinidad se co-sediment6 con catalasa a 11.5 S, mientras que la telomerasa
en los extractos nucleares se sedimentd ligeramente mas rapido, con un pico de alrededor 12.5 S. Por lo tanto, de
manera compatible con la movilidad de la enzima de los geles nativos, la telomerasa purificada parece haber perdido
un fragmento proteolitico o una subunidad asociada ligeramente.
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La masa molecular calculada para la telomerasa, si se asume que consiste en una subunidad de la proteina 120
kDa, una subunidad de la 43 kDa, y una subunidad del RNA de 66 kDa, suma un total de 229 kDa. Esto estd en
concordancia estrecha con la masa molecular de 232 kDa de la catalsa. Sin embargo, el coeficiente de sedimentacién
es una funcién de la masa molecular, asi como el volumen especifico parcial y el coeficiente friccional de la molécula,
los cuales ambos son desconocidos para la RPN de la telomerasa del Euplotes.

J. Utilizacion del substrato

En este Ejemplo, se investigaron los requerimientos del substrato de la telomerasa del Euplotes. Un modelo sencillo
para la duplicacién del extremo del DNA prevé que después de la duplicacion del DNA semiconservador, la telomerasa
extiende las moléculas del DNA con extremos desafilados, de doble filamento. En una variacion de este modelo, se
crea una terminacioén de 3’ de un solo filamento por medio de una helicasa o nucleasa después de la duplicacién. Esta
terminacion de 3’ se utiliza posteriormente por la telomerasa para el enlace y la extension.

Para determinar si la telomerasa es capaz de alargar las moléculas de extremos desafilados, se sintetizaron hor-
quillas modelo con repeticiones teloméricas posicionadas en sus terminaciones 3’. Estos substratos del iniciador se
purificaron con gel, se etiquetaron con terminacién de 5’ con cinasa del polinucleétido, se calentaron a 0.4 uM a
80°C durante 5 minutos y posteriormente se enfriaron poco a poco a temperatura ambiental en un bloque de calen-
tamiento, para permitir la renaturalizacién y la formacién de hélice de las horquillas. La movilidad del substrato en
un gel sin desnaturalizacion indicé que estaba presente la formacién eficiente de la horquilla, en comparacién con la
dimerizacion.

Los ensayos se llevaron a cabo con 125 uM de dGTP no etiquetado, 125 uM de dTTP, y 0.02 uM del iniciador
etiquetado con terminacién 5° (substrato del oligoneucleétido etiquetado como 5°-*2P) en 10 ul de mezclas de reaccién
que contenian 20 mM de Tris-acetato, con 10 mM de MgCl,, 50 mM de KGluy 1 mM de DTT, a un pH de 7.5. Estas
mezclas se incubaron a 25°C durante 30 minutos. Las reacciones se detuvieron agregando un amortiguador de carga
de formamida (es decir, TBE, formamida, azul de bromtimol y cianol, Sambrook, 1989, mencionado anteriormente).

Los iniciadores se incubaron sin telomerasa (“-””) con 5.9 fmol de telomerasa purificada por afinidad (“+”) o con
17.6 fmol de telomerasa purificada por afinidad (“+++”). La telomerasa purificada por afinidad utilizada en este ensayo
fue dializada con una membrana que posee un corte molecular de 100 kDa, con el fin de eliminar el oligoneucledtido
de desplazamiento. Los productos de la reaccion se separaron sobre un gel de PAGE/urea al 8% que contenia 36% de
formamida, para desnaturalizar las horquillas. Las secuencias de los iniciadores utilizadas en este estudio, asi como
las asignaciones de sus vias se muestran en la Tabla 6.

TABLA 6

Frecuencias del iniciador

Via Frecuencia del Iniciador (5' a 3")
1-3 C4(A4C):CACA(G,T,):G,
4-6 Ca(A4C,);CACA(G,T,):G,
7-9 (A4C4);CACA(G,T,).G,
10-12 A,C4(ALC,),CACA(G,T,):G,
13-15 C4(A4C,),CACA(G,T,),
16-18 (A4C,);CACA(G,T,)s

19-21 A,C(A,C,),CACA(G,T,);
22-24 C4(AC,),CACA(G,T,);
25-27 C,(A4C,),CACA(G,T,),
28-30 (A«C,);,CACA(G,T,)

Los resultados del gel se muestran en la Figura 31. Las vias 1-15 contenian substratos con repeticiones teloméricas
que finalizaban con cuatro residuos G. Las vias 16-30 contenian substratos con repeticiones teloméricas que finalizaban
con cuatro residuos T. La alineacién putativa en el molde de RNA de telomerasa se indica en la Figura 32. Se asumi6
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que el iniciador determina el recocido en dos posiciones muy diferentes en el molde mostrado en la Figura 32 (es
decir, Panel A y Panel B respectivamente). Esto puede haber afectado su velocidad de enlace y/o alargamiento.

La Figura 33 muestra una exposicién con mds luz de las vias 25-30 de la Figura 31. La exposicién con més luz de la
Figura 33 se tom¢ en consideracién para permitir la visualizacién de los nucleétidos que se agregan y las posiciones de
pausa en los productos alargados. El porcentaje de substrato alargado de la tercera via en cada conjunto se cuantificé
en un Phosphorlmager, tal como se indica en la parte inferior de la Figura 31.

Las eficiencias del substrato para estas horquillas se compararon con los substratos similares a un telémetro con
filamento doble, con salientes de diferentes longitudes. Un substrato modelo que finaliza con cuatro residuos G (con-
sultar las vias 1-15 de la Figura 31) no se alargé cuando tenia extremos desafilados (consultar vias 1-3). Sin embargo,
se observé una extension ligera con una longitud de la saliente de dos bases; el alargamiento se hizo eficiente cuando
la saliente era de por lo menos cuatro bases de longitud. La telomerasa actué de manera similar con un substrato de
filamento doble que finalizaba con cuatro residuos T, con una saliente de seis bases requeridas para un alargamiento al-
tamente eficiente. En la Figura 31, las bandas tenues abajo de los iniciadores en las vias 10-15 que son independientes
de la telomerasa representan oligonucledtidos mas cortos en las preparaciones del iniciador.

La exposicién con mds luz de las vias 25-30 en la Figura 33 muestra una escalera de productos alargados, donde las
bandas de color mds obscuro se correlacionan con el limite putativo 5° del molde (conforme a lo descrito por Lingner
y colaboradores, Desarrollo de Genes, 8:1984 [1994]). La abundancia de productos que corresponde a otras posiciones
en el molde sugirieron que la pausa y/o la disociacién se presenta en sitios que no son el sitio de translocacién con la
telomerasa purificada.

Tal como se muestra en la Figura 31, los oligonucle6tidos con extremos desafilados, de doble filamento, no eran
substratos para la telomerasa. Para determinar si estas moléculas se enlazarfan con la telomerasa, se llev6 a cabo un
experimento de competencia. En este experimento, 2 nM del substrato etiquetado con terminacién 5’con la secuencia
(G4T-4),, 0 un substrato de horquilla con una saliente de seis bases se extendieron con 0.125 nM de telomerasa (Figura
31, vias 25-27). A pesar se que los mismos substratos del oligonucleétido sin etiquetar compitieron de manera eficiente
con el substrato etiquetado para la extension, no se observo reduccién de actividad cuando se utilizaron oligonucledtido
de horquilla con extremos desafilados y de filamento doble como competidores, incluso en la presencia de horquillas
de mas de 100 pliegues.

Estos resultados indicaron que los oligonucleétidos de extremos desafilados, de doble filamento, no pueden en-
lazarse con la telomerasa a las concentraciones y condiciones probadas en este Ejemplo. Mds bien, se requiere una
terminacion 3’ de un solo filamento para el enlace. Es probable que esta terminacién 3’ se requiera para basar el par
con el molde de RNA de telomerasa.

K. Clonacion y secuenciamiento del polipéptido 123 kDa

En este ejemplo, se describe la clonacién del polipéptido 123 kDa de la telomerasa Euplotes (es decir, la subunidad
de la proteina 123 kDa). En este estudio, se amplificé un fragmento interno del gene de telomerasa mediante PCR, con
iniciadores del oligonucleétido disefiados para hacer concordar las secuencias del péptido que se obtuvieron a partir
del polipéptido purificado obtenido en la Parte D, anterior. La secuencia del polipéptido se determiné utilizando los
métodos de espectroscopia de masa tandémica nanoES conocidos en la técnica y descritos por Calvio y colaboradores,
RNA 1:724.733 [1995]. Los iniciadores del oligonucleétido utilizados en este ejemplo tenian las siguientes secuen-
cias, composiciones que se degeneraron mostradas en los paréntesis —5’-TCT(G/A) AA(G/A)TA(G/A)TG(T/G/A)GT
(G/AITIC)A(T/G/A)G/A)TT(G/A)TTCAT-3’, y 5’-GCGGATCCATGAA(T/C)CC(A/T)GA(G/A)AA(T/C)CC(A/T)
AA(T/C)GT-3’

Una reacciéon de 50 ul contenfa 0.2 mM de dNTPs, 0-15 ug de DNA cromosémico E. aediculatus, 0.5 ul de
Taq (Boehringer-Mannheim), 0.8 ug de cada iniciador, y amortiguador de reaccién 1x (Boehringer-Mannheim). La
reaccién se incubd en un ciclador térmico (Perkin-Elmer) utilizando los siguientes —5 minutos a 95°C, seguidos por
30 ciclos de 1 minuto a 94°C, 1 minuto a 52°C, y 2 minutos a 72°C. La reaccién se completé con una incubacion de
10 minutos a 72°C.

Se prepar6 una biblioteca del DNA gendmico a partir del DNA E. aediculatus cromosémico mediante la clonacién
del DNA de extremo desafilado dentro del sitio Smal del vector del plasmido pCR-Script Figura 14 (Stratagene). Esta
biblioteca fue clasificada mediante la hibridacién, con el producto de PCR purificado con gel, radio etiquetado. El
DNA del plasmido de los clones positivos fue preparado y secuenciado mediante el método de dideoxi (Sanger y cola-
boradores, Proc. Natl. Acad. Sci., 74:5463 [1977]) o manualmente, a través del uso de un secuenciador automatizado
(ABI). La secuencia del DNA del gene que codifica este polipétido se muestra en la Figura 13. El codén se inicio en
esta secuencia inferida a partir de la secuencia del DNA se localiza en la posicion del nucleétido 101, y la configu-
racién de la lectura abierta termina en la posicién 3193. El cédigo genético de Euplotes difiere de otros organismos
en que 1 codén “UGA” codifica un residuo de cisteina. La secuencia del aminodcido del polipéptido inferido a partir
de la secuencia del DNA se muestra en la Figura 14, y asume que no se insertan aminoacidos inusuales durante la
traduccion, y no ocurre una modificacién posterior a la traduccion.
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L. Clonacion y secuenciamiento del polipéptido 43 kDa

En este ejemplo, se describe la clonacién del polipéptido 43 kDa de telomerasa (es decir, la subunidad de la
proteina 43 kDa). En este estudio, se amplificé un fragmento interno del gene de telomerasa correspondiente mediante
PCR, con iniciadores del oligonucleétido disefiados para hacer concordar las secuencias del péptido que se obtuvieron
a partir del polipéptido purificado obtenido en la Parte D, anterior. La secuencia del polipéptido fue determinada
utilizando los métodos de espectroscopia de masa tandémica nanoES conocidos en la técnica y descritos por Calvio y
colaboradores, supra. Los iniciadores del oligonucleétido utilizados en este ejemplo tenian las siguientes secuencias-
5’-NNNGTNAC(C/T/A)GG(C/T/A) AT(C/T/A)AA(C/T)AA-3’, y 5°-(T/G/A)GC(T/G/A/GT(C/T)TC(T/C)TG (G/A)
TC(G/A)TT(G/A)TA-3’. En esta secuencia, “N” indica la presencia de cualquiera de los cuatro nucleétidos (es decir,
A, T, G,0C).

El PCR se llevé a cabo conforme a lo descrito en la Parte K.

Se prepar6 una biblioteca del DNA genémico y se clasificé tal como se describe en la Parte K. La secuencia del
DNA del gene que codifica este polipéptido se muestra en la Figura 34. Tres configuraciones de lectura potenciales
se muestran para esta secuencia, tal como aparece en la Figura 35. Para més claridad, la secuencia del aminoacido
se indica abajo de la secuencia del nucledtido en las tres configuraciones de lectura. Estas configuraciones de lectura
estdn designadas como “a”, “b” y “c”. Un posible codén de inicio se codifica en la posicién de nucledtido 84 en
la configuracién de lectura “c”. La region de la codificacién podria terminar en la posicién 1501 en la lectura de la
configuracién “b”. Los codones de paro prematuros, indicados por asteriscos en esta Figura, se presentan en las tres
configuraciones de lectura entre la posicién del nucleétido 337-350.

El “Dominio La” estd indicado en negritas. Mas hacia abajo, la secuencia de la proteina parece estar codificada por
diferentes configuraciones de lectura, ya que ninguna de las tres configuraciones esta ininterrumpida por codones de
paro. Ademads, las secuencias del péptido, a partir de la proteina purificada estdn codificadas en las tres configuraciones.
Por lo tanto, este gene parece contener secuencias de intervencién, o como alternativa, el RNA estd editado. Otras
posibilidades incluyen el cambio en la configuracién ribosémica o errores en la secuencia. Sin embargo, la homologia
con la secuencia de la proteina La siguen siendo de interés importante. Una vez mads, en el Euclotes, el codén “UGA”
codifica un residuo de cisteina.

M. Comparaciones del aminodcido y el dcido nucleico

En este ejemplo, se llevaron a cabo las comparaciones entre diferentes secuencias reportadas y las secuencias de
los polipéptidos de la subunidad de telomerasa 123 kDa y 43kDa.

1) Comparaciones con la subunidad de telomerasa E. aediculatus 123 kDa

La secuencia del aminodcido del polipéptido Euplotes aediculatus 123 kDa se compar6 con la secuencia de la
subunidad de la proteina de telomerasa 80 kDa de Tetrahymena thermophula (admisién al GenBank #U25641) para
investigar su similaridad. La secuencia del nucleétido tal como fue obtenida a partir de la codificaciéon del GenBank
de esta proteina se muestra en la Figura 42. La secuencia del aminodcido de esta proteina tal como fue obtenida a
partir del GenBank se muestra en la Figura 43. La comparacién de la secuencia entre el E. aediculatus 123 kDay el T.
thermophila 80 kDa se muestra en la Figura 36. En esta Figura, la secuencia del E. aediculatus es la secuencia superior,
mientras que la secuencia 7. thermophila es la secuencia menor. La identidad observada fue determinada como de
aproximadamente 19%, mientras que la similaridad del porcentaje fue de aproximadamente 45%, valores similares a
lo que habria sido observado con cualquier secuencia de la proteina aleatoria. En las Figuras 36-39, las identidades
estan indicadas por barras verticales, mientras que los puntos sencillos entre las secuencias indican aminoécidos de
cierta forma similares, y los puntos dobles entre las secuencias indican aminodcidos mds similares.

La secuencia del aminodacido del polipéptido Euplotes aediculatus 123 kDa también se comparé con la secuencia
de la subunidad de la proteina de telomerasa 95 kDa de Tetrahymena thermophila (admision al GenBank #U25642),
para investigar su similaridad. La secuencia del nucleétido tal como fue obtenida a partir de la codificacién de esta
proteina del Gen Bank se muestra en la Figura 44. La secuencia del aminodcido de esta proteina conforme a lo obtenido
a partir del GenBank se muestra en la Figura 45. Esta comparacion de la secuencia aparece en la Figura 37. En esta
Figura la secuencia E. aediculatus es la secuencia superior, mientras que la secuencia 7. thermophila es la secuencia
inferior. La identidad observada fue determinada como de aproximadamente 20%, mientras que la similaridad del
porcentaje fue de aproximadamente 43%, valores similares a los que habrian sido observados con cualquier secuencia
de la proteina aleatoria.

De manera significativa, la secuencia del aminoécido del polipéptido E. aediculatus 123 kDa contiene los cinco
motivos caracteristicos de las transcriptasas inversas. El polipéptido 123 kDa también se comparé con los dominios de
la polimerasa de diferentes transcriptasas inversas. La Figura 40 muestra la alineacién del polipéptido 123 kDa con el
homodlogo de levadura putativo (L8543.12 o ESTp). La secuencia del aminodcido de L8543.12 obtenida del GenBank
se muestra en la Figura 46.

En esta comparacion se incluyeron cuatro motivos (A, B, C y D). En esta Figura 40, los residuos altamente conser-
vados estan indicados por letras blancas sobre un fondo negro. Los residuos de las secuencias del E. aediculatus que
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se conservan en la otra secuencia estan indicados en negritas; la “h” indica la presencia de un aminoécido hidrofébico.
Los nimeros localizados entre los residuos del aminoacido de los motivos indican la longitud de las aberturas en las
secuencias. Por ejemplo, el “nimero 100” mostrado entre los motivos A y B refleja una abertura del aminoacido 100
en la secuencia entre los motivos.

Tal como se observé anteriormente, las investigaciones del GenBank identifican una proteina de la levadura (ad-
mision al GenBank #u20618), y el gene 1.8543.12 (Est2), que contiene o codifica una secuencia del aminodcido que
muestra cierta homologia con la subunidad de la telomerasa 123 kDa E. aediculatus. En base a las observaciones de
que ambas proteinas contienen motivos de transcriptasa inversa en sus regiones terminales C, ambas proteinas com-
parten similaridad en las regiones fuera del motivo de la transcriptasa inversa; las proteinas son similarmente basicas
(pI=10.1 para E. aediculatus y pI=10.0 para la levadura); y ambas proteinas son largas (123kDa para E. aediculatus y
103 kDa para la levadura), estas secuencias incluyen el niicleo catalitico de sus telomerasas respectivas. Se contempld
en base a esta observacion de homologia en dos organismos filogenéticamente distintos como el E. aediculatus y la le-
vadura, que la telomerasa humana podria contener una proteina que tiene las mismas caracteristicas (es decir, motivos
de la transcriptasa inversa, es bdsica y larga [> 100 hDa]).

ii) Comparaciones con la subunidad de la telomerasa E. aediculatus 43 kDa

La secuencia del aminodcido del “Domio La” del polipéptido Euplotes aediculatus 43 kDa se compard con la
secuencia de la subunidad de la proteina de telomerasa 95 kDa de Tetrahymena thermophila (descrita anteriormente)
para investigar su similaridad. Esta comparacion de las secuencias se muestra en la Figura 38, mientas que la secuencia
del T. thermophila es la secuencia menos. La identidad observada fue determinada como de aproximadamente 23%,
mientras que la similaridad del porcentaje fue de aproximadamente 46%, valores similares a los que habrian sido
observados con cualquier secuencia de la proteina aleatoria.

La secuencia del aminoédcido del “Dominio La” del polipéptido Euplotes aediculatus 43 kDa se compar6 con la
secuencia de la subunidad de la proteina de telomerasa 80 kDa del Tetrahymena thermophila (descrita anteriormente)
para investigar su similaridad. Esta comparacién de las secuencias se muestra en la Figura 39. En esta Figura, la
secuencia del E. aediculatus es la secuencia superior, mientras que la secuencia del 7. thermophila es la secuencia
inferior. La identidad observada fue determinada como de aproximadamente 26%, mientras que la similaridad del
porcentaje fue de aproximadamente 49%, valores similares a los que habrian sido observados con cualquier secuencia
de la proteina aleatoria.

La secuencia del aminoédcido de un dominio del polipéptido E. aediculatus 43 kDa también se comparé con las
proteinas La de diversos organismos diferentes. Estas comparaciones se muestran en la Figura 41. En esta Figura, los
residuos altamente conservados son indicados por letras blancas sobre un fondo negro. Los residuos de las secuencias
del E. aediculatus que se conservan en la otra secuencia estdn indicados en negritas.

N. Identificacion de las subunidades de la proteina de telomerasa en otro organismo

En este ejemplo, las secuencias identificadas en los Ejemplos anteriores se utilizaron para identificar las subunida-
des de la proteina de Oxytricha trifallax, un siliado que esta relacionado de manera muy distante con el E. aediculatus.
Los iniciadores se seleccionaron en base a la regidon conservada del polipéptido 123 kDa del E. aediculatus que in-
cluia los motivos del dominio de la transcriptasa inversa. Los iniciadores adecuados se sintetizaron y se utilizaron en
una reaccién PCR con el DNA total del Oxytricha. E1 DNA del Oxytricha fue preparado de acuerdo con los métodos
conocidos en la técnica. Los productos del PCR fueron clonados posteriormente y secuenciados utilizando métodos
conocidos en la técnica.

Las secuencias del oligonucledtido utilizadas como los iniciadores fueron las siguientes: 5°-(T/C)A(A/G)AC
(T/A/C)AA(G/A)GG(T/A/C)AT(T/C)CC(C/T/A)C/T) A(G/A)GG-3’ y 5°-(G/A/T)GT(G/A/T)ATNA(G/A)NA(G/A)
(G/A)TA(G/A) TC(G/A)TC(G/A)TC-3’). Las posiciones que se degeneraron se muestran en paréntesis, con las bases
alternativas mostradas dentro de los paréntesis. “N” representa cualquiera de los cuatro nucleétidos.

Enlareacciéon del PCR, una reaccion de 50 ul contenia 0.2 mM dNTPs, 0.3 g del DNA cromosémico de Oxytricha
trifallax, 1 ul de la polimerara de Taq (Boehringer-Manneheim), dos micromolares de cada iniciador, amortiguador de
reaccion 1x (Boehringer-Manneheim). La reaccién se incub6 en un ciclador térmico (Perkin-Elmer) bajo las siguientes
condiciones: 5 minutos a 95°C, 30 ciclos formados por 1 minuto a 94°C, 1 minuto a 53°C y 1 minuto a 72°C, seguidos
por una incubacién de 10 minutos a 72°C. El producto del PCR era gel purificado y secuenciado mediante el método
de dideoxi (por ejemplo, Sanger y colaboradores, Proc. Natl. Acad. Sci. 74,5463.5467 (1977).

La secuencia del aminodcido deducida del producto del PCR fue determinada y comparada con la secuencia del
E. aediculatus. La Figura 47 muestra la alineacién de estas secuencias, con la secuencia del O. trifallax mostrada
en la hilera superior, y la secuencia del E. aediculatus mostrada en la hilera inferior. Tal como puede observarse
a partir de esta Figura, existe una gran cantidad de homologia entre la secuencia del polipéptido del O. trifallax
identificada en este Ejemplo con la secuencia del polipéptido del E. aediculatus. De esta manera, es evidente que las
secuencias identificadas en la presente memoria de patente son ttiles para la identificacién de las subunidades de la
proteina de telomerasas homoélogas en otros organismos eucariéticos. De hecho, el desarrollo de la presente invencién
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ha identificado secuencias de la telomerasa homdlogas en especies multiples y diversas, tal como se describe en la
presente.

O. Identificacion de las secuencias de la telomerasa de Tetrahymena

En este ejemplo, se produjo un clon de Tetrahymena que comparte homologia con las secuencias del Euplotes, y
EST2p.

Este experimento utilizé PCR con iniciadores del oligonucleétido degenerado dirigidos contra motivos conserva-
dos para identificar regiones de homologia entre las secuencias del Tetrahymena, Euplotes, y EST2p. El método del
PCR utilizado en este ejemplo es un método nuevo disefiado para amplificar las secuencias del DNA especificamente
raras a partir de mezclas complejas. Este método evita el problema de la amplificacién de productos del DNA con el
mismo iniciador del PCR en ambos extremos (es decir, productos del iniciador tinico) que se encuentran comtinmente
en los métodos de clonacién del PCR. Estos productos del iniciador sencillo producen un fondo no deseado y con
frecuencia pueden obscurecer la amplificacion y deteccién del producto deseado de dos iniciadores. El método utili-
zado en este experimento selecciona de manera preferente los productos de dos iniciadores. En particular, un iniciador
es biotinilado y el otro no. Después de varias rondas de amplificacién del PCR, los productos se purifican utilizando
cuentas magnéticas de estreptabidina y se eluyen especificamente dos productos del iniciador utilizando la desnatura-
lizacién térmica. Este método encuentra uso en medios que no sean los experimentos descritos en este Ejemplo. De
hecho, este método encuentra su uso en la aplicacién en la cual se desea amplificar especificamente las secuencias de
DNA raras, incluyendo los pasos preliminares en los métodos de clonacién como en 5’ y 3; RACE, y cualquier método
que utilice iniciadores de degeneracion en el PCR.

Se 1llevé a cabo una primera prueba del PCR utilizando el DNA macronuclear del molde Tetrahymena, aislado
utilizando métodos conocidos en la técnica, y el iniciador delantero 24-mero con la secuencia 5° biotina-GCCTATTT
(TOTT(TC)TA(TC) (GATC)(GATC)(GATC)AC(GATC)GA-3’ designada como “K231”, correspondiente a la regién
FFYXTE vy el iniciador inverso 23-mero con la secuencia 5°’-CCAGATAT(GATC)A(TGA)(GATC)A(AG)(AG)AA
(AG)TC(AG)TC-3’, designada como “K220”, correspondiente a la region DDFL (FIL)I. Esta reaccion del PCR conte-
nia 2.5 ul del DNA (50 ng), 4 ul de cada iniciador (20 um), 3 ul del amortiguador del PCR 10x, 3ul del dNTPs 10x, 2
ul de Mg, 0.3 ul de Taq, y 11.2 ul de dH,0. La mezcla se someti6 a ciclado durante 8 ciclos de 94°C por 45 segundos,
37°C durante 45 segundos y 72°C durante 1 minuto.

Esta reaccion del PCR se enlazé con 200 ul de cuentas magnéticas de estreptabidina, lavadas con 200 ul TE, se
volvié a suspender en 20 ul de dH,0 y posteriormente se desnaturalizé térmicamente mediante ebullicién a 100°C
durante 2 minutos. Las cuentas se debilitaron y el eluato se extrajo. Posteriormente, 2.5 ul de este eluato se volvieron
a amplificar subsecuentemente utilizando las condiciones anteriores, con la excepcion de que se incluyeron 0.3 ul de
a -¥P del dATP, y se llevé a cabo el PCR durante 33 ciclos. Esta reaccién se llevé a cabo en un 5% desnaturalizando
el gel de poliacrilamida y se corté la regién apropiada del gel. Estos productos se volvieron a amplificar posterior-
mente durante 34 ciclos adicionales, bajo las condiciones indicadas anteriormente, con la excepcion que se utiliz6 una
temperatura de recocido de 42°C.

Se llevé a cabo una segunda prueba del PCR utilizando el molde del DNA macronuclear del Tetrahymena, aislado
utilizando los métodos conocidos en la técnica, y el iniciador delantero 23-mero con la secuencia 5’-ACAATG(CA)
G(GATC)(TCA)T (GATC)(TCA)T(GATC)CC(GATC)AA(AG)AA-3’, designada como “K228”, correspondiente a
la regién R(LI)(LDPKK, y un iniciador inverso con la secuencia 5’-ACGAATC(GT)(GATC)GG(TAG)AT(GATC)
(GC)(TA)(AG)TA(AG)CA 3’, designada como “K224”, correspondiente a la regién CYDSIPR. Esta reaccion del
PCR contenia 2.5 ul del DNA (50 ng), 4 ul de cada iniciador (20 uM), 3 ul del amortiguador del PCR 10x, 3 ul del
dNTPs 10x, 2 ul de Mg, 0.3 ul de @-**P del dATP, 0.3 ul de Taq y 10.9 ul de dH,0O. Esta reaccién se llevé a cabo en
un gel de poliacrilamida de desnaturalizacion al 5%, y la region adecuada se cort6 del gel. Estos productos volvieron
a amplificarse durante 34 ciclos adicionales, bajo las condiciones en listadas anteriormente, con la excepcién que se
utilizé una temperatura de recocido de 42°C.

Diez ul del producto de la reaccién de la prueba 1 se enlazaron a las cuentas magnéticas recubiertas con estrepta-
bidina en 200 ul de TE. Las cuentas se lavaron con 200 ul de TE y posteriormente se volvieron a suspender en 20 ul
de dH,0, se desnaturalizaron térmicamente y se extrajo el eluato. El producto de la reaccién de la prueba 2 se agregd
posteriormente a las cuentas y se diluy6 con 30 ul de SSC 0.5x. La mezcla se calenté 94°C a 50°C. El eluato se extrajo
y las cuentas se lavaron tres veces en SSC 0.5x a 55°C. Las cuentas se volvieron a suspender posteriormente en 20 ul
de dH,O0, se desnaturalizaron térmicamente, y el eluato se extrajo designado como “eluato ronda 1"y se guardo.

Para aislar la banda del Tetrahymena el eluato de la ronda 1 se volvié a amplificar con el iniciador delantero K228
y el iniciador inverso K227 con la secuencia 5’-CAATTCTC(AG)TA (AG)CA(GATC)(CG)(TA)(CT)TT(AGT)AT
(GA)TC-3’, correspondiente a la regiéon DIKSCYD. Las reacciones del PCR se llevaron a cabo tal como se describi6
anteriormente. Los productos de la reaccién se sometieron a prueba en un gel de poliacrilamida al 5%; la banda
correspondiente a aproximadamente 295 nucleétidos se cort6 del gel y se secuenci6.

Se secuenci6 el clon designado como 168-3. Se descubrié que la secuencia del DNA (incluyendo las secuencias
del iniciador) era:
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GATTACTCCCGAAGAAAGGATCTTTCCGTCCAATCATGACTTTCTTAAGAAAGGACAAG
CAAAAAAATATTAAGTTAAATCTAAATTAAATTCTAATGGATAGCCAACTTGTGTTTAGG
AATTTAAAAGACATGCTGGGATAAAAGATAGGATACTCAGTCTTTGATAATAAACAAATT
TCAGAAAAATTTGCCTAATTCATAGAGAAATGGAAAAATAAAGGAAGACCTCAGCTATA
TTATGTCACTCTAGACATAAAGACTTGCTAC.

La secuencia adicional de este gene fue obtenida mediante el PCR utilizando un iniciador tinico designado para
hacer concordar la secuencia a partir del 168-3 (“K297” con la secuencia 5’-GAGTGACATAATATACGTGA-3’; y
el iniciador K231 (FFYXTE). La secuencia del fragmento obtenido a partir de esta reaccion, junto con el 168-3 s la
siguiente (sin las secuencias del iniciador):

AAACACAAGGAAGGAAGTCAAATATTCTATTACCGTAAACCAATATGGAAATTAGTGATGA
AATTAACTATTGTCAAAGTAAGAATTTAGTTTTCTGAAAAGAATAAATAAATGAAAAATAATT
TTTATCAAAAAATTTAGCTTGAAGAGGAGAATTTGGAAAAAGTTGAAGAAAAATTGATACCA
GAAGATTCATTTTAGAAATACCCTCAAGGAAAGCTAAGGATTATACCTAAAAAAGGATCTTT
CCGTCCAATCATGACTTTCTTAAGAAAGGACAAGCAAAAAAATATTAAGTTAAATCTAAATT
AAATTCTAATGGATAGCCAACTTGTGTTTAGGAATTTAAAAGACATGCTGGGATAAAAGAT
AGGATACTCAGTCTTTGATAATAAACAAATTTCAGAAAAATTTGCCTAATTCATAGAGAAAT
GGAAAAATAAAGGAAGACCTCAGCTATATTATGTCACTCTA.

Se descubrid que la secuencia del aminodcido correspondiente a este fragmento del DNA era:
KHKEGSQIFYYRKPIWKLVSKLTIVKVRIKFSEXNKQMKNNFYQKIQLEEENLEKVEEKLIPEDSFQKYPQGK

LRIIPKKGSFRPIMTFLRKDKQKNIKLNLNQILMDSQLVFRNLQDMLGKKIGYSVFDNKQISEKFAQFIEKWK
NKGRPQLYYVTL

Esta secuencia del aminodcido fue alineada posteriormente con otros genes de telomerasa (EST2p, y Euplotes). La
alineacién se muestra en la Figura 53. En esta Figura también se muestra una secuencia del concenso.

P. Identificacion de las secuencias de la telomerasa del Schizosaccharomyces pombe

En este Ejemplo, se identificé la secuencia tezl del S. pombe como homdloga del E. aediculatus p123, y el S.
cerevisiae Est2p.

La Figura 55 ofrece un resumen global de esos experimentos. En esta Figura, la porcién superior (Panel A) mues-
tra la relacién de los dos clones gendmicos superpuestos, y la porcién del 5825 bp que fue secuenciada. La regién
designada en “tezl*” es la regién de codificacion de la proteina, con las secuencias flanqueantes indicadas de la misma
forma, la caja debajo de la regién 5825 bp es un fragmento del HindIIl aproximadamente de 2 kb que fue utilizado
para llevar a cabo la construccion de la disrupcion tezl, tal como se describe posteriormente.

La mitad inferior de la Figura 55 (Panel B) es un esquema de “acercamiento” de esta misma regién del DNA. La
secuencia designada como “PCR original” es el fragmento del PCR degenerado original que fue generado con un para
del iniciador del oligonucleétido degenerado designado en base al motivo 4 de la secuencia del Euplotes (B’) y el
motivo 5 (C), tal como se describid.

1) PCR con iniciadores degenerados

Se utilizé el PCR que emplean iniciadores degenerados para encontrar el homélogo del E. aediculatus p123 en
el S. pombe. La Figura 56 muestra las secuencias de los iniciadores degenerados (designados como “poli 4” y “poli
1) utilizados en esta reaccién. Las pruebas del PCR se llevaron a cabo utilizando el mismo amortiguador que se
describid en los Ejemplos previos (Consultar por ejemplo, Parte K, anterior), con un tiempo de rampa de 5 minutos
a 94°C, seguido por 30 ciclos de 94°C durante 30 segundos, 50°C durante 45 segundos y 72°C durante 30 segundos,
y 7 minutos a 72°C, seguidos por un almacenamiento a 4°C. Las pruebas del PCR se llevaron a cabo utilizando
diversas condiciones (es decir, diferentes concentraciones del DNA del S. pombe y concentraciones de MgCl,). Los
productos del PCR se sometieron a prueba en un gel de agarosa y se tifieron con bromuro de etidio tal como se
describié anteriormente. Varias pruebas del PCR dieron como resultado la produccién de tres bandas (designadas
como “T”, “M”y “B”). Estas bandas se volvieron a amplificar y se sometieron a prueba en geles utilizando las mismas
condiciones que se describieron anteriormente. Se observaron cuatro bandas después de esta nueva amplificaciéon (“T”,
“M17, “M2” y “B”), tal como se muestra en la Figura 57. Estas cuatro bandas se volvieron a amplificar posteriormente
utilizando las mismas condiciones que se describieron antes. La tercera banda contando desde la parte superior de la
via en la Figura 57 fue identificada como la banda que contenia la secuencia correcta para una proteina de telomerasa.
Se descubrié que el producto del PCR designado como M2 mostraba una concordancia razonable con otras proteinas
de telomerasa, tal como se indica en la Figura 58. Ademads de la alineacién mostrada, esta Figura también muestra
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la secuencia real del tezl. En esta Figura, los asteriscos indican los residuos compartidos con las cuatro secuencias
(Oxytricha “Ot”; E. aediculatus “Ea_p123”; S. cerevisiae Sc_p103; y M2), mientras que los circulos (es decir, los
puntos ) indican residuos del aminodcido similares.

ii) PCR de 3’'RT

Para obtener la informacién adicional de la secuencia, se llevaron a cabo los PCR de 3’ y 5’ RT en el candidato de la
telomerasa identificado en la Figura 58. La Figura 59 ofrece un esquema de la estrategia del PCr de 3’RT utilizada. En
primer lugar, el cDNA se prepar6 a partir de mRNA utilizando el iniciador del oligonucleétido “Qr,” (5’-CCA GTG
AGC AGA GTG ACG AGG ACT CGA GCT CAA GCT TTT TTT TTT TTT TT-3’), y utilizando posteriormente
este cDNA como molde para el PCR con “Q,” (5’-CCA GTG AGC AGA GTG ACG-3’), y un iniciador designado
en base a la reaccién del PCR degenerado original (es decir, “M2-T” con la secuencia 5°-G TGT CAT TTC TAT
ATG GAA GAT TTG ATT GAT G-3’). La segunda reaccién del PCR (es decir, el PCR inclusivo) con “Q,” (5’-GAG
GAC TCG AGC TCA AGC-3’), y otro iniciador del PCR designado con la secuencia derivada a partir de la reaccién
del PCR degenerado original o “M2-T2” (5’-AC CTA TCG TTT ACG AAA AAG AAA GGA TCA GTG-3’). Los
amortiguadores utilizados en este PCR fueron los mismos que los descritos anteriormente, donde la amplificacién
llevada a cabo iniciaba con una rampa de hasta 94°C durante 5 minutos, seguida por 30 ciclos de 94°C durante 30
segundos, 55°C durante 30 segundos, y 72°C durante 3 minutos, seguidos por 7 minutos a 72°C. Los productos de la
reaccion se almacenaron a 4°C hasta que se utilizaron.

iii) Clasificacion de las bibliotecas genomicasy del cDNA

Después de obtener esta informacién adicional de la secuencia, se clasificaron diferentes bibliotecas genémicas y
del cDNA para identificar cualquier biblioteca que incluyera este gene candidato de telomerasa. El enfoque utilizado,
asi como las bibliotecas y los resultados se muestran en la Figura 60. En esta Figura, el Panel A enlista las bibliotecas
sometidas a prueba en este experimento; el Panel B muestra las regiones utilizadas; los Paneles C y D muestran
los resultados de la hibridacién con manchas de puntos obtenidos con estas bibliotecas. Las bibliotecas positivas
se clasificaron posteriormente por hibridacién de colonias para obtener la versién gendmica y del cDNA del gene
tezl. En este experimento, se clasificaron aproximadamente 3 x 10* colonias de la biblioteca genémica HindIII y se
identificaron seis clones positivos (aproximadamente 0.01%). Posteriormente se preparé el DNA a partir de dos clones
independientes (A5 y B2). La Figura 61 muestra los resultados obtenidos con los clones genémicos positivos AS y B2
digeridos del HindIII.

Ademés se utilizaron las bibliotecas REP del ¢cDNA. Se clasificaron aproximadamente 3 x 10° colonias, y se
identificaron 5 clones positivos (0.002%). El DNA se preparé a partir de tres clones independientes (2-3, 4-1 y 5-20).
En los dltimos experimentos, se determiné que los clones 2-3 y 5-20 contenian insertos idénticos.

iv) PCR de 5’RT

Como la versiéon del cDNA del gene producido para este punto no estaba completa, se llevé a cabo un PCR de
5’RT para obtener un clon de longitud completa. La estrategia se muestra esquemdticamente en la Figura 62. En este
experimento, se preparé6 cDNA utilizando el iniciador del oligonucleétido del DNA “M2-B2” (5’-CAC TGA TCC
TTT CTT TTT CGT AAA CGA TAG GT-3’) y “M2-B2” (5’-C ATC AAT CAA ATC TTC TTC CAT ATA GAA
ATG ACA-3’), designado a partir de regiones conocidas del tezl identificado previamente. Un Adapt Sfil del PCR del
enlazador del oligonucledtido con una terminacién 5’ fosforilada (“P”) P-GGG CCG TGT TGG CCT AGT TCT CTG
CTC-3’; se ligd posteriormente a la terminacién 3° de éste cDNA, y esta construccién se utilizé como el molde para
el PCR inclusivo. En la primera ronda del PCR, se utilizaron el Adapt SFI y el M-2B del PCR como los iniciadores;
mientras que el Adapt Sfill del PCR (5-GAG GAG GAG AAG AGC AGA GAA CTA GGC CAA CAC GCC CcC-
3’), y el M2-B2 se utilizaron como iniciadores en la segunda ronda. El PCR inclusivo se utiliz6 para incrementar la
especificidad de la reaccion.

v) Alineaciones de la secuencia

Una vez que se identifico la secuencia del tezl, se compard con las secuencias descritas previamente. La Figura 63
muestra la alineacién de los dominio del RT a partir de las subunidades cataliticas de telomerasa del S. pombe (“S.p.
Tezlp”), S. cerevisiae (“S.c. Est2p”), y E. aediculatus p123 (“E.a. p123”). En esta Figura, la “h” indica los residuos
hidrofébicos, mientras que “p” indica los residuos polares pequefios, y “c” indica los residuos cargados. Los residuos
del aminodcido indicados arriba de la alineacién muestran un motivo del RT del concenso conocido del Y. Xiong y
T.H. Eickbush (Y. Xiong y T.H. Eickbush, EMBO 1J., 9:3353,3362 [1990]). Los asteriscos indican los residuos que
se conservan para las tres proteinas. El “Motivo O” se identifica en la presente y en la Figura 63 como un motivo
especifico para esta subunidad de telomerasa y no se encuentra en transcriptasas inversas en general. Por lo tanto es
valioso para identificar otras secuencias del amino4cido como subunidades cataliticas de telomerasa.

La Figura 64 muestra la alineacién de todas las secuencias a partir del Euplotes (“Ea_p123”), S. cerevisiae (“S.c.

Est2p”), y S. pombe (“Sp_Tezlp”). En el Panel A, las dreas sombreadas indican los residuos compartidos entre dos
secuencias. En el Panel, las dreas sombreadas indican los residuos compartidos entre las tres secuencias.
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vi) Disrupcion genética del tezl

En este Ejemplo, se investigaron los efectos de disrupcién del tezl. A medida que la telomerasa se implica en el
mantenimiento del telémero, se supuso que si el tezl fuera de hecho un componente de la telomerasa, la disrupcién del
tezl podria provocar un acortamiento gradual del telémero.

En estos experimentos, se utilizo la recombinacion homdéloga para llevar a cabo la disrupcién del gene de tezl en el
S. pombe especificamente. Este enfoque se ilustra esquematicamente en la Figura 65. Tal como se indic6 en la Figura
65, el tipo silvestre del tezl fue reemplazado por un fragmento que contenia el marcador ura4 o LEU2.

La disrupcién del gene tezl fue confirmada por el PCR (Figura 66), y se llevé a cabo un manchado Southern para
revisar la longitud del telémero. La Figura 67 muestra los resultados del manchado Southern para este experimento.
Debido a que estd presente un sitio de la enzima de restricciéon Apal inmediatamente adyacente a la secuencia telomé-
rica en el S. pombe, la digestién de Apal de las preparaciones del DNA genémico del S. pombe permite el andlisis de
la longitud del telémero. De esta manera, el DNA del S. pombe fue digerido con Apal y los productos de la digestién
fueron sometidos a prueba en un gel de agarosa y sondeados con una sonda especifica para secuencias teloméricas, con
el fin de determinar si los teldmeros de las células del S. pombe desintegradas se acortaron. Los resultados se muestran
en la Figura 67. A partir de estos resultados, fue obvio que la disrupcién del gene del tezl provocé un acortamiento de
los telémeros.

Q. Clonacion y caracterizacion de la proteina de telomerasa humana 'y el cDNA

En este Ejemplo, se determiné la informacion de la secuencia del aminoéacido y la informacién nucleica para la
telomerasa humana. Primero se identificaron las secuencias homoélogas parciales en una investigacion BLAST llevada
a cabo utilizando las secuencias del dcido nucleico y el péptido 123 kDa del Euplotes, asi como las secuencias de
la proteina del Schizosaccharomyces y el cDNA correspondiente (tezl). Las secuencias humanas (también conocidas
como “hTCP1.1”) fueron identificadas a partir de un clon del cDNA parcial (clon 712562). Las secuencias derivadas
de este clon fueron alineadas con las secuencias determinadas tal como se describi6 en los ejemplos anteriores.

La Figura 1 muestra la alineacién de la secuencia del Euplotes (“p123”), el Schizosaccharomyces (“tezl”), el Est2p
(es decir, la proteina del S. cerevisiae codificada por la secuencia del 4cido nucleico del Est2, y también referida en la
presente como “L.8543.12”), y el homélogo humano identificado en esta investigacién de comparacién. La Figura 51
muestra la secuencia del aminodcido del tezl, mientras que la Figura 52 muestra la secuencia del DNA del tezl. En la
Figura 52, los intrones y otras regiones no codificadoras se muestran en el cuadro inferior, mientras que los exones (es
decir, las regiones de codificacién) se muestran en el cuadro superior.

Tal como se muestra en las Figuras, existen regiones que estdn altamente conservadas entre estas proteinas. Por
ejemplo, tal como se muestra en la Figura 1, existen regiones de identidad en el “Motivo 07, “Motivo 17, “Motivo
2” y “Motivo 3”. Los aminodcidos idénticos estdn indicados con un asterisco (*), mientras que los residuos similares
del aminoécido se indican con un circulo (e). Esto indica que existen regiones dentro de los motivos de la telomerasa
que estdn conservados entre una amplia variedad de eucariotes que van desde la levadura hasta los ciliados para
los humanos. Se contempla que también existen organismos adicionales que contienen estas regiones conservadas de
secuencia. La Figura 49 muestra la secuencia del aminodcido parcial de los motivos de la telomerasa humana, mientras
que la Figura 50 muestra la secuencia del DNA correspondiente.

La secuenciacién del dideoxi de Sanger y otros métodos también se utilizaron, conocidos en la técnica para obtener
la informacién completa de la secuencia del clon 712562. Algunos de los iniciadores utilizados en la secuenciacién
se muestran en la Tabla 7. Estos iniciadores fueron disefiados para generar hibridos para el clon, en base a la comple-
mentariedad de la secuencia para ya sea la secuencia de la columna vertebral del pldsmido o la secuencia del inserto
del cDNA humano en el clon.
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TABLA 7
Iniciadores
Iniciador Secuencia
TCP1.1 GTGAAGGCACTGTTCAGCG
TCP1.2 GTGGATGATTTCTTGTTGG
TCP1.3 ATGCTCCTGCGTTTGGTGG
TCP1.4 CTGGACACTCAGCCCTTGG
TCP1.5 GGCAGGTGTGCTGGACACT
TCP1.6 TTTGATGATGCTGGCGATG
TCP1.7 GGGGCTCGTCTTCTACAGG
TCP1.8 CAGCAGGAGGATCTTGTAC
TCP1.9 TGACCCCAGGAGTGGCAGC
TCP1.10 TCAAGCTGACTCGACACCG
TCP1.11 CGGCGTGACAGGGCTGC
TCP1.12 GCTGAAGGCTGAGTGTCC
TCP1.13 TAGTCCATGTTCACAATCG

A partir de esos experimentos, se determiné que el inserto EcoRI-Notl del clon 712562 contiene tinicamente una
configuracion del lectura abierta parcial para la proteina de telomerasa humana, a pesar de que puede codificar un
fragmento activo de esta proteina. La configuracién de lectura abierta en el clon codifica una proteina de aproximada-
mente 63 kD. La secuencia de la configuracién de lectura abierta mas grande identificada se muestra en la Figura 68.
La OREF inicia en el codén ATG con el “met” indicado en la Figura. La extremidad poli A en la terminacién 3’ de la
secuencia también aparece mostrada. La Figura 69 muestra una alineacién tentativa y preliminar de las proteinas de
transcriptasa inversa tipo telomerasa a partir de la secuencia humana (Proteina del Nicleo de Telomerasa Humana 1,
“Hs TCP1”), el E. aediculatus p123 (“Ep p123”), S. pombe tezl (“Sp Tezl”), el S. cerevisiae EST2 (“Sc Est2”), y la
secuencia del concenso. En esta Figura se indican varios motivos.

Para obtener un clon de longitud completa, se utiliz6 el sondeo de una biblioteca del cDNA y 5°-RACE para obtener
los clones que codifican las porciones de las regiones no clonadas previamente. En estos experimentos, la RACE
(Amplificacién Rdpida de las Terminaciones del cDNa; consultar por ejemplo, M.A. Frohman, “RACE: Amplificacién
Répida de las Terminaciones del cDNA”, en Innis y colaboradores (eds), Protocolos del PCR: Una Guia para los
Métodos y Aplicaciones [1990], pp. 28-30; y Frohman y colaboradores, Proc. Natl. Acad. Sci., 85:8998-9002 [1988])
se utilizé para generar material para el andlisis de la secuencia. Se generaron cuatro de estos clones y se utilizaron para
ofrecer informacién adicional de las secuencias 5’ (pFWRPS, 6, 19 y 20).

Ademds, las bibliotecas del cDNA humano (insertadas en lambda) fueron sondeadas con el fragmento del EcoRI-
Notl del clon. Un clon de lambda designado como “lambda 25-1.1” (admisiéon ATCC #209024), fue identificado como
un clon que contenia secuencias complementarias. La Figura 75 muestra un mapa de restriccion de este clon de lambda.
El inserto del cDNA humano a partir de este clon fue subclonado como un fragmento de restriccién EcoRI dentro del
sitio EcoRI del fagémido pBluescriptIISK+ (Stratagene), para crear el plasmido “pGRN121”, que fue depositado ante
la ATCC (admisién ATCC #209016). Los resultados preliminares indicaron que el pldsmido pGRN121 contiene la
secuencia de la configuracién de lectura abierta completa (ORF) que codifica la proteina de telomerasa humana.

El inserto del cDNA del plasmido pGRN121 fue secuenciado utilizando técnicas conocidas en el campo. La Figura
70 ofrece un sitio de restriccién y un mapa de funciones del pldsmido pGNR121 identificado en base a este trabajo
preliminar. Los resultados de este andlisis de secuencia preliminar se muestran en la Figura 71. A partir de este analisis,
y tal como se demuestra en la Figura 70, se identificé un sitio de inicio putativo para la regién de codificacién en
aproximadamente 50 nucledtidos a partir del sitio EcoRI (localizado en la posicién 707), y la ubicacién de los motivos
especificos de la telomerasa, “FFYVTE”, “PKP”, “AYD”, “QG”, y “DD”, también se identific, ademds de un sitio
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de paro putativo en el nucleétido #3571 (consultar, Figura 72 que muestra el DNa y las secuencias del aminodcido
correspondientes para las configuraciones de lectura abierta en la secuencia (“a”, “b” y “c”). Sin embargo, debido a
la naturaleza preliminar del primer trabajo de secuenciacidn, se descubrié que las configuraciones de lectura para los
diferentes motivos no estaban en alineacion.

Los andlisis adicionales llevados a cabo en el pGNR121 indicaron que el pldsmido contenia porciones importan-
tes de la terminacién 5° de la secuencia de codificacion no presente en el clon 712562. Ademas, se descubrié que el
PGNR121 contenia una secuencia de codificacién de variante que incluye un inserto de aproximadamente 182 nu-
cledtidos. Se descubrié que este inserto estaba ausente del clon. Al igual que con las secuencias del E. aediculatus,
estos variantes pueden someterse aprueba en ensayos funcionales, como por ejemplo los ensayos de la telomerasa para
detectar la presencia de telomerasa funcional en una muestra.

El andlisis adicional de la secuencia resolvié la secuencia del cDNA del pGRN121 para ofrecer una configuracién
de lectura abierta contigua que codifica una configuracién de peso molecular de aproximadamente 127,000 dalton, y
1132 amino4cidos tal como se muestra en la Figura 74. En la Figura 73 se suministra un mapa refinado del pGNR121
en base a este andlisis. Los resultados del andlisis adicional de la secuencia del cDNA de hTRT se presentan en la
Figura 16 (Y DE LA SECUENCIA NO:1).

Ejemplo 2
Correlacion de la abunancia de la hTRT y la inmortalidad de la célula

La abundancia relativa del mRNA de la hTRT fue evaluada en seis especies de la célula mortal negativa tipo
telomerasa y seis lineas de células inmortales positivas tipo telomerasa (Figura 5). El nivel de estado constante del
mNRA de la hTRT aumenté de manera significativa en las lineas de células inmortales que lo que se habia mostrado
anteriormente que poseia telomerasa activa. Se detectaron niveles mds bajos del mNRA de la h'TRT en algunas especias
de la célula negativa tipo telomerasa.

El RT-PCR para la hTRT, hTR, TP1 (proteina asociada con la telomerasa relacionada con Tetrahymena p80
[Harrington y colaboradores, 1997, Science 275:973; Nakayama y colaboradores, 1997, Célula 88:875]) y el GAPDH
(para normalizar las cantidades iguales del molde del RNA) se llevaron a cabo en el RNA derivado de las siguientes
células: (1) GFL de fibroblastos de pulmoén fetal humano, (2) GFS de fibroblastos de piel fetal humana, (3) 31YO de
fibroblastos estrémicos de prostata adulta, (4) HSF de fibroblastos sinoviales de rodilla fetal humana, (5) BJ de fibro-
blastos de prepucio neonatal, (6) IMR90 de fibroblastos de pulmén fetal humano, lineas de células inmortalizadas: (7)
LOX IMVI de melanoma, (8) U251 de leucemia, (9) carcinoma pulmonar NCI H23, (10) SW620 de adenocarcinoma
de colon, (11) MCF7 de tumor de mama, (12) Linea celular de rifion embriénico humano transformado en E1 de
adenovirus 293.

El 4cido nucleico hTRT fue amplificado a partir del cDNA utilizando los iniciadores del oligonucleétido LTS5 y LT6
(Tabla 2) para un total de 31 ciclos (94°C 45 segundos, 60°C 45 segundos, 72°C 90 segundos). El GAPDH se amplificé
utilizando los iniciadores KI36(5’-CTCAGACACCATGGGGAAGGTGA) y K137 (5’-ATGATCTTGAGGCTGTTG-
TCATA) para un total de 16 ciclos (94°C 45 segundos, 55°C 45 segundos, 72°C 90 segundos) ElI hTR se amplifi-
c6 utilizando los iniciadores F3b (5’-TCTAACCCTACTGAGAA GGGCGTAG) y R3C (5’-GTTTGCTCTAGAAT-
GAACGGTGGAAG) para un total de 22 ciclos (94°C 45 segundos, 55°C 45 segundos, 72°C 90 segundos). El mRNA
de TP1 se amplificé utilizando los iniciadores TP1.1 y TP1.2 durante 28 ciclos (ciclos similares al hTRT). Los pro-
ductos de reaccidn se resolvieron en un gel de poliacrilamida al 8%, se tifieron con SYBR verde (Sondas Moleculares)
y se visualizaron mediante un rastreo en una Storm 860 (Dindmica Molecular). Los resultados mostrados en la Figura
5, demuestran que los niveles del mRNA de la hTRT se correlacionan directamente con los niveles de actividad de la
telomerasa en las células sometidas a prueba.

Ejemplo 3
Caracterizacion de una secuencia intronica de la hTRT

Un intrén putativo se identificé primero mediante la amplificacién por PCR de DNA genémico humano, confor-
me a los descrito en este ejemplo, y posteriormente fue confirmado mediante la secuenciacién del clon genémico
y®5 (consultar Ejemplo 4). La amplificacién del PCR se llevé a cabo el iniciador delantero TCP1.57 acoplado in-
dividualmente con los iniciadores inversos TCP1.46, TCP1.48, TCP1.50, TCP1.52, TCP1.54, TCP1.56 Y TCP1.58
(consultar Tabla 2). Los productos del DNA gendémicos de las amplificaciones TCP1.57/TCP1.46, TCP1.48, TCP1.50,
TCP1.52, TCP1.54 o TCP1.56 fueron aproximadamente 100 pares base mayores que los productos de las amplifica-
ciones pGRN121. La amplificacién del TCP1.57/TCP1.58 fue al misma en el DNA genémico o pGRN121. Esto indicé
que el DNA genémico contenia una insercion entre los sitios para TCP1.58 y TCP1.50. Los productos del PCR de
TCP1.57/TCP1.50 y TCP1.57/TCP1.52 fueron secuenciados directamente, sin subclonacién utilizando los iniciadores
TCP1.39, TCP1.57 y TCP1.49.

Tal como se muestra a continuacion, la secuencia intrénica base 104 (Y DE SECUENCIA NO: 7) se inserta en el
mRNA de la hTRT (mostrado en negritas) en la unién correspondiente a las bases 274 y 275 de la Figura 16:
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CCCCCCGCCGCCCCCTCCTTCCGCCAG/IGTGGGCCTCCCCGGGGTCGGCGTCCGGCTG
GGGTTGAGGGCGGCCGGGGGGAACCAGCGACATGCGGAGAGCAGCGCAGGCGACTCA
GGGCGCTTCCCCCGCAG/GTGTCCTGCCTGAAGGAGCTGGTGGCCCGAGTGCTGCAG

El “/” indica las uniones emplamadas; la secuencia muestra buenas concordancias con las secuencias del sitio de
ampalme 5’ y 3’ del concenso, tipicas para intrones humanos.

Este intrén contiene motivos caracteristicos de un sitio de disociacién II de topoisomerasa y un sitio de enlace
NFKkB (consultar Figura 21). Estos motivos son interesantes, en parte, debido a que la expresion de la topoisomerasa 11
estd regulada en la mayoria de los tumores. Funciona para relajar el DNA cortando y enrollando el DNa, incrementando
de esta manera la expresion de genes particulares. Se ha observado que los inhibidores de la topoisomerasa II trabajan
como agentes antitumores. En el caso del NFkB, este factor de transcripcion puede desempefiar una funcién importante
en la regulacion de la telomerasa durante la diferenciancién terminal, como por ejemplo en la represién oportuna de
la telomerasa durante el desarrollo y por lo tanto, es otro objetivo para la intervencidn terapéutica regular la actividad
de la telomerasa en las células.

Ejemplo 4
Clonacion del fao lambda G®5 y caracterizacion de las secuencias genomicas de la hTRT
A. Lambda GD5

Se clasific6 una biblioteca del DNA gendmico humano mediante PCR e hibridacién para identificar un clon gené-
mico que contenia las secuencias de codificacién del RNA de la hTRT. La biblioteca era una biblioteca genémica de
fibrobldsto humano elaborada utilizando el DNA a partir de células del fibrobldsto pulmonar W138 (Stratagene, Cat
#946204). En esta biblioteca, se ligaron fragmentos del Sau3Al parciales en el sitio Xhol del vector lambda FIX®II
(Stratagene), con un tamafio de inserto de 9-22 kb.

La biblioteca gendémica se dividié en agrupaciones de 150,000 fagos cada una y cada agrupacioén se clasificé me-
diante un PCR inclusivo (par del iniciador externo TCP1.52 y TCP1.57); par interno TCP1.49 y TCP1.50, cosultar
Tabla 1). Estos pares del iniciador se extienden sobre un intrén putativo (consultar Ejemplo 3, supra) en el DNA
genémico de la hTRT y garantizaron que el producto del PCR fuera derivado de una fuente genémica y no de conta-
minacién por parte del clon del cDNA de la hTRT. Posteriormente las agrupaciones positivas se subdividieron hasta
obtener una agrupacién de 2000 fagos. Esta agrupacion se anodiz6 a baja densidad y se clasificé mediante hibridacién
con un fragmento del DNA que incluia pares base 1552-2108 de la Figura 16 (sitios de restriccién Sphl y EcoRYV,
respectivamente).

Dos clones positivos se aislaron y se volvieron a clasificar por medio de un PCR inclusivo como se describi6
anteriormente. Ambos clones fueron positivos mediante PCR. Unos de los clones (1G®5) fue digerido con Notl,
revelando un tamafio de inserto de aproximadamente 20 kb. El mapeo subsecuente (consultar abajo) indicé que el
tamaifio del inserto era de 15 kb y que el fago G®5 contiene aproximadamente 13 kb de DNa en sentido ascendente a
partir del sitio de inicio de la secuencia del cDNA.

El fago G®5 se traz6 mediante mapeo por medio de la digestién de la enzima de restriccién y la secuenciacién
del DNa. El mapa resultante se muestra en la Figura 7. El DNa del fago fue digerido con Ncol y los fragmentos
se clonaron en pBBS167. Los subclones resultantes fueron clasificados mediante PCR para identificar aquellos que
contenian la secuencia correspondiente a la regién 5’ del cDNA de la hTRT. Un subclon (pGRN140) que contenia 9 kb
del fragmento Ncol (con la secuencia del gene de la hTRT y 4-5 kb de la secuencia del vector lambda fue secuenciado
parcialmente para determinar la orientacién del inserto. E1 pGRN 140 fue digerido utilizando Sall para eliminar las
secuencias del vector lambda, lo que dio como resultado pGRN144. Posteriormente se sometié a secuenciacion el
pGRN144. Los resultados de la secuenciacién se suministran en la Figura 21. La terminacién 5° del mRNA de la
hTRT corresponde a la base 2441 de la Figura 21. Tal como se indica en la Figura 7, dos elementos de la secuencia
Alu estéan localizados en los pares 1700 en sentido ascendente de la terminacién 5° del cDNA de la hTRT y ofrece un
limite probable en sentido ascendente haca la regién del promotor de la hTRT. La secuencia también revela un intrén
posicionado en las bases 4173 en la Figura 21, 3’ al intrén descrito en el Ejemplo 3, supra.

B. Clones genomicos adicionales

Ademis del clon genémico descrito anteriormente, se suministran dos clones del bacteriéfago P1 y un clon BAC
humano a titulo ilustrativo. Los insertos P1 por lo general son de 75-100 Kb y los insertos BAC por lo general son
mayores a 100 Kb.

Los clones P1 (DMPC-HFF#1-477(F6) -GS#15371 y DMPC-HEF#1-1103(H) -GS#15372) fueron obtenidos me-

diante la clasificacién por PCR de una biblioteca P1 humanda derivada de células de fibroblasto de prepucio humano
(Shepherd y colaboradores, 1994, PNAS USA 91:2629) utilizando los iniciadores TCP1.12 y UTR2 que amplifican
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la terminacién 3’ de la hTRT. Estos clones fueron ambos negativos (no pudieron amplificarse) con los iniciadores que
amplifican la terminacién 5° de la hTRT.

El clon BAC humano (326 E 20) fue obtenido con una pantalla de hibridacién de una biblioteca genémica humana
BAC utilizando un fragmento de 1143 bp Sph1/Xmm1 de pGRN121 (Figura 16; bases 1552-2695) que incluye la
regién del motivo RT. Se cree que el clon incluye la terminacién 5° del gene. Se cree que los clones gendmicos de la
hTRT en este ejemplo incluyen todo el gen de la hTRT.

Ejemplo 5
Ubicacion cromosomica del gene hTRT

El gene de hTRT fue localizado para el cromosoma 5p mediante un mapeo de hibridos de radiaciéon (Boehnke y
colaboradores, 1991, Am J Hum Genet 49:1174; Walter y colaboradores, 1994, NAturaleza Genética 7:22) utilizando
el panel G3 Stanford de resoluciéon de medios de los clones 83 RH del genoma humano completo (creado en el Centro
del Genoma Humano de Stanford). Se expuso una linea de células del linfoblastéide humano (donante rM) a 10,000
tads de rayos x y posteriormente se fundié con células receptoras de hamster no irradiadas (A3). Se aislaron ochenta y
tres clones hibridos de la célula somdtica independiente, y cada uno represente un evento de fusion entre una célula del
donante irradiado y una célula del hdmster receptor. El panel del DNA G3 fue utilizado para ordenar los marcadores
en la regidn de interés asi como para establecer la distancia entre estos marcadores.

Los iniciadores utilizados para el mapeo RH fueron TCP1.12 y UTR2 con condiciones de amplificacién de 94°C
durante 45 segundos, 55°C durante 45 segundos, 72°C durante 45 segundos, por 45 ciclos utilizando el amortigua-
dor Taq de Boehringer Mannheim y el Taq de Perkin-Elmer. Las 83 agrupaciones fueron amplificadas de manera
independiente y 14 (17%) se clasificaron positivas para la hTRT (mediante la aparicién de una banda de 346 bp).
Los resultados de la amplificacién fueron enviados al servidor RH de Stanford, que posteriormente proporciond la
ubicacién del mapa, 5p, y el marcador més cercano, STS D5S678.

Al consultar el sitio de la red de mapeo de genomas Geneton, la ubicacién del mapa identificé un YAC que contiene
el marcador del STS D5S678: CEPH YAC 780_C_3 tamaiio: 390,660 kb. Esta YAC también contenia marcadores
del cromosoma 17. Este resultado indicé que el gene de hTRT se encuentra en el cromosoma 5, cerca del extremo
telomérico. Existen niimeros de copia creciente de 5p en un nimero de tumores. También se mapeo el sindrome de
“Cri-du-chat” (llanto de gato) para eliminaciones en esta region.

Ejemplo 6
Diserio y construccion de vectores para expresion de las proteinas de hTRT y polinucledtidos
Expresion de la hTRT en bacterias

La siguiente parte de este ejemplo detalla el disefio de los vectores de expresion de la célula eucariotica y bacterial
que expresa la h'TRT, para producir grandes cantidades de hTRT biolégicamente activo, de longitud completa. La
generacion de proteina de hTRT biolégicamente activa de esta forma, es ttil para los ensayos de reconstitucién de
la telomerasa, el ensayo para los moduladores de actividad de la telomerasa, el andlisis de la actividad de especies
recién aisladas de hTRT, la identificacion y aislamiento de compuestos que se asocian especificamente con la h'TRT,
el andlisis de la actividad de una proteina variante de hTRT que ha sido mutada especificamente en el sitio, y como
sustancia inmundgena, como unos cuantos ejemplos.

Vector de expresion bacterial pThioHis a/hTRT

Para producir grandes cantidades de hTRT de longitud completa, se selecciond el vector de expresion bacterial
pThioHis A (Invitrogen, San Diego, CA) como sistema de expresion. El inserto con codificacién de hTRT incluye
los nucleétidos 707 al 4776 del inserto de hTRT en el plasmido pGRN121. Esta secuencia del nucleétido incluye la
secuencia de codificacién completa para la proteina hTRT.

Este vector de expresion de la invencion estd disefiado para la expresion inducible en las bacterias. El vector puede
ser inducido para expresar, en E. coli, niveles altos de una proteina de fusién compuesta de una mitad de tioredoxina
etiquetada como HIS disociable, y la proteina de hTRT de longitud completa. El uso del sistema de expresién estuvo
de acuerdo completamente con las instrucciones del fabricante. La secuencia del aminodcido de la proteina de fusién
codificada por el vector resultante de la invencién se muestra a continuacién; (-*-) denota un sitio de disociacién de
enterocinasa:
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MSDKIIHLTDDSFDTDVLKADGAILVDFWAHWCGPCKMIAPILDEIADEYQGKLTVAKRIDHNP
GTAPKIGIRGITTLLLFKNGEVAATKVGALSKGQLKEFLDANLAGSGSGDDDDK-*-
VPMHELEIFEFAAASTQRCVLLRTVEALATATPAMPRAPRCRAVRSLLRSHYREVLPLATFV
RRLGPQGWRLVQRGDPAAFRALVAQCLVCVPWDARPPPAAPSFRQVSCLKELVARVLQRL
CERGAKNVLAFGFALLDGARGGPPEAFTTSVRSYLPNTVTDALRGSGAWGLLLRRVGDDVL
VHLLARCALFVLVAPSCAYQVCGPPLYQLGAATQARPPPHASGPRRRLGCERAWNHSVRE
AGVPLGLPAPGARRRGGSASRSLPLPKRPRRGAAPEPERTPVGQGSWAHPGRTRGPSDR
GFCVVSPARPAEEATSLEGALSGTRHSHPSVGRQHHAGPPSTSRPPRPWDTPCPPVYAET
KHFLYSSGDKEQLRPSFLLSSLRPSLTGARRLVETIFLGSRPWMPGTPRRLERLPQRYWQM
RPLFLELLGNHAQCPYGVLLKTHCPLRAAVTPAAGVCAREKPQGSVAAPEEEDTDPRRLVQ
LLRQHSSPWQVYGFVRASLRRLVPPGLWGSRHNERRFLRNTKKFISLGKHAKLSLQELTWK
MSVRDCAWLRRSPGVGCVPAAEHRLREEILAKFLHWLMSVYVVELLRSFFYVTETTFQKNR
LFFYRKSVWSKLQSIGIRQHLKRVQLRELSEAEVRQHREARPALLTSRLRFIPKPDGLRPIVN
MDYVVGARTFRREKRAERLTSRVKALFSVLNYERARRPGLLGASVLGLDDIHRAWRTFVLR
VRAQDPPPELYFVKVDVTGAYDTIPQDRLTEVIASIIKPQNTYCVRRYAVVQKAAHGHVRKAF
KSHVSTLTDLQPYMRQFVAHLQETSPLRDAVVIEQSSSLNEASSGLFDVLRFMCHHAVRIRG
KSYVQCQGIPQGSILSTLLCSLCYGDMENQLFAGIRRDGLLLRLVDDFLLVTPHLTHAKTFLR
TLVRGVPEYGCVVNLRKTVVNFPVEDEALGGTAFVQMPAHGLFPWCGLLLDTRTLEVQSDY
SSYARTSIRASLTFNRGFKAGRNMRRKLFGVLRLKCHSLFLDLQVNSLQTVCTNIYKILLLQA
YRFHACVLQLPFHQQVWKNPTFFLRVISDTASLCYSILKANAGMSLGAKGAAGPLPSEAVQ
WLCHQAFLLKLTRHRVTYVTLLGSLRTAQTQLSRQLPGTTLTALEAAANPALPSDFKTILD

PGEX-2TK con los nucledtidos de hTRT 3272 al 4177 del pGRN121

Esta construccion de la invencidn se utiliza para producir la proteina de fusién para, por ejemplo, el propdsitode
elevar los anticuerpos policlonales y monoclonales para la proteina de hTRT. Los fragmentos de hTRT también pueden
utilizarse para otros propdsitos, como por ejemplo, para modular la actividad de la telomerasa, por ejemplo, como
mutante negativo dominante o para prevenir la asociaciéon de un componente de telomerasa con otras proteinas o
dcidos nucleicos.

Para producir grandes cantidades de un fragmento de proteina de hTRT, se seleccioné el vector de expresion de
E. coli pGEX-2TK (Pharmacia Biotech, Piscataway N.J) y se utiliz6 esencialmente de acuerdo con las instrucciones
del fabricante para elaborar un vector de expresion de la invencidn. La construccion resultante contiene un inserto
derivado de los nucle6tidos 3272 al 4177 en el inserto de hTRT en el plasmido pGRN121. El vector dirige la expresién
en E. coli de niveles altos de una proteina de fusién compuesta por la secuencia glutation-S-transferasa (subrayada
abajo), la secuencia de disociacién de trombina (con subrayado doble), la secuencia de reconocimiento para la cinasa
de la proteina del musculo cardiaco (con itélicas), los residuos introducidos mediante la clonacién ([GSVTK]) y el
fragmento de la proteina hTRT (en negritas) tal como se muestra a continuacion:

MSPILGYWKIKGLVOPTRLLLEYLEEKYEEHLYERDGDKWRNKKFELGLEFPNLPYYIDGDVKL
TQSMAIIRYIADKHNMLGGCPKERAEISMLEGAVLDIRYGVSRIAYSKDFETLKVDFLSKLPEML
KMFEDRLCHKTYLNGDHVTHPDFMLYDALDVVLYMDPMCDAFPKLVCFKKRIEAITQIDKYLK
SSKYIAWPLOGWOATFGGGDHPPKSDLVPRGSRRASV[GSVTK]IPQGSILSTLLCSLCYGDM
ENKLFAGIRRDGLLLRLVDDFLLVTPHLTHAKTFLRTLVRGVPEYGCVVNLRKTVVNFPVEDEA
LGGTAFVQMPAHGLFPWCGLLLDTRTLEVQSDYSSYARTSIRASVTFNRGFKAGRNMRRKLF
GVLRLKCHSLFLVLQVNSLQTVCTNIYKILLLQAYRFHACBLQLPFHQQVWKNPTFFLRVISDT
ASLCYSILKAKNAGMSLGAKGAAGPLPSEAVQWLCHQAFLLKLTRHRVTYVPLLGSLRTAQTQ
LSRKLPGTTLTALEAAANPALPSDFKTILD

Cuando se expreso esta proteina de fusion, formé agregados insolubles. Fue tratada en general tal como se describi6
anteriormente, en la seccion titulada purificacion de proteinas a partir de cuerpos de inclusion. Especificamente, las
células inducidas fueron suspendidas en PBS (20 mM de fosfato sédico, pH 7.4, 150 mM de NaCl) y se desintegraron
mediante sonicacién. Se agregé NP-40 a 0.1%, y la mezcla se incub6 durante 30 minutos a 4°C con un mezclado
ligero. El material insoluble se recopilé mediante centrifugacién a 25,000 g durante 30 minutos a 4°C. El material
insoluble se lavé una vez en 4M de urea en PBS, se recolecté mediante centrifugacion y posteriormente se lavé otra
vez en PBS. Se calcul6 que la pildora recolectaba contenia mas del 75% de la proteina de fusién. Este material se secd
en un vacio de velocidad, después se suspendié en adyuvante para inyectar a ratones y conejos para la generacion de
anticuerpos. La separacion de la proteina recombinante de la mitad de glutatién-S-trasferasa se logra mediante una
protedlisis especifica en el sitio utilizando trombina de acuerdo con las instrucciones del fabricante.
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pPGEX-2TK con los nucledtidos de hTRT 2426 al 3274 del pGRN121 con HIS-8 Tag

Para producir grandes cantidades de un fragmento de hTRT, se prepar6 otra construccién del pGEX-2TK del
vector de expresion de E. coli. Esta construccién contiene un inserto derivado de los nucleétidos 2426 al 3274 del
inserto de hTRT en el pldsmido pGRN121 y una secuencia que codifica ocho residuos de histidina consecutivos (HIS-
8 Tag). Para insertar el HIS-8 TAG, el vector pGEX-2TK con los nucleétidos de hTRT 2426 al 3274 del pGNR121
se linealizaron con BamH1. Esto abri6 el pldsmido en la unién entre la finasa de la proteina GST-trombina-miisculo
cardiaco y la secuencia de codificacién de hTRT. Un oligonucleétido de doble filamento con extremos compatibles de
BamHI1 se ligé con el pldsmido linealizado resultante en la introduccién dentro de la configuracién de ocho residuos
de histidina en sentido ascendente de la secuencia de hTRT.

El vector dirige la expresion en E. coli de altos niveles de una proteina de fusién compuesta por la secuencia de
glutatién-S-transferasa (subrayada); la secuencia de disociacion de trombina (con subrayado doble), la secuencia de
reconocimiento para la cinasa de la proteina del musculo cardiaco (con itédlicas), un conjunto de tres y un conjun-
to de cinco residuos introducidos mediante clonacién que se encuentran en ([GSV]) y ([GSVTK]); ocho histidinas
consecutivas (también con subrayado doble); y el fragmento de la proteina de hTRT (en negritas):

MSPILGYWKIKGLVQPTRLLLEYLEEKYEEHLYERDEGDKWRNKKFELGLEFPNLPYYIDGDV
KLTQSMAIIRYIADKHNMLGGCPKERAEISMLEGAVLDIRYGVSRIAYSKDFETLKVDFLSKLPE
MLKMFEDRLCHKTYLNGDHVTHPDFMLYDALDVVLYMDPMCLDAFPKLVCFKKRIEAIPQIDK
YLKSSKYIAVPLQGWQATFGGGDHPPKSDLVPRGSRRASV[GSVIHHHHHHHH[GSVTKIMSV
YVVELLRSFFYVTETTFQKNRLFFYRPSVWSKLQSIGIRQHLKRVQLRELSEAEVRQHREARP
ALLTSRLRFIPKPDGLRPIVNMDYVVGARTFRREKRAERLTSRVKALFSVLNYERARRPGLLGA
SVLGLDDIHRAWRTFVLRVRAQDPPPELYFVKVDVTGAYDTIPQDRLTEVIASIIKPQNTYCVR
RYAVVQKAAHGHVRKAFKSHVSTLTDLQPYMRQFVAHLQETSPLRDAVVIEQSSSLNEASSG
LFDVFLRFMCHHAVRIRGKSYVQCQGI

Cada uno de los vectores pGEX-2TK de la invencién pueden utilizarse para producir la proteina de fusién con el
proposito de elevar los anticuerpos policlonales y monoclonales para la proteina de hTRT. Adicionalmente, esta pro-
teina de fusioén puede utilizarse para purificar por afinidad los anticuerpos elevados a los péptidos de hTRT que estan
incluidos dentro de la proteina de fusién. La separacién de la proteina recombinante de la mitad de glutatién-S-trans-
ferasa puede lograrse mediante la protedlisis especifica del sitio utilizando trombinas de acuerdo con las instrucciones
del fabricante.

PGEX-2TK con los nucledtidos de hTRT del 2426 al 3274 de pGRN121, sin HIS-Tag

Para producir grandes cantidades de un fragmento de hTRT, se preparé la construccién del pGEX-2TK del vector
de expresion de E. coli.

Esta construccion contiene un inserto derivado de los nucleétidos 2426 al 3274 del inserto de hTRT en el plasmido
pGRN121, pero sin la HIS-8 Tag de la construccién descrita anteriormente. El vector dirige la expresion en E. coli de
altos niveles de una proteina de fusién compuesta por glutation-S-transferasa (subrayado), secuencia de disociacioén
de trombina (con subrayado doble), la secuencia de reconocimiento para la cinasa de la proteina del musculo cardiaco
(con italicas), residuos introducidos mediante la clonacién en corchetes ((GSVTK]) y el fragmento de la proteina
hTRT (en negritas):

MSPILGYWKIKGLVQPTRLLLEYLEEKYEEHLYERDEGDKWRNKKFELGLEFPNLPYYIDGDVKL
TOSMAIIRYIADKHNMLGGCPKERAEISMLEGAVLDIRYGVSRIAYSKDFETLKVDFLSKLPEMLK
MFEDRLCHKTYLNGDHVTHPDFMLYDALDVVLYMDPMCLDAFPKLVCFKKRIEAIPQIDKYLKSS
KYIAWPLQGWQATFGGGDHPPKSDLVPRGSRRASV[GSVTKIMSVYVVELLRSFFYVTETTFQK
NRLFFYRPSVWSKLQSIGIRQHLKRVQLRELSEAEVRQHREARPALLTSRLRFIPKPDGLRPIVN
MDYVVGARTFRREKRAERLTSRKALFSVLNYERARRPGLLGASVLGLDDIHRAWRTFVLRVRA
QDPPPEYFVKVDVTGAYDTIPQDLTEVIASIKPQNTYCVRRYAVVQKAAHGVRKAFKSHVVSTL
TDLQPYMRQFVAHLQETSPLRDAVVIEQSSSLNEASGLFDVFLRFMCHHAVRIRGKSYVQCQGI

PGE-2TK con los nucledtidos de hTRT del 1625 al 2458 de pGRN121

Para producir grandes cantidades de un fragmento de proteina de hTRT se prepar6 la construccién del pGEX-2TK
de otro vector de expresion de E.coli.
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Esta construccién contiene un inserto derivado de los nucleétidos 1625 al 2458 del inserto de hTRT en el plasmido
pGRN121. El vector dirige la expresién en E. coli de altos niveles de una proteina de fusién compuesta por glutation-S-
transferasa (subrayado) secuencia de disociacion de trombina (con subrayado doble), la secuencia de reconocimiento
para la cinasa de la proteina del musculo cardiaco (con itdlicas), los residuos introducidos mediante clonacién en
corchetes ([GSVTK]) y el fragmento de la proteina hTRT (en negritas):

MSPILGYWKIKGLVQPTRLLLEYLEEKYEEHLYERDEGDKWRNKKFELGLEFPNLPYYIDGDV
KLTOSMAIIRYIADKHNMLGGCPKERAEISMLEGAVLDIRYGVSRIAYSKDFETLKVDFLSKLPE
MLKMFEDRLCHKTYLNGDHVTHPDFMLYDALDVVLYMDPMCLDAFPKLVCFKKRIEAIPQIDKYLK
SSKYIAWPLQGWQATFGGGDHPPKSDLVPRGSRRASV[GSVTK]ATSLEGALSGTRHSHPSVGR
QHHAGPPSTSRPPRPVWDTPCPPVYAETKAFLYSSGDKEQLRPSFLLSSLRPSLTGARRLVETIFL
GSRPWMPGTRRLPRLPQRYWQMRPLFLELLGNHAQCPYGVLLKTHCPLRAAVTPAAGVCAREK
PQGSVAAPEEEDTDPRRLVQLLRQHSSPWQVYGFVRACLRRLVPPGLWGSRHNERRFLRNTKK
ISLGKHAKLSLQELTWKMSVRDCAWLRRSPGVGCVAAEHRLREEILAKFLHWLMSVYVVELLRS

PGEX-2TK con los nucledtidos de hTRT del 782 al 1636 del pGRN121

Para producir grandes cantidades de un fragmento de proteina de hTRT se prepar6 otra construccién del pGEX-
2TK del vector de expresion de E.coli.

Esta construccién contiene un inserto derivado de los nucleétidos 782 al 1636 del inserto de hTRT en el plasmido
pGRN121. El vector dirige la expresion en E. coli de altos niveles de una proteina de fusién compuesta de glutation-
S-transferasa (subrayado), secuencia de disociaciéon de trombina (con subrayado doble), secuencia de reconocimiento
para la cinasa de la proteina del musculo cardiaco (con itdlicas), residuos introducidos mediante la clonacién en
corchetes ([GSVTK]) y el fragmento de la proteina hTRT (en negritas):

MSPILGYWKIKGLVQPTRLLLEYLEEKYEEHLYERDEGDKWRNKKFELGLEFPNLPYYIDGDV
KLTOSMAIIRYIADKHNMLGGCPKERAEISMLEGAVLDIRYGVSRIAYSKDFETLKVDFLSKLPE
MLKMFEDRLCHKTYLNGDHVTHPDFMLYDALDVVLYMDPMCLDAFPKLVCFKKRIEAIPQIDK
YLKSSKYIAWPLQGWQATFGGGDHPPKSDLVPRGSRRASV[GSVTKIMPRAPRCRAVRSLLS
HYREVLPLATFVRRLGPQGWRLVQRGDPAAFRALVAQCLVCVPWDARPPAAPSFRQVSCLK
ELVARVLQRLCERGAKNVLAFGFALLDGARGGPPEATTSVRSYLPNTVTDALRGSGAWGLLL
RRVGDDVLVHLLARCALFVLVAPCAYQVCGPPLYQLGAATQARPPPHASGPRRRLGCERAW
NHSVREAGVPLGLPAPGARRRGGSASRSLPLPKRPRRGAAPEPERTPVGQGSWAHPGRTR
GPSDRGFCVVSPARPAEEATSL

pT7FIhWTRT con el cDNA de hTRT carente de la secuencia no codificada de 5’

Tal como se describi6 anteriormente, en una forma de realizacién, la invencién proporciona un hTRT que se
modifica de una manera especifica en el sitio para facilitar la clonacién en vectores de expresion bacterial, mamifera
de levadura y de insectos sin ninguna secuencia de hTRT traducida de 5°. En algunas circunstancias, al reducir la
cantidad de la secuencia de codificacidn sin proteina, se permite la produccién mejorada de la proteina (rendimiento)
y una estabilidad creciente del mRNA. En esta forma de realizacion de la invencion, la regién de no codificacién de 5°
del gene de hTRT se retir6 antes de la clonacién en un vector de expresion bacterial.

Esto se llevé a cabo mediante la ingenieria de un sitio de endonucleasa de restriccién adicional justo en sentido
ascendente (5°) al codén de inicio (ATG) de la secuencia de codificacién de hTRT (Figura 16). La creacion de un sitio
de restriccion justo a 5’ con la regién de sodificacion de la proteina permite la produccidn eficiente de una amplia
variedad de vectores que codifican las proteinas de fusién, como por ejemplo las proteinas de fusion que incluyen las
etiquetas y TAGs del péptido, para inmunodeteccién y purificacion.

Especificamente, el oligonucledtido 5’-CCGGCCACCCCCCATATGCCGCGCGCTCCC-3’ se utilizé como se
describid anteriormente para modificar el cDNA de la hTRT, nucleétidos 779 al 781 del cDNA de la hTRT (Figu-
ra 16) desde el GCG al CAT. Estos 3 nucleétidos son los tres ultimos nucleétidos antes del codén de inicio ATG, por
lo tanto no modifican la secuencia de la proteina. El cambio en la secuencia da como resultado la creacién de un sitio
de restriccién dnico Ndel en el cDNA de la hTRT. Se utilizé el DNA de hTRT de un solo filamento como fuente de
DNA para la mutagénesis dirigida en el sitio. El pldsmido resultante fue secuenciado para confirmar el éxito de la
mutagénesis.

Esta modificacion permiti6 la construccion del siguiente plasmido de la invencidn, designado como pT7FLhTRT.
La secuencia hTRT modificada especificamente en el sitio (afiadidura del sitio de restriccién Ndel) fue digerida con
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Ndel y Notl para generar un hTRT que codifica un fragmento del 4cido nucleico. El fragmento fue clonado posterior-
mente dentro de un pldsmido de pSL 3418 digerido previamente por restricciéon con Ndel y Smal (también un cortador
de extremos desafilados). El pSL3418 es un plasmido modificado de pAED4 dentro del cual se inserta una secuencia
FLAG (Immunex Corp, Seattle WA) y una secuencia de enterocinasa justo en sentido ascendente desde el sitio Ndel
antes mencionado. Este pldsmido, designado como pT7FLhTR, permite la expresion de la hTRT de longitud completa
(con una Bandera - Etiqueta en su terminacién 5°) en una especia de E. coli que expresa la polimerasa del RNA T7.

Pldasmidos con cDNA de hTRT carente de codigo no codificado de 3’

Tal como se discutié anteriormente, la invencion proporciona vectores de expresién que contienen 4cidos nucleicos
que codifican TRT en donde algunas o todas las secuencias que no tienen codificaciéon han sido eliminadas. En algunas
circunstancias, reducir la cantidad de la secuencia de codificacién sin proteina permite una produccién mejorada de la
proteina (rendimiento) e incrementa la estabilidad del mRNA. En esta forma de realizacién de la invencion, se elimina
la regién no traducida de 3* de la hTRT antes de la clonacién dentro de un plasmido de expresion bacterial.

El plasmido pGRN121, que contiene el cDNA de hTRT de longitud completa tal como se explicé anteriormente,
se borrd primero de todos los sitios Apal. Esto fue seguido por la eliminacién del fragmento de la enzima de digestién
por restricciéon de hTRT Mscl-Hincll, que contiene el 3’UTR. El fragmento de digestidn por restriccién Ncol-Xbal
contiene el codén de paro de h'TRT se inserté posteriormente dentro del sitio Ncol-Xbal del pGRN121 para producir
un plasmido equivalente al pGRN121, designado como pGNR124, con excepcion de que carece del 3’ UTR. Vectores
de Expresion Bacterial que Utilizan Marcadores de Seleccién de Antibidticos.

La invencion también proporciona vectores de expresion bacterial que pueden contener marcadores de seleccion
para conferir un fenotipo seleccionable en las células transformadas y las secuencias que codifican el mantenimiento
y la duplicacion episémicas, de tal forma que no se requiere la integracién dentro del genoma huésped. Por ejemplo,
el marcador puede codificar la resistencia al antibitico, en particular la resistencia al cloranfericol (consultar Harrod
(1997) Res. Acidos Nucleicos 25: 1720-1726), kanamicina, G418, bleomicina e higromicina, para permitir la seleccién
de aquellas células transformadas con las secuencias del DNA deseadas, consultar por ejemplo, Blondelet-Rouault
(1997) Gene 190:315-317, y Mahan (1995) Proc Natl Acad Sci USA 92:669-673.

En otra forma de realizacién de la invencién, la hTRT de longitud completa fue clonado dentro de un vector del
plasmido BlueScript modificado (Stratagene, San Diego, CA), designado como pBBS235, dentro del cual habia sido
insertado un gene de resistencia al antibiético de cloranfenicol. El fragmento Notl del pGRN124 (explicado anterior-
mente) contenia la hTRT ORF dentro del sitio NotT del pBBS235 de tal forma que la TRT ORF se encuentra en
orientacion opuesta del promotor Lac del vector. Esto da como resultado un pldsmido que es adecuado para la mutagé-
nesis de los insertos del plasmido. Como por ejemplo los dcidos nucleicos de TRT de la invencién. Esta construccién
del plasmido, designada como pGRN125, puede utilizarse en los métodos de la invencién que implican la mutagénesis
de la enzima de telomerasa y las secuencias de codificacién de a proteina TRT y para la transcripcion in vitro de la
hTRT utilizando el promotor T7 (y la transcripcidn in vitro de la hTRT antisensorio utilizando el promotor T3).

En otra forma de realizacién de la invencion, los fragmentos de la digestion por restriccion Notl del pGRN124 que
contiene la hTRT OREF, fueron subclonados dentro del sitio Notl del pBBS235 (descrito anteriormente), de tal forma
que la TRT ORF se encuentra en la misma orientacién que el promotor Lac del vector. Esto da como resultado un
plasmido, designado como pGRN126 que puede utilizarse para la expresion de la hTRT de longitud completa en E,
coli. El producto expresado incluird 29 aminoécidos codificados por el vector pBBS235, seguidos por 18 aminodcidos
codificados por el 5’UTR de la hTRT seguidos por la proteina de hTRT de longitud completa.

En otra forma de realizacién mds de la invencidn, se llevé a cabo la mutagénesis in vitro del pGRN125 para
convertir el codén de ATG iniciador de hTRT dentro de un concenso Kozak y crear los sitios de digestién por res-
triccién EcoRI y Bglll, para facilitar la clonacién dentro de los vectores de expresion. El oligonucleétido 5°-TGCG-
CACGTGGGAAGCCCTGGC agatctgAattCcaCcAATGCCGCGCGCTCCCCGCTG-3’ (nucledtidos alterados en el
cuadro inferior) se utiliz6 en el procedimiento de mutagénesis. El vector de expresion resultante fue designado como
pGNR127.

En otra forma de realizacién de la invencion, el segundo Asp del “motivo DD” de TRT, fue convertido en una
alanina para crear una enzima de telomerasa no funcional, creando de esta manera una proteina de TRT mutante
para utilizarse como un mutante dominante/negativo. La secuencia de codificacién de hTRT fue mutagenisada in
vitro utilizando el oligonucledtido 5’-CGGGACGGGCTGCTCCTGCGTTTGGTGGAcGCETTCTTGTT GGTGA-
CACCTCACCTCACC-3’ para convertir el codén de asparagina para el residuo 869 (Asp869) en un codén de alanina
(Ala). Esto también creé un sitio de la enzima de restriccion Mlul. El pldsmido de expresion resultante fue designado
como pGRN130, que también contiene la secuencia de concenso Kozak tal como se describié para el pGRN127.

La invencién también proporciona un vector designado para expresar un fragmento de la secuencia antisensoria
de la hTRT. EI pldsmido del pGRN126 fue cortado hasta completarlo con las enzimas de restricciéon Mscl y Smal, y
se volvi6 a ligar para eliminar mds del 95% de la hTRT ORF. Un fragmento de Sall-McsI fue reinsertado durante el
proceso para crear la actividad CAT. Este plasmido no purificado volvié a digerirse posteriormente con Sall y EcoRI
y el fragmento que contienen el codén de iniciacién del hTRT ORF fue insertado dentro de los sitios Sall-EcoRI del
pBBS212 para elaborar un plasmido de expresidn antisensorio que expresa la secuencia antisensoria que se extiende
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sobre los residuos pares de 73 bases y 5°UTR de la hTRT ORF (en las células mamiferas). Este plasmido fue designado
como pGRN135.

Expresion de la telomerasa de hTRT en la levadura

La presente invencién también proporciona vectores de expresion de la levadura con la expresion de hTRT para
producir grandes cantidades de hTRT bioldgicamente activa, de longitud completa.

Vector de expresion de Pichia pastoris pPICZ By hTRT de longitud completa

Para producir grandes cantidades de hTRT bioldgicamente activo, de longitud completa, se seleccioné el vector
de expresioén de Pichia pastoris pPICZ B (Invitrogen, San Diego, CA). El inserto de la secuencia con codificacién de
hTRT se derivé a partir de los nucleétidos 659 al 4801 del inserto de hTRT en el plasmido pGRN121. Esta secuencia
del nucleétido incluye la secuencia de longitud completa que codifica la hTRT. Este vector de expresion esta disefiado
para la expresién inducible en el P. pastoris de altos niveles de la proteina de hTRT no modificada, de longitud
completa. La expresion es activada por un promotor de la levadura, pero la secuencia expresada utiliza los codones de
iniciacién y terminacioén de la hTRT. No se introdujeron codones exégenos mediante la clonacién. El vector pPICA
B/hTRT resultante se utiliz6 para transformar la levadura.

Vector de expresion del Pichia pastoris hTRT/Hic6/pPICZ B

Un segundo vector de expresion del Picha pastoris de la invencion derivado del pPICZ B también contiene la
secuencia de longitud completa que codifica la hTRT derivado de los nucleétidos 659 al 4801 del inserto de la hTRT
en el plasmido pGRN121. Este vector de expresion hTRT-His6/pPICZ B codifica la proteina de hTRT de longitud
completa fusionada en su término C a las secuencias de la etiqueta del informador His6 y epitopo Myc. El codén de
paro hTRT ha sido extraido y reemplazado por las secuencias del vector que codifican el epitopo Myc y la etiqueta
del informador His6 asi como un codén de paro. Este vector esta designado para dirigir la expresién inducible de alto
nivel en la levadura de la siguiente proteina de fusién, que estd formada por la secuencia de la hTRT (subrayada) las
secuencias del vector en corchetes ((NSAVD] y [L]), el epitopo Myc (subrayado doble), y la etiqueta His6 (en itdlicas):

MPRAPRCRAVRSLLRSHYREVLPLATFVRRLGPQGWRLVQRGDPAAFRALVAQCL
VCVPWDARPPPAAPSFRQVSCLKELVARVLQRLCERGAKNVLAFGFALLDGARGGPPEAFTT
SVRSYLPNTVTDALRGSGAWGLLLRRVGDDVLVHLLARCALFVLVAPSCAYQVCGPPLYQLG
AATQARPPPHASGPRRRLGCERAWNHSVREAGVPLGLPAPGARRRGGSASRSLPLPKRPR
RGAAPEPERTPVGQGSWAHPGRTRGPSDRGFCVVSPARPAEEATSLEGALSGTRHSHPSV
GROHHAGPPSTSRPPRPWDTPCPPVYAETKHFLYSSGDKEQLRPSFLLSSLRPSLTGARRLV
ETIFLGSRPWMPGTPRRLPRLPQRYWQMRPLFLELLGNHAQCPYGVLLKTHCPLRAAVTPAA
GVCAREKPQGSVAAPEEEDTDPRRLVQLLRQHSSPWQVYGFVRACLRRLVEPGLWGSRHN
RRFLRNTKKFISLGKHAKLSLQELTWKMSRDCAWLRRSPGVGCVPAAEHRLREEILAKFLHW
LMSVYVVELLRSFFYVTETTFQKNRLFFYRKSVWSKLQSIGIRQHLKRVQLRELSEAEVRQHR
EARPALLTSRLRFIPKPDGLRPIVNMDYVVGARTFRREKRAERLTSRVKALFSVLNYERARRP
GLLGASVLGLDDIHRAWRTFVLRVRAQDPPPELYFVKVDVTGAYDTIPQDRLTEVIASIIKPONT
YCVRRYAVVQKAAHGHVRKAFKSHVSTLTDLQPYMERQFVAHLQETSPLRDAVVIEOSSSLN
EASSGLFDVFLRFMCHHAVRIRGKSYVQCQGIPQGSILSTLLCSLCYGDMENKLFAGIRRDGL
LLRLVDDFLLVTPHLTHAKTFLRTLVRGVPEYGCVVNLRKTVNFPVEDEALGGTAFVQMPAHG
LFTWCGLLLDTRTLEVQSDYSSYARTSIRASLTFNRGFKAGRNMRRKLFGVLRLKCHSLFLDL
QVNSLQTVCTNIYKILLLQAYRFHACVLQLPFHQQVWKNPTFFLRVISDTASLCYSILKAKNAG
MSLGAKGAAGPLPSEAVQWLCHQAFLLKLTRHRVTYVPLLGSLRTAQTQLSRQKLPGTTLTAL
EAAANPALPSDFKPILDILIEQKLISEEDLINSAVD]JHHHHHH

Expresion de la hTRT en células de insectos

La presente invencién también proporciona vectores de expresion de células de insectos con expresién de la telo-
merasa de la h'TRT, que producen grandes cantidades de hTRT biolégicamente activo, de longitud completa.

Vector de expresion del Baculovirus pVL1393 y hTRT de longitud completa
La secuencia de codificacion de la telomerasa de interés fue clonada dentro del vector de expresion del baculovirus

pVL1393 (Invitrogen, San Diego, CA). Esta construccién fue cotransfectada subsecuentemente dentro de células de
Spodoptera fungupeida (st-9) con el DNA linealizado a partir del virus de polihedrosis nuclear de Autograph california
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(Baculogold-AcMNPV). Los baculovirus recombinantes obtenidos fueron purificados en placas posteriormente y se
expandieron siguiendo los protocolos estdndares.

Este vector de expresion ofrece la expresion en células de insectos de altos niveles de proteina de HTRT de longitud
completa. La expresion es activada por un promotor del gene de polihedrina baculoviral. No se introdujeron codones
exdgenos por medio de la clonacion.

Vector de expresion del baculovirus pBlueBacHis2 B y hTRT de longitud completa

Para producir grandes cantidades de hTRT biol6gicamente activo, de longitud completa, se seleccioné el vector de
expresion de baculovirus pBlueBacHis2 B (Invitrogen, San Diego, CA) como una fuente de elementos de control. El
inserto con codificacion de la h'TRT estaba formado por los nucleétidos 707 al 4776 del inserto de hTRt en el pldsmido
pGRNI121.

También se construyé un hTRT de longitud completa con las etiquetas His6 y Anti-Xpress (Invitrogen). Este
vector también contiene un inserto formado por los nucleétidos 707 al 4776 del inserto de hTRT a partir del pldsmido
pGRN121. El vector dirige la expresion en las células de insectos de altos niveles de la proteina de hTRT de longitud
completa fusionada con las etiquetas de 6-histidina y Anti-Xpress disociables, y la secuencia del aminodcido de la
proteina de fusién se muestra a continuacion; (-*-) denota el sitio disociacion de la enterocinasa:

MPRGSHHHHHHGMASMTGGQQMGRDLYDDDDL-*-
DPSSRSAAGTMEFAAASTQRCVLLRTWEALAPATPAMPRAPRCRAVRSLLRSHYREVLPLAT
FVRRLGPQGWRLVQRGDPAAFRALVAQCLVCVPWDARPPPAAPSFRQVSCLKELVARVLQR
LCERGAKNVLAFGFALLDGARGGPPEAFTTSVRSYLPNTVTDALRGSGAWGLLLRRVGDDVL
VHLLARCALFVLVAPSCAYQVCGPPLYQLGAATQARPPPHASGPRRRLGCERAWNHSVREA
GVPLGLPAPGARRRGGSASRSLPLPKRPRRGAAPEPERTPVGQGSWAHPGRTRGPSDRGF
CVVSPARPAEEATSLAGALSGTRHSHPSVGRQHHAGPPSTSRPPRPWDTPCPPVYAETKHF
LYSSGDKEQLRPSFLLSSLRPSLTGARRLVETIFLGSRPWMPGTPRRLERLPQRYWQMRPLF
LELLGNHAQCPYGVLLKTHCPLRAAVTPAAGVCAREKPQGSVAAPEEEDTDPRRLVQLLRQH
SSPWQVYGFVRASLRRLVPPGLWGSRHNERRFLRNTKKFISLGKHAKLSLQELTWKMSVRD
CAWLRRSPGVGCVPAAEHRLREEILAKFLHWLMSVYWELLRSFFYVTETTFQKNRLFFYRKS
VWSKLQSIGIRQHLKRVQLRELSEAEVRQHREARPALLTSRLRFIPKPDGLRPIVNMDYVVGA
RTFRREKRAERLTSRVKALFSVLNYERARRPGLLGASVLGLDDIHRAWRTFVLRVRAQDPPP
ELYFVKVDVTGAYDTIPQDRLTEVIASIIKPQNTYCVRRYAVWQKAAHGHVRKAFKSHVSTLTD
LQPYMRQFVAHLQETSPLRDAVVIEQSSSLNEASSGLFDVLRFMCHHAVRIRGKSYVQCQGIP
QGSILSTLLCSLCYGDMENQLFAGIRRDGLLLRLYDDFLLVTPHLTHAKTFLRTLVRGVPEYGC
VVNLRKTVVFPVEDEALGGTAFVQMPAHGLFPWCGLLLDTRTLEVQSDYSSYARTSIRASLTF
NRGFKAGRNMRRKLFGVLRLKCHSLFLDLQVNSLQTVCTNIYKILLLQAYRFHACVLQLPFHQ
QVWKNPTFFLRVISDTASLCYSILKANAGMSLGAKGAAGPLPSEAVQWLCHQAFLLKLTRHRV
TYVTLLGSLRTAQTQLSRQLPGTTLTALEAAANPALPSDFKTILD

Vector de expresion del baculovirus pBlueBac4.5 y Proteina hTRT de longitud completa

Para producir grandes cantidades de hTRT bioldgicamente activo, de longitud completa, se construy6 un segundo
vector de expresion del baculovirus pBlueBac4.5 (Invitrogen, San Diego, CA). El inserto con codificacién de hTRT
también estaba formado por los nucleétidos 707 al 4776 de la h'TRT a partir del pldsmido pGRN121.

Vector de expresion del Baculovirus pMelBacB y proteina de hTRT de longitud completa

Para producir grandes cantidades de hTRT bioldgicamente activo, de longitud completa, se construy6 un tercer
vector de expresion del baculovirus, pMelBacB (Invitrogen, San Diego, CA). El inserto con codificaciéon de hTRT
también estd formado por los nucleétidos 707 al 4776 del inserto de hTRT a partir del plasmido pGRN121.

El pMelBacB dirige la expresiéon de hTRT de longitud completa en células de insectos hasta el medio extracelular
a través de la via secretora utilizando la secuencia de la sefial de la melitina. De esta manera, se secretan altos niveles
de hTRT de longitud completa. La secuencia de la sefial de la melitina se disocia después de la excrecion, pero es
parte del agrupamiento de la proteina que permanece intracelularmente. Por esta razén, se indica en paréntesis en la
siguiente secuencia. La secuencia de la proteina de la fusién codificada por el vector se muestra a continuacion:
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(MKFLVNVALVFMVVYISYIYA)-*-
DPSSRSAAGTMEFAAASTQRCVLLRTWEALAPATPAMPRAPRCRAVRSLLRSHYREVLPLAT
FVRRLGPQGWRLVQRGDPAAFRALVAQCLVCVPWDARPPPAAPSFRQVSCLKELVARVLQR
LCERGAKNVLAFGFALLDGARGGPPEAFTTSVRSYLPNTVTDALRGSGAWGLLLRRVGDDVL
VHLLARCALFVLVAPSCAYQVCGPPLYQLGAATQARPPPHASGPRRRLGCERAWNHSVREA
GVPLGLPAPGARRRGGSASRSLPLPKRPRRGAAPEPERTPVGQGSWAHPGRTRGPSDRGF
CVVSPARPAEEATSLAGALSGTRHSHPSVGRQHHAGPPSTSRPPRPWDTPCPPVYAETKHF
LYSSGDKEQLRPSFLLSSLRPSLTGARRLVETIFLGSRPWMPGTPRRLERLPQRYWQMRPLF
LELLGNHAQCPYGVLLKTHCPLRAAVTPAAGVCAREKPQGSVAAPEEEDTDPRRLVQLLRQH
SSPWQVYGFVRASLRRLVPPGLWGSRHNERRFLRNTKKFISLGKHAKLSLQELTWKMSVRD
CAWLRRSPGVGCVPAAEHRLREEILAKFLHWLMSVYVVELLRSFFYVTETTFQKNRLFFYRKS
VWSKLQSIGIRQHLKRVQLRELSEAEVRQHREARPALLTSRLRFIPKPDGLRPIVNMDYVVGA
RTFRREKRAERLTSRVKALFSVLNYERARRPGLLGASVLGLDDIHRAWRTFVLRVRAQDPPP
ELYFVKVDVTGAYDTIPQDRLTEVIASIIKPQNTYCVRRYAVVQKAAHGHVRKAFKSHVSTLTD
LQPYMRQFVAHLQETSPLRDAVVIEQSSSLNEASSGLFDVLRFMCHHAVRIRGKSYVQCQGIP
QGSILSTLLCSLCYGDMENQLFAGIRRDGLLLRLVDDFLLVTPHLTHAKTFLRTLVRGVPEYGC
VVNLRKTVVFPVEDEALGGTAFVQMPAHGLFPWCGLLLDTRTLEVQSDYSSYARTSIRASLTF
NRGFKAGRNMRRKLFGVLRLKCHSLFLDLQVNSLQTVCTNIYKILLLQAYRFHACVLQLPFHQ
QVWKNPTFFLRVISDTASLCYSILKANAGMSLGAKGAAGPLPSEAVQWLCHQAFLLKLTRHRY
TYVTLLGSLRTAQTQLSRQLPGTTLTALEAAANPALPSDFKTILD

Expresion de hTRT en células de mamiferos

La presente invencién también proporciona vectores para producir h'TRT en grandes cantidades como una proteina
biolégicamente activa de longitud completa, en una variedad de lineas celulares de mamiferos, que son utiles en varias
formas de realizacion de la invencion, tal como se indicé anteriormente.

Pldsmidos de expresion MPSV-hTRT

La invencién también proporciona un sistema de expresion para utilizarse en las células de mamiferos que ofrece
la mayor expresion posible de la proteina recombinante, como por ejemplo la telomerasa, sin modificar de hecho la
secuencia de codificacién (por ejemplo, perfeccionando el uso del codén). En una forma de realizacién, la invencién
proporciona plasmidos de expresién en mamiferos MPSV (a partir del plasmido pBBS212, descrito como pMPSV-
TM en Lin J-H (1994) Gene 47:287-292) capaces de expresar los TRTs de la invencion. Los pldsmidos MPSV pueden
expresarse ya sea como clones estables o transitorios.

En este sistema de expresion, a pesar de que la secuencia de codificacién de hTRT en si permanece sin cambios,
los elementos de control de transcripcion exdgenos se incorporan dentro del vector. El promotor del virus del sarcoma
mieloproliferativo (MPVS) LTR (MPSV-LTR), ha aumentado por el intensificador del citomelagovirus (CMV), se
incorpora para la iniciacién por transcripcion. Este promotor muestra de manera consistente niveles de expresién mds
altos en las lineas celulares (consultar Lin J-H (1994) supra). Puede incorporarse una secuencia del concenso Kozak
para la iniciacién de la traduccién (consultar Kozak (1996) Genoma de Mamiferos 7:563-574). Todas las secuencias
extrafias de hTRT no traducidas de 5° y 3’ pueden eliminarse para garantizar que estas secuencias no interfieran con
la expresidn, tal como se menciond anteriormente. El pldsmido MPSV que contiene la secuencia de codificacién de
hTRT completa, con todas las secuencia extrafias incluidas, se designa como pGRN133. También se construyé un
control, el plasmido “antisensorio” de hTRT. Este vector es idéntico al pGRN133 con excepcién de que el inserto
de TRT es la secuencia antisensoria de hTRT (el antisensorio, cuyo control puede utilizarse como vector, se designa
como pGRN134). El plasmido MPSV que contiene la secuencia de codificaciéon de hTRT completa con todas las
demds secuencias extrafias eliminadas y que contiene la secuencia del concenso Kozak se designa como pGRN145.

Dos marcadores de seleccién, PAC (Puromicin-N-acetil-transferasa = Resistencia a la Puromicina) y HygB (Higro-
micina B = Resistencia a la Higromicina) estdn presentes para la seleccién de los plasmidos después de la transfeccién
(consultar la discucién que se refiere a los marcadores seleccionables, anteriormente). La seleccién doble utilizando
marcadores en ambos lados del polienlazador del vector deberia incrementar la estabilidad de la secuencia de co-
dificacién de hTRT. Una secuencia de codificaciéon DHRF (reductasa de dihidrofolato) se incluye para permitir la
amplificacion del cassette de expresion después de que se elaboran los clones estables. Otros medios de amplificacién
de genes también puede utilizarse para incrementar los rendimientos de la proteina recombinante.

La invencién también proporciona pldsmidos de expresién en mamiferos de MPSV que contiene proteinas de

fusién de hTRT. En una forma de realizacion, la secuencia hTRT, a pesar de que conserva su regién no traducida de
5’, estd enlazada a una bandera del epitopo, como por ejemplo la IBI FLAG (International Biotechnologies Inc. (IBI),
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Kodak, New Haven, CT) y se inserta dentro del pldsmido de expresiéon MPSV (designado como pGRN147). Esta
construccion en particular contiene un sitio de iniciacidn de traduccién Kozak. La proteina de fusién expresada puede
purificarse utilizando el anticuerpo monoclonal del octapéptido M-1 anti-FLAG (IBI, Kodak, supra)

En otra forma de realizacién, la hTRT se altera especificamente en el sitio. Un codén del residuo del aminoécido
se somete a mutagénesis, cambiando el acido aspdrtico en la posicion 869 por una alanina. Este mutante Asp869->Ala
hTRT, que conserva su regiéon no traducida de 5’ y que incorpora una secuencia de Kozak, fue insertado dentro de
un plasmido de expresion MPSV, y fue designado como pGRN146. El mutante Asp869->Ala hTRT fue disefiado
posteriormente para incluir la secuencia FLAG, tal como se describi6 anteriormente, y el inserto se cloné dentro de
un plasmido de expresion MPSV. Uno de estos plasmidos de expresion estd designado como pGRN154-1. Especi-
ficamente, para el pGRN154-1, un fragmento de la digestién por restriccion Eam11051 del pGRN146 que contiene
la “terminacién frontal” que contiene la secuencia Kozak (segmento de 5°) de hTRT, se clona dentro de los sitios
Eam1105I del pGRN147 (consultar arriba) para elaborar un pldsmido de expresion MPSV capaz de expresar la h'TRT
con una secuencia de Kozak, la mutacién antes descrita D869->A, y la bandera IBI.

Otra forma de realizacién de la invencién es un plasmido de expresién derivado del pGRN146. El plasmido
de expresion de mamiferos, designado como pGRN152, fue generado extirpando el fragmento EcoRI del pldsmi-
do pGRN146 (que contiene la hTRT ORF) y fue clonado dentro del sitio EcoRI del pPBBS212 para eliminar el 5’UTR
de hTRT. La hTRT esta orientado de tal forma que su expresion estd controlada por el promotor MPSV. Esto da como
resultado un plasmido de expresion de mamiferos que expresa la hTRT con una secuencia de concenso de Kozak y la
mutacién D869->A, y utiliza el promotor MPSV.

La invencidén proporciona un vector de expresion de mamiferos en el cual la hTRT esta orientado de tal forma que
la secuencia de codificacién de h'TRT es activada por el promotor MPSV. Por ejemplo, un fragmento de la digestién por
restriccion EcoRI del pGRN137 que contiene la configuracién de lectura abierta de hTRT (ORF), fue clonado dentro
del sitio EcoRI del pBBS212 (consultar abajo), eliminando de esta forma la regién no traducida de 5’ (5’-UTR) de
hTRT. El pGRN137 fue construido extirpando un fragmento de Sall-Sse83871 del pGRN130, descrito a continuacion,
que contiene la mutacién Kozak de h'TRT dentro de los sitios Sal 1-SSE 83871 del pGRN136, dando como resultado
un pldsmido de expresion de mamiferos que expresa la hTRT que contiene una secuencia de concenso Kozak fuera
del promotor MPSV. El plasmido pGRN136 fue construido extirpando un fragmento HindIII Sall del pGRN126 que
contiene la hTRT ORF y clondndolo dentro de los sitios HindIII Sall del plasmido, pPBBS242, dando como resultado
un pldsmido de expresion de mamiferos que expresa la hTRT fuera del promotor MPSV. Esto da como resultado un
plasmido de expresién de mamiferos, designado como pGRN145, que expresa la hTRT con una secuencia de concenso
Kozak utilizando el promotor MPSV. Consultar también el vector de expresion de mamiferos activado por el promotor
pGRN152 MPSYV, que se describe a continuacion.

hTRT expresado en 293 células utilizando el vector episomico pEBVHis

Un vector episémico, pEBVHis (Invitrogen, San Diego, CA) fue disefiado para expresar una proteina de fusion de
hTRT que incluye h'TRT fusionado a una etiqueta del epitopo con extensién terminal N, el epitopo Xpress (Invitrogen,
San Diego, CA) (designado como pGRN122). El fragmento Notl hTRT del pGRN121 que contiene la hTRT ORF fue
clonado dentro del sitio NotI del pEBVHisA, de tal forma que la hTRT ORF se encuentre en la misma orientacién que
el promotor del Virus del Sarcoma Rous del vector (RSV). En esta orientacién, la bandera His6 estaba relativamente
cerca del término N de hTRT.

También se construy6 un vector que contenia como inserto la secuencia antisensoria de hTRT y la bandera del epi-
topo (el plasmido designado como pGRN123, que puede utilizarse como control). El vector fue transfectado dentro de
293 células y la hTRT traducido fue identificado y aislado utilizando un anticuerpo especifico para el epitopo Xpress.
El pEBVHis es un vector episdémico EBV resistente a la higromicina que expresa la proteina de interés fusionada con
un péptido terminal N. Las células que portan el vector se seleccionan y se expanden, y posteriormente se preparan
los extractos nucleares y citopldsmicos. Estos y los extractos de control se inmunoprecipitan con un anticuerpo anti-
Xpress, y las cuentas inmunoprecipitadas se someten a prueba para conocer la actividad de la telomerasa mediante un
ensayo convencional.

hTRT recombinante de expresion en células humanas diploides normales, mortales

En una forma de realizacion de la invencion, el hTRt recombinante y los componentes del complejo de la enzima
de telomerasa necesarios pueden expresarse en células mortales dipldides, normales, para incrementar su capacidad
proliferativa o para inmortalizarlas, o con el fin de facilitar su inmortalizacién. Esto nos permite obtener células
inmortales dipléides con un fenotipo y cariotipo de otra forma normales. Tal como se discutié anteriormente, el uso
de la telomerasa tiene una utilizacién comercial enorme.

La hTRT sensorio (Figura 16) y la hTRT antisensorio fueron clonados dentro de un vector CMV. Estos vectores

fueron purificados y transfectados de manera transitoria dentro de dos clones de célula humana dipléide moratal,
normal. Los clones humanos eran especies de la célula BJ e IMR90 humana dipl6ide de paso joven.
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El andlisis de la actividad de la telomerasa utilizando el ensayo TRAP (utilizando el paquete TRApeze™ (Oncor,
Inc., Gaithersburg, MD) mostré que la transfeccién de la hTRT sensorio -pero no la hTRT antisensorio - generd
actividad de telomerasa tanto en las especies de células BJ e IMR90.

Expresion de hTRT recombinante en células humanas IMR90 inmortalizadas

Utilizando la misma construccion sensoria de hTRT, clonada dentro de los vectores CMV utilizados en los estudios
de las especies de células BJ e IMR90 humanas dipléides descritos anteriormente, la linea celular de la via SW13 ALT
inmortalizada (una célula IMR90 inmortalizada con antigeno SV40) sue transfectada transitoriamente. Un ensayo
TRAP (TRAPeze, Oncor, Inc., Gaithersburg, MD) demostré que la actividad de la telomerasa fue generada en las
células transfectadas con construccion sensoria.

Vectores para la expresion regulada de hTRT en células de mamiferos: expresion inducible y represible de hTRT

La invencién proporciona vectores que pueden manipularse para inducir o reprimir la expresion de TRTs de la
invencién, como por ejemplo hTRT. Por ejemplo, la secuencia de codificacion de hTRT puede clonarse dentro del
Sistema de Expresion Inducible Ecdisona de Invitrogen (San Diego, CA) y los sistemas regulados de tetraciclina Tet-
On y Tet-off de Clontech Laboratories, Inc. (Palo Alto, CA). Estos sistemas de expresion inducibles se proporcionan
para utilizarse en los métodos de la invencién donde es importante controlar el nivel o el porcentaje de transcripcién
de TRT transfectado. Por ejemplo, la invencién proporciona lineas celulares inmortalizadas a través de la expresion
de hTRT; estas células pueden convertirse en “mortales” mediante la inhibicion de la expresion de hTRT por el vector
a través de controles de transcripciéon, como los proprocionados por el sistema Tet-Off. La invencion también propor-
ciona métodos para expresar la TRT dnicamente de manera transitoria con el fin de evitar la expresién constitutiva
de hTRT, que puede conducir a una “inmortalizacién” no deseada de las células transfectadas, tal como se discutié
anteriormente.

El Sistema de Expresion de Mamiferos Inducible Ecdisona estd disefiado para permitir la expresion regulada del
gene de interés en las células mamiferas. El sistema se distingue por su mecanismo firmemente regulado que permite
una expresion basal casi no detectable y una inducibilibas mayor a 200 veces en células mamiferas. El sistema de ex-
presion se basa en el receptor de ecdisona heterodimérico de Drosophila. El Sistema de Expresién Inducible Ecdisona
utiliza un andlogo de ecdisona de la hormona esterdide, muristerona A, para activar la expresion de hTRT a través de
un receptor local heterodimérico. Se ha reportado que los niveles de expresion exceden mds de 200 veces los niveles
basales sin efecto en la fisiologia celular de los mamiferos “Expresion del Gene Inducible de Ecdisona en Células
de Mamiferos y Ratones Transgénicos” ((1996) Proc. Natl. Acad. Sci USA 93, 3346-3351). Una vez que el receptor
enlaza la ecdisona o la mulisterona, un andlogo de la ecdisona, el receptor activa un promotor responsivo a la ecdisona
para proporcionar la expresion controlada del gene de interés. En el Sistema de Expresion de Mamiferos Indicible de
Ecdisona, ambos mondmeros del receptor heterodimérico estdn expresados de manera constitutiva a partir del mis-
mo vector, pVgRXR. El promotor responsivo de ecdisona, que finalmente activa la expresiéon del gene de interés, se
localiza en un segundo vector, pIND, que activa la transcripcion del gene de interés.

La secuencia de codificaciéon de hTRT se clona en el vector pIND (Clontech Laboratories, Inc, Palo Alto, CA),
que contiene 5 elementos de respuesta de la ecdisona modificada (E/GREs) en sentido ascendente de un promotor
de choques térmicos minimos y el ciclo de clonacién mdltiple. La construccion se transfecta posteriormente en las
lineas de células que han sido predisefiadas para expresar de manera estable el receptor de ecdisona. Después de la
transfeccion, las células se tratan con muristerona para inducir la expresion intracelular a partir del pIND.

Los sistemas de expresion Tet-on y Tet-off (Clontech, Palo Alto, CA) dan acceso a los sistemas de expresion
de genes de alto nivel, regulados, descritos por Gossen (1992) “Control firme de la expresiéon de genes en células
de mamiferos mediante promotores responsivos a la tetraciclina” Proc. Natl. Acad. Sci USA 89:5547-5551, para
el sistema de represion de transcipcion Tet-Off; y Gossen (1995) “Activacion mediante transcripcién por medio de
tetraciclina en células de mamiferos” Ciencia 268:1766-1769, para el sistema de transcripcion inducible de Tet-On.
En las lineas de células trasformadas “Tet-Off”, la expresion del gene se activa cuando se retira la tetraciclina (Tc)
o la doxiciclina (“Dox”, un derivado de la Tc) del medio de cultivo. En contrate, la expresion se activa en las lineas
de células Tet-On mediante la afiadidura de Tc o Dox al medio. Ambos sistemas permiten que la expresion de genes
clonados sea regulada estrechamente como respuesta a diferentes concentraciones de Tc o Dox.

Este sistema utiliza el “pTRE” como un pldsmido de respuesta que puede utilizarse para expresar un gene de
interés. El plasmido pTRE contiene un ciclo de clonacién miltiple (MCS) inmediatamente en sentido descendente
del promotor PhCMV*-1 responsibo de Tet. Los genes o cDNAs de interés insertados dentro de uno de los sitios en
el MCS serdn responsibos a las proteinas regulatorias tTA y rtTA en los sistemas Tet-Off y Tet-On, respectivamen-
te. El PhACMV*-1 contiene el elemento responsivo de Tet (TRE) que estd formado por siete copias de la secuencia
del operador de prueba 42-bp (tetO). El elemento TRE esté justo en sentido ascendente del promotor CMV minimo
(PminCMYV), que carece del intensificador que es parte del promotor CMV completo en los pldsmidos pTet. En conse-
cuencia, el PhCMV*-1 es silencioso en ausencia del enlace de las proteinas regulatorias con las secuencias de TetO. El
inserto clonado debe tener un codén de iniciacién. En algunos casos, la afadidura de un sitio de enlace del ribosoma
del concenso Kozak puede mejorar los niveles de expresion; sin embargo, se han expresado de manera eficiente varios
cDNAs en los sistemas Tet sin la afiadidura de una secuencia Kozak. Los plasmidos pTRE-Gene X son cotransfectados
con pTK-Hyg para permitir la seleccién de transfectantes estables.
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La configuracién de un sistema de expresion Tet-Off o Tet-On por lo general requiere dos transfecciones estables
para crear una linea de células “doblemente estable” que contenga copias integradas de genes que codifican la proteina
regulatoria adecuada y TRT bajo el control de un TRE. En la primera transfeccion, la proteina regulatoria apropiada
se introduce dentro de la linea de células de eleccion mediante la transfeccién de un “pldsmido regular” como por
ejemplo el vector de pTet-Off o pTet-On, que expresa las proteinas regulatorias apropiadas. La hTRT clonado en el
“pldsmido de respuesta” pTRE se introduce posteriormente en la segunda transfeccion para crear la linea de células
Tet-Off o Tet-On doblemente estables. Ambos sistemas proporcionan un control de activacién/desactivacion muy firme
de la expresion de genes, una induccién dependiente de una dosis regulada y niveles absolutos altos de la expresion de
genes.

hTRT recombinante de expresion con DHRF y secuencias de adenovirus

La construccién del plasmido pGRN155 fue disefiada para la expresion transitoria del cDNA de hTRT en células
de mamiferos. Un concenso de Kozak se inserta en la terminacién 5’ de la secuencia de hTRT. El inserto de hTRT no
contiene UTR de 3’ 0 5°. El cDNA de hTRT se inserta dentro del sitio EcoRI de p91023 (B) (Wong (1985) Ciencia
228:810-815). El inserto hTRT se encuentra en la misma orientacién que el DHRF ORF. Esto da como resultado un
vector de expresion particularmente til para la expresion transitoria.

El plasmido pGRN155 contiene el origen SV40 y el intensificador justo en sentido ascendente de un promotor de
adenovirus, un gene se resistencia de tetraciclina, un origen de E. coli y una region del gene VAI y VAII del adenovirus.
Esta caja de expresion contiene, en el siguiente orden: el promotor final principal del adenovirus; el lider tripartira del
adenovirus; un intrén hibrido formado por un sitio de emplame de 5° desde el primer exon del lider tripartita y un
sitio de emplame de 3’ desde el gene de inmunoglobulina de ratén; el cDNA de hTRT; la secuencia de codificacién de
DHREF del ratén; y la sefial de poliadenilaciéon SV40.

Se ha reportado que el lider tripartia del adenovirus y los RNAs VA han incrementado la eficiencia con la cual se
trasladan los mRNAs policistrénicos. Se ha reportado que las secuencias DHFR aumentan la estabilidad del mRNA
hibrido. Las secuencias DHFR también proporcionan un marcador para la seleccién y amplificacion de las secuencias
del vector. Consultar Logan (1984) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:3655); Kaufman (1985) Proc. Natl. Acad. Sci. USA
82:689; y Kaufman (1988) Enfoque (Life Technologies, Inc.), Vol.10, no.3).

Otros plasmidos de expresion de la invencion se describen para propdsitos ilustrativos.
pGRN121

El fragmento de EcoRI del clon de lambda 25-1.1.6 que contiene el cDNA completo que codifica la proteina de
hTRT fue insertado dentro del sitio EcoRI de pBluescriptIISK + de tal forma que la terminacién 5° del cDNA quede
cerca del promotor T7 en el vector. El marcador seleccionable que se utiliza dentro de este vector es la ampicilina.

pGRN122

El fragmento Notl del pPGRN121 que contiene la hTRT ORF fue insertado dentro del sitio NotI del pPEVBHisA de
tal forma que la secuencia de codificacion se enlaza de manera operable con el promotor RSV. Este pldsmido expresa
una proteina de fusiéon compuesta por una bandera His6 fusionada a la terminal N de la proteina de hTRT. El marcador
seleccionable que se utiliza con este vector es ampicilina o higromicina.

pGRNI23

El fragmento Notl del pGRN121 que contiene la hTRT ORF fue insertado dentro del sitio Notl del pPEBVHisA de
tal forma que la secuencia de codificacién se encuentra en la orientacion opuesta al promotor RSV, expresando de esta
manera la hTRT aniséntido.

pGRN124

El plasmido pGRN121 fue eliminado de todos los sitios Apal seguido por la eliminacién del fragmento Mscl-
HinclI que contiene la 3°UTR. El fragmento Nco-Xbal que contiene el codén de paro de la secuencia de codificacién
de hTRT se insertd posteriormente dentro de los sitios Nco-Xbal del pGRN121 para elaborar un pldsmido equivalente
al pGRNI121, con la tnica excepcién de que carece de la 3’UTR, que puede preferirse para niveles de expresion
aumentados en algunas células.

pGRN125
El fragmento NotI del pGRN124 que contiene la secuencia de codificacion de hTRT fue insertado dentro del sitio

Notl del pBBS235 de tal forma que la configuracion de lectura abierta se encuentra en la orientacién opuesta del
promotor Lac. El marcador seleccionable que se utiliza con este vector es el cloranfenicol.
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pGRNI26

El fragmento Notl del pGRN124 que contiene la secuencia de codificacién de hTRT fue insertado dentro del
sitio NotI del pBBS235 de tal forma que la secuencia de codificacién de hTRT insertada se encuentra en la misma
orientacioén que el promotor Lac.

pGRNI127

El oligonucleétido 5’-TGCGCACGTGGGAAGCCCTGGCCagatctgAattCCaCcATGCCGCGCGCTCCCCGCT-
G-3’ se utiliz6 en una mutagénesis in vitro del pGRN125 para convertir el codén ATG de iniciacién de la secuen-
cia de codificacién de hTRT dentro de una secuencia de consenso Kozak y crear los sitios EcoRI y BglII para la
clonacién. También se utilizé el oligonucle6tido COD2866 para convertir AmpS a AmpR (resistente a la ampicili-
na) y el oligonucleétido COD1941 se utilizé para convertir CatR (resistente al cloranfenicol) en CatS (sensible al
cloramfenicol).

PgrNI128

El oligonucledtido 5’-TGCGCACGTGGGAAGCCCTGGCCagatctgAattCCaCcATGCCGCGCGCTCCCCGCT-
G-3’ se utiliz6 en 1la mutagénesis in vitro para convertir el codén ATG de iniciacién de la hTRT dentro de un consenso
Kozak y crear los sitios EcoRI y Bg11I para la clonacién. También, se utiliz6 el oligo 5’-CTGCCCTCAGACTTCAA-
GACCATCCTGGACTACAAGGACGACGATGACAAATGAATTCAGATCTGCGGCCGCCACCGCGGTGGAGC-
TCCAGC-3’ para insertar la Bandera IBI (International Biotechnologies Inc. (IBI), Kodak, New Haven, CT) en el
término C y crear los sitios EcoRI y Bg1II para la clonacién. También, se utilizé el COD2866 para convertir AmpS en
AmpR y se utiliz6 el COD1941 para convertir CatR en CatS.

pGRNI129

El oligonucleétido 5’-CGGGACGGGCTGCTCCTGCGTTTGGTGGAcGCETTCTTGTTGGTGACACCTCAC-
C TCACC-3’ se utiliz6 mediante una mutagénesis in vitro para convertir Asp869 en un codén Ala (es decir, el segundo
Asp del motivo DD fue convertido en una Alanina para crear un mutante de hTRT dominante/negativo). Esto también
creo un sitio Mlul. De la misma forma, se utiliz6 el oligonucleétido 5’- CTGCCCTCAGACTTCAAGACCATCCTG-
GACTACAAGGACGACGATGACAAATGAATTCAGATCTGCGGCCGCCACCGCGGTGGAGCTCCAGC-3’ para
insertar la Bandera IBI en al término C y crear los sitios EcoRI y BglII para la clonacién. También, se utilizé el
COD2866 para convertir AmpS en AmpR y se utilizé el COD1941 para convertir CatR en CatS.

pGRN130

El oligonucledtido 5’-CGGGACGGGCTGCTCCTGCGTTTGGTGG AcGCgTTCTTGTTGGTGACACCTCAC-
CTCACC-3’ se utilizé en la mutagénesis in vitro para convertir el codéon Asp869 en un codén Ala (es decir, el se-
gundo Asp del motivo DD se convirtié6 en una Alanina para elaborar una proteina variante dominante/ negativa).
Esto también cred un sitio Mlul. También, se utiliz6 el oligonucleétido 5°-TGCGCACGTGGGAAGCCCTGGCCaC-
cATGCCGCGCGCT CCCCGCTG-3’ en la mutagénesis in vitro para convertir el codén ATG de inicializacién de
la secuencia de codificacién de hTRT en una secuencia de consenso Kozak y crear los sitios EcoRI y BglII para la
clonacién. También, se utiliz6 el COD2866 para convertir AmpS en AmpR y se utiliz6 el COD1941 para convertir
CatR.

pGRNI131

El fragmento EcoRI del pGRN128 que contiene la hTRT ORF con la secuencia Kozak y las mutaciones de la Ban-
dera IBI se inserta dentro del sitio EcoRI del pBBS212 de tal forma que la hTRT ORF se expresa fuera del promotor
MPSV. El plasmido pBSS212 contiene un promotor MPSV, el intensificador CMV vy el sitio de poliadenilacién SV40.

pGRN132

El fragmento EcoRI del pGRN128 que contiene la EcoRI ORF con la secuencia Kozak y las mutaciones de la
Bandera IBI se inserta dentro del sitio EcoRI del pBBS212 de tal forma que el antisentido de la hTRT ORF se expresa
fuera del promotor MPSV.

pGRN133

El fragmento EcoRI del pGRN121 que contiene la secuencia de codificacién de hTRT se inserté dentro del sitio
EcoRI del pBBS212 de tal forma que la proteina de hTRT se expresa bajo el control del promotor MPSV.

pGRN134

El fragmento EcoRI del pGRN121 que contiene la secuencia de codificacion de hTRT se inserté dentro del sitio
EcoRI del pBBS212 de tal forma que el antisentido de la secuencia de codificacién de hTRT se expresa bajo el control
del promotor MPSV. Los marcadores seleccionables utilizados con este vector son Clor/HigB/PAC.
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pGRN135

El plasmido pGRN126 se fue digerido hasta su terminacién con Mscl y Smal y fue ligado nuevamente para eli-
minar mds del 95% de la secuencia de codificacién de hTRT insertada. Un fragmento de Smal-Mscl fue insertado
nuevamente durante el proceso para volver a crear la actividad Cat para la seleccién. Este plasmido no purificado fue
digerido nuevamente después con Sall y EcoRI y el fragmento que contiene el codén de iniciacidn de la secuencia de
codificacion de hTRT fue insertado dentro de los sitios Sall-EcoRI del pBBS212. Esto da como resultado un plasmido
de expresion de antisentido que expresa el antisentido de 5’UTR y las 73 bases de la secuencia de codificacién. Los
marcadores seleccionables utilizados con este vector son Clor/HigB/PAC.

pGRN136

El fragmento HindIII-Sall del pGRN126 que contiene la secuencia de codificacién de hTRT fue insertado dentro
de los sitios HindIII-Sall del pBBS242.

pGRN137

El fragmento Sall-Sse83871 del pGRN130 que contiene la secuencia Kozak fue insertado dentro de los sitios Sall-
Sse83871 del pGRN136.

pGRN138

El fragmento EcoRI del pGRN124 que contiene la hTRT menos la 3’UTR fue insertado dentro del sitio EcoRI del
pEGFP-C2 de tal forma que la orientacién de la hTRT es la misma que el dominio EGFP.

pGRN139

El oligonucleétido 5’-CTGCCCTCAGACTTCAAGACCATCCTGGACTACAAGGACGACGATGACAAATGA-
ATTCAGATCTGCGGCCGCCACCGCGGTGGAGCTCCAGC-3’ se utiliz6 para insertar la Bandera IBI en el térmi-
no C de hTRT en pGRN125 y crear los sitios EcoRI y BgIII para la clonacién. También, se utilizé el COD2866 para
convertir AmpS en AmpR y se utilizé el COD1941 para convertir CatR en CatS.

pGRNI40

El fragmento Ncol que contiene las secuencias ascendentes de la hTRT genémica y el primer intrén de hTRT de
lambdaG55 fue insertado dentro del sitio Ncol del pBBS167. El fragmento esta orientado de tal forma que la hTRT se
encuentra en la misma direcciéon que el promotor Lac.

pGRN141

El fragmento Ncol que contiene las secuencias ascendentes de la hTRT genémica y el primer intron de hTRT de
lambdaGS55 fue insertado dentro del sitio Ncol del pBBS167. El fragmento esta orientado de tal forma que la hTRT se
encuentra en la direccién opuesta al promotor Lac.

pGRNI142

El fragmento Notl de lambdaGphi5 que contiene el inserto genémico ~ 15 kbp completo que incluye la region del
promotor del gene de hTRT fue insertado en el sitio Notl del plasmido pBBS185. El fragmento estd orientado de tal
forma que la hTRT ORF se encuentra en la direccioén opuesta al promotor Lac.

pGRN143

El fragmento Notl de lambdaGphi5 que contiene el inserto gendémico ~ 15 kbp completo que incluye la region del
promotor del gene de hTRT fue insertado en el sitio NotI del pldsmido pBBS185. El fragmento estd orientado de tal
forma que la hTRT ORF se encuentra en la misma orientacién que el promotor Lac.

pGRN144

Eliminacién de SAL1 del pGRN140 para eliminar las secuencias lambda.

pGRNI145

Este vector es un vector intermedio para la construccién de un vector de expresion de la proteina de fusion de
hTRT. El fragmento EcoRI del pGRN137 que contiene la secuencia de codificacién de hTRT fue insertado dentro del
sitio EcoRI del pBBS212 para eliminar la porcién de la secuencia que corresponde a la S’UTR del mRNA de hTRT.

La secuencia de codificacion de hTRT esté orientada de tal forma que se expresa bajo el control del promotor MPSV.
Los marcadores seleccionables utilizados con este vector son Clor/HigB/PAC.
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pGRN146

Este vector fue construido para la expresion de las secuencias de hTRT en células mamiferas. El fragmento
Sse83871-Notl del pGRN130 que contiene la mutacién D869A de la h'TRT fue insertado dentro de los sitios Sse83871-
NotI del pGRN137. Los marcadores seleccionables utilizados con este vector son la Ampicilina-HigB/PAC.

pGRN147

El fragmento Sse83871-Notl del pGRN139 que contiene la Bandera IBI fue insertado dentro de los sitios Sse83871-
Notl del pGRN137.

pGRN148

El fragmento BgIII-Eco471II del pGRN144 que contiene la regién del promotor de la hTRT fue insertado dentro
de los sitios Bg1II-Nrul del pSEAP?2 para elaborar una construccién del promotor/informador de la hTRT.

pGRN149

Se construyd este vector para la expresion y mutagénesis de secuencias TRT en E. coli. El oligo 5’-CTTCAAGAC-
CATCCTGGACTTTCGAAACGCGGCCGCCACCGCGGTGGAGCTCC-3’ mutagénico fue utilizado para agregar
un sitio de CSP451 en el termino C del la hTRT mediante una mutegénesis in vitro del pPGRN125. El codén de “paro”
de Ia hTRT fue eliminado y reemplazado por un sitio CSP5I. El marcador seleccionable que se utiliza con este vector
es la ampicilina.

pGRN150

El fragmento BglIII-Fspl del pPGRN144 que contiene la regién del promotor de la hTRT fue insertado dentro de los
sitios BgIII-Nrul del pSEAP2 para elaborar una construccién del promotor/informador de hTRT.

pGRNI151

Este vector fue construido para la expresion de las secuencias de hTRT en células mamiferas. El fragmento EcoRI
del pGRN147 que contiene la secuencia de codificacién de EcoRI fue insertado dentro del sitio EcoRI del pBBS212
para eliminar la porcién de la secuencia que corresponde a la 5’UTR del mRNA de hTRT. La secuencia de codificacién
de hTRT estd orientada de tal forma que se expresa bajo el control del promotor MPSV. Los marcadores seleccionables
utilizados con este vector son Clor/HigB/PAC.

pGRN152

El fragmento EcoRI del pGRN146 que contiene la secuencia de codificacién de h'TRT fue insertado dentro del sitio
EcoRI del pBBS212 para eliminar la porcién de la secuencia correspondiente a la 5’UTR de la hTRT. La secuencia de
codificacién de hTRT esta orientada de tal forma que se expresa bajo el control del promotor MPSV.

pGRN153

El fragmento Styl del pGRN130 que contiene la mutacién D869- ->A de hTRT (secuencia de codificacion de la
variante de hTRT) fue insertado dentro de los sitios Styl del pGRN158 para elaborar un pldsmido que contiene la
secuencia de codificacion de hTRT con una secuencia de consenso Kozak en su terminacion 5°, una secuencia de
BANDERA IBI en su terminacién 3’(la region que codifica el término C) y la mutacién D869- ->A.

pGRN154

El fragmento EcoRI del pGRN153 que contiene el gene de hTRT fue insertado dentro del sitio EcoRI del plasmido
pBS212 en una orientacidn tal que la hTRT ORF esta orientada en la misma direccién que el promotor MPSV. Esto
da como resultado un plasmido de expresién dirigido por MPSV que expresa la proteina de hTRT con una secuencia
de consenso Kozak en su extremo terminal de amino, una BANDERA IBI en su extremo terminal de carboxi, y la
mutacién de 869- ->A.

pGRNIS55

Este vector fue construido para la expresion de las secuencias de hTRT en células mamiferas. El inserto incluia
el cDNA de longitud completa de hTRT menos la UTR de 5’y 3’, y las secuencias Kozak. El fragmento EcoRI del
pGRN145 que contiene el cDNA de hTRT con el consenso Kozak y no incluye UTR de 3’6 5’fue insertado dentro del
sitio EcoRI del p91023(B) de tal forma que la hTRT se encuentra en la misma orientacién que la DHFR ORF. Esto da
como resultado un vector de expresion transitoria para la hTRT. El marcador seleccionable utilizado con este vector
es la tetraciclina.
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pGRN156

Este vector fue construido para la expresion de las secuencias de hTRT en células mamiferas. El fragmento EcoRI
del pGRN146 que contiene la mutacién D869A del cDNA de hTRT con el consenso Kozak y sin UTR de 3’ 0 5° fue
insertado dentro del sitio EcoRI del p91023(B) de tal forma que la h'TRT se encuentra en la misma orientacién que
la DHFR OREF. Esto da como resultado un vector de expresion transitoria para la hTRT. El inserto incluia el cDNA
de longitud completa de hTRT menos la UTR de 5’y 3°, D869A y las secuencias Kozak. El marcador seleccionable
utilizado con este vector es la tetraciclina.

pGRN157

Este vector fue construido para la expresion de las secuencias de hTRT en células mamiferas. El fragmento EcoRI
del pGRN147 que contiene el cDNA de hTRT con la BANDERA IBI en el término C; el consenso Kozak y sin la
UTR de 3’ o 5’fue insertado dentro del sitio EcoRI del p91023(B) de tal forma que el hTRT se encuentra en la misma
orientaciéon que la DHFR ORF. Esto da como resultado un vector de expresion transitoria para la hTRT. El inserto
incluia el cDNA de longitud completa de la hTRT menos la UTR de 5’y 3°, la secuencia de BANDERA IBI, y las
secuencias Kozak. El marcador seleccionable utilizado con este vector es la tetraciclina.

pGRN158

Este vector fue construido para la expresion y mutagénesis de las secuencias de TRT en E. coli. El fragmento
EcoRI del pGRN151 que contenia la hTRT OREF fue insertado dentro del sitio EcoRI del pBSS183 de tal forma que la
hTRT OREF esté orientada en la direccién opuesta al promotor Lac. El inserto incluia el cDNA de longitud completa de
hTRT menos la UTR de 5’y 3’, 1a secuencia de BANDERA IBI y las secuencias Kozak. La secuencia de codificacién
de hTRT es activada por un promotor T7. El marcador seleccionable utilizado con este vector es la ampicilina.

pGRN159

Este vector fue construido para la expresiéon y mutagénesis de las secuencias de TRT en E. coli. El fragmento
Nhel-Kpnl del pGRN138 que contiene el EGFP para la fusién de hTRT fue insertado dentro de los sitios Xbal-Xpnl
del pBluescriptIIKS +. Esto da como resultado un vector de expresién T7 para la proteina de fusion (la secuencia de
codificacidn es activada por un promotor T7). El inserto incluia el cDNA de longitud completa de la h'TRT menos la
UTR de 3’como proteina de fusién con EGFP. El marcador seleccionable utilizado con este vector es la ampicilina.

pGRNI60

Este vector fue construido para la expresion de la secuencias de hTR antisentido en las células mamiferas. La
secuencia de codificacion estd enlazada de manera operativa con un promotor MPSV. El fragmento XholI-Nsil del
PGRN90 que contiene la hTR ORF de longitud completa fue insertado dentro de los sitios Sall-Sse83871 del pBBS295.
Esto da como resultado un vector transitorio/estable que expresa el RNA antisentido de la hTR. Se incorporo un mar-
cador GPT dentro del vector. Los marcadores seleccionables utilizados con este vector son Clor/gpt/PAC.

pGRNI61

Este vector fue construido para la expresion de las secuencias de h'TR de sentido en células mamiferas. El fragmento
Xhol-Nnil del pGRN89 que contiene la hTR ORF de longitud completa fue insertado dentro de los sitios Sall-
Sse83871 del pBSS295. Esto da como resultado un vector transitorio/estable que expresa la hTR en la orientacion del
sentido. La secuencia de codificacién es activada por un promotor MPSV. Un marcador GPT fue incorporado dentro
del vector. Los marcadores seleccionables utilizados con este vector son Clor/gpt/PAC.

pGRN162

El fragmento Xhol-Nsil del pPGRN87 que contiene la hTR ORF de longitud completa fue insertado dentro de los
sitios Sall-Sse83871 del pBSS295. Esto da como resultado un vector transitorio/estable que expresa la hTR truncada
(de la posicion + 108 a la + 435) en la orientacion del sentido.

pGRN163

Este vector fue construido para la expresion y mutagénesis de las secuencias de TRT E. coli. La secuencia de codifi-
cacion es activada por un promotor T7. El oligonucleétido RA45 (5°GCCACCCCCGCGCTGCCTCGAGCTCCCCG-
CTGC-3’) se utiliza en la mutagénesis in vitro para cambiar el met de iniciacién en la hTRT a Leu e introducir un sitio
Xhol en los siguientes dos codones después del Leu. También, se utilizé el COD 1941 para cambiar CatR en CatS,
e introduce un sitio BSPH1, y se utilizé el COD 2866 para cambiar AmpS a AmpR, introduciendo un sitio FSP1. El
marcador seleccionable utilizado con este vector es la ampicilina.
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pGRN164

Este vector fue construido para la expresion de las secuencias de hTR en E. coli. Los iniciadores hTR + 1 5°-GGG-
GAAGCTTTAATACGACTCACTATAGGGTTGCGGAGGGTGGGCCTG-3’y hTR + 445 5’-CCCCGGATCCTGCG-
CATGTGTGAGCCGAGTCCTGGG-3’ se utilizaron para amplificar mediante PCR un fragmento de pGRN33 que
contenia la hTR de longitud completa con el promotor T7 en la terminacién 5° (igual que en la h'TR + 1). La digestién
BamHI-HindIII del producto de PCR fue colocada dentro de los sitios BamHI-HindIII del pUC119. La secuencia de
codificacién se enlazo de manera operativa con un promotor T7. El marcador seleccionable utilizado con este vector
es la ampicilina.

pGRNI65

Este vector fue construido para la expresion y mutagénesis de las secuencias de hTRT en E. coli. La secuencia de
codificacidn estd enlazada de manera operativa con un promotor T7. El fragmento EcoRI del pPGRN145 que contenia
la hTRT OREF con un extremo frontal Kozak fue insertado dentro del sitio EcoRI de pBluescriptIISK + de tal forma
que la hTRT estd orientada en la misma direccién que el promotor T7. El marcador seleccionable utilizado con este
vector es la ampicilina.

pGRNI166

Este vector fue construido para la expresion y mutagénesis de las secuencias de TRT en las células mamiferas. La
secuencia de codificacion estd enlazada de manera operativa con un promotor T7. El fragmento EcoRI del pGRN151
que contenia la hTRT ORF con un extremo frontal Kozak y la Bandera IBI en el extremo posterior fue insertado
dentro del sitio EcoRI del pBluescriptIISK + de tal forma que la hTRT ORF est4 orientada en la misma direccién que
el promotor T7. El inserto incluia el cDNA de longitud completa de la hTRT menos la UTR de 5’y 3’, la secuencia
BANDERA (Immunex Corp, Seattle WA), y las secuencias Kozak. El marcador seleccionable utilizado con este vector
es la ampicilina.

pGRN167

El fragmento AvRII-Stul del pGRN144 que contenia la terminacién 5° de la hTRT ORF fue insertado dentro de
los sitios Xbal-Stul del pBBS161.

pGRN168

El fragmento EcoRI del pGRN145 que contenia el cassette de expresion de hTRT optimizada fue insertado dentro
del sitio EcoRI del pIND de tal forma que la secuencia de codificaciéon de hTRT se encuentra en la misma orientacién
que el promotor miniCMV.

pGRN169

El fragmento EcoRI del pGRN145 que contenia el cassette de expresion de hTRT optimizada fue insertado dentro
del sitio EcoRI del pIND de tal forma que la secuencia de codificacién de hTRT se encuentra en la orientacion inversa
al promotor miniCMV.

pGRNI170

El fragmento EcoRI del pGRN145 que contenia el cassette de expresién de hTRT optimizada fue insertado dentro
del sitio EcoRI del pIND (sp1) de tal forma que la secuencia de codificaciéon de hTRT se encuentra en la orientacién
opuesta al promotor miniCMV. Ampicilina / neomicina / kanamicina.

pGRN171

El fragmento Eco47III-Narl del pGRN163 fue insertado dentro de los sitios Eco47III-Narl del pGRN167, colo-
cando la mutacién M1L dentro de un fragmento del DNA genémico de hTRT.

pGRNI172

El fragmento BamHi-Stul del pGRN171 que contenia la mutacién de Met a Leu en la hTRT ORF fue insertado
dentro de los sitios Bg11I-Nrul del pSEAP2-Bésico.

pGRN173
El fragmento EcoRV-ECO47III del pGRN144 que contenia la terminacién 5° de la regién del promotor h'TRT fue
insertado dentro de los sitios Srfl-Eco47III del pGRN172. Esto da como resultado un plasmido del informador del

promotor que contiene la regién promotora del hTRT a partir de aproximadamente 2.3 kb en sentido ascendente al
inicio de la hTRT ORF hasta justo después del primer intrén en la regién de codificacién, con la mutacién Metl—>Leu.
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pGRN174

El fragmento de EcoRI del pGRN145 que contiene el cassette de expresiéon de hTRT “optimizada” fue insertado
dentro del sitio EcoRI de pIND (sp1l) de tal forma que la hTRT se encuentra en la misma orientacién que el promotor
miniCMV.

Ejemplo 7
Reconstitucion de la actividad de la telomerasa
A. Co-expresion de la hTRT y la hTR in vitro

En este Ejemplo, se describe la co-expresién de la hTRT y la hTR utilizando un sistema de expresién libre de
células in vitro. Estos resultados demuestran que el polipéptido de la hTRT codificado mediante pGRN121 codifica
una proteina de telomerasa cataliticamente activa y que la reconstitucion in vitro (IVR) de la telomerasa RNP puede
lograrse utilizando la hTRT y la hTR expresadas de manera recombinante.

La actividad de la telomerasa fue reconstituida agregando plasmidos linealizados de la hTRT (pGRNI121; 1 ug
de DNA digerido win Xba I) y la hTR (phTR+1; 1 ug digerido con Fspl) a un sistema de lisado del reticulocito
de transcripcién-traduccion acoplado (Promega TNT™). El phTR+1 es un pldsmido que, al linealizarse con Fspl y
después transcribirse mediante la polimerasa del RNA T7, genera una transcripcidon del nucleétido 445 que inicia
con el nucledtido +1 y se extiende hasta el nucle6tido 446 de la hTR (Autexier y colaboradores, 1996, EMBO J
15:5928). Para una reaccién de 50 ul se agregaron los siguientes componentes: 2 ul de amortiguador TNT™., 1 ul de
polimerasa del RNA T7 TNT™, 1 ul de mezcla de aminodcido 1 mM, 40 unidades del inhibidor Rnase Rnasin™, 1
ug del DNA de cada molde linealizado, y 25 ul de lisado del reticulosito TNT™. Los componentes se agregaron en
la relacién recomendada por el fabricante y fueron incubados durante 90 minutos a 30°C. La transcripcion se realizo
bajo la direccién del promotor T7 y también podia llevarse a cabo antes de la afiadidura del lisado del reticulocito
con resultados similares. Después de la incubacién, se sometieron a ensayo 5 y 10 ul de la reaccion de transcripcion-
traduccion programada para la actividad de la telomerasa mediante TRAP como se describié anteriormente (Autexier
y colaboradores, supra) utilizando 20 ciclos de PCR para amplificar la sefial.

Los resultados de la reconstitucién se muestran en la Figura 10. Para cada reaccién de transcripcién-traduccion
sometida a ensayo existen 3 vias. Las primeras dos lineas son ensayos duplicados y la tercera via es una muestra du-
plicada desnaturalizada térmicamente (95°C, 5 minutos) antes de la fase de TRAP para regular los artefactos generados
por la PCR.

Tal como se muestra en la Figura 10, el lisado del reticulocito por si solo no tiene actividad de telomerasa detectable
(via 6). De manera similar, no se observa actividad detectable cuando se agrega ya sean la hTR sola (via 1) o el
gene de hTRT de longitud completa (via 4) al lisado. Cuando se agregan ambos componentes (via 2), se genera la
actividad de la telomerasa tal como se demuestra por el patrén de escalera repetida caracteristico. Cuando la regién
terminal del carboxil del gene hTRT es eliminada por al digestién del vector con Ncol (“hTRT truncada”) se anula
la actividad de la telomerasa (via 3). La via 5 muestra que la traduccién de la hTRT truncada por si sola no genera
actividad de la telomerasa. La via “R8” muestra un control positivo para una escalera del producto de la telomerasa
generada por TRAP de TSRS, un producto de telomerasa sintética que posee una secuencia del nucleétido de 5°-
ATTCCGTCGAGCAGAGTTAG[GGTTAG];-3".

B. Mezcla de la hTRT y la h1R in vitro

La reconstitucién in vitro de la actividad de la telomerasa también se logré a través del mezclado. La hTRT se
transcribid y se tradujo tal como se describié anteriormente, pero sin la afiadidura del plasmido de la hTR. Poste-
riormente, se logro la reconstitucion de la telomerasa RNT mediante el mezclado de la mezcla de la traduccién de la
hTRT con la hTRT (generada previamente por la transcripcion de la polimerasa del RNA T7 a partir del phTR + 1-
Fsp) en una relacion de 2 ul de la mezcla de la traduccion de la hTRT con 2 ul de 1a hTR (1 ug), y posteriormente se
incubé durante 90 minutos a 30°C. Este método de la reconstitucién de la hTRT/hTR se refiere como “reconstitucién
enlazada” o “IVR enlazada”. La actividad de la telomerasa esta presente (es decir, puede detectarse) en esta mezcla.
Se observo una sefial mejorada después de la purificacion parcial de la actividad mediante la cromatografia DEAE.
En este caso, se utilizaron Dispositivos del Filtro Centrifugo DEAE Ultrafee-MC de Millipore, de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Los amortiguadores utilizados fueron hypo0.1, hypo0.2 y hypopo1.0, donde hypo es 20
mM de Hepes-KOH, ph 7.9, 2 mM de MgCl,, | mM de EGTA, 10% de glicerol, 0.1% de NP-40, 1 mM de DTT, 1
mM de Na-metabisulfito, 1 mM de benzamidina y 0.2 mM de fenilmetilsulfonilfluoruro (PMSF), y donde 0.1, 0.2 y
1.0 se refieren a 0.1, 0.2 6 1.0 de M KCL. Los filtros fueron preacondicionados con hypol.0, lavado con hypoO0.1, la
telomerasa reconstituida fue cargada, la columna se lavé con hypo0.1, posteriormente con hypo0.2, y la telomerasa
reconstituida fue eluida con hypol.0 a la mitad del volumen a la que fue cargada. Esta formula puede almacenarse
congelada a -70°C y conserva su actividad.

La actividad de la telomerasa fue sometida a ensayo en un procedimiento de dos pasos. En el paso uno, se llevo a
cabo el ensayo convencional de la telomerasa tal como se describe en Morin, 1989, Célula 59:521, con la excepcién
de que no se utilizé una radioetiqueta. En el paso dos, se sometié a ensayo una alicuota mediante el procedimiento
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TRAP durante 20-30 ciclos tal como se describié anteriormente. El ensayo convencional fue realizado sometiendo a
ensayo 1-10 ul de la telomerasa reconstituida en 40-50 ul de volumen final de 25 mM de Tris-HCI, pH 8.3, 50 mM de
K-acetato, | mM EGTA, 1 mM MgCl,, 2 mM de dATP, 2 mM de TTP, 10 uM de dGTP y 1 uM de iniciador (por lo
general M2, 5’-AATCCGTCGAGCAGAGTT) a 30° durante 60-180 minutos. La reaccion fue detenida calentando a
95°C durante 5 minutos y se transport6 1-10 ul de la mezcla del primer paso hacia la reacciéon TRAP del paso dos (50

ul).

En experimentos adicionales, las sintesis de la hTRT y la hTR durante la reconstitucién in vitro fue monitoreada
mediante la incorporacion de 35S-metionina y el manchado Northern, respectivamente. Se sintetizaron proteinas de
aproximadamente el tamafio previsto para la hTRT (127 kD), la hTRT-Nco (85kD), y la pro90hTRT (90kD) en canti-
dades molares aproximadamente equivalentes en relacion una con otra. El andlisis Northern indico que la sintesis de
la hTR era el tamafio correcto (445 nucleétidos) y estuvo predominantemente intacta.

Las variaciones de los protocolos de reconstitucién, mencionado anteriormente, serdn aparentes para las personas
capacitadas en la técnica. Por ejemplo, pueden emplearse el tiempo y la temperatura de reconstitucion, y la presencia o
concentracion de los componentes como por ejemplo la sal monovalente (por ejemplo, NacL, KCI, acetato de potasio,
glutamato de potasio, y similares), sal divalente (MgCl,,, MgSOl,, y similares), desnaturalizadores (urea, formamida
y similares), detergentes (NP-40, Tween, CHAPS, y similares) y procedimientos de purificacién mejorada alternativos
(como por ejemplo la inmunoprecipitacion, cromatografia por afinidad o estdndar). Estos y otros pardmetros pueden
variarse de manera sistematica para perfeccionar las condiciones de los ensayos en particular o cualquier otro protocolo
de reconstitucion.

C. Reconstitucion utilizando las variantes de la hTRT y las proteinas de fusion

La reconstitucién de la actividad catalitica de la telomerasa se presenté cuando la EGFP-hTRT, una fusién de
la proteina fluorescente verde perfeccionada con la hTRT (consultar los Ejemplos 6 y 15), o las hTRT etiquetada
como epitopo (BANDERA IBI, consultar Ejemplo 6) reconstituyeron ambas una actividad de la telomerasa en niveles
aproximadamente de tipo silvestre cuando se coexpresaron con la hTR.

En contraste, la actividad de la telomerasa no se reconstituy6 cuando se utiliz6 una hTRT variante, la pro9OhTRT
(carente de los motivos RT B’, C, D y E). Esto demuestra que la pro90hTRT no posee una actividad catalitica de la
telomerasa completa, a pesar de que puede poseer otras actividades parciales (por ejemplo, la capacidad de enlace del
RNA [es decir, hTR] y al funcién como regulador negativo dominante de la telomerasa in vivo tal como se describié
anteriormente).

D. Ensayo de la actividad de la telomerasa reconstituida in vitro utilizando el manchado de gel y el ensayo de la
telomerasa convencional

El siguiente Ejemplo demuestra que la telomerasa reconstituida in vitro (IVR) puede someterse a ensayo utilizando
ensayos convencionales para la telomerasa, ademas de los ensayos basados en la amplificacién (es decir, TRAP).
La telomerasa IVR tal como se describié en la parte (B), anteriormente (el “método de reconstitucién enlazado”)
seguida por la purificacion DEAE, tal como se describié anteriormente, fue sometida a ensayo utilizando el ensayo
de manchado de gel utilizando las siguientes condiciones de la reaccion; 1-10 ul de telomerasa IVR enlazada en 40
w1 del volumen final de 25 mM de Tris-HCI, pH 8.3, 50 mM de K-acetato, | mM de EGTA, 1 mM de MgCl,, 0.8
mM de dATP, 0.8 mM de TTP, 1.0 mM de dGTP y 1 uM de iniciador (M2-tal como se indico anteriormente; o H3.03,
5’-TTAGGGTTAGGGTTAGGG) a 30°C durante 180 minutos. E1 DNA telomérico sintetizado fue aislado mediante
procedimientos estdndares, separado por una poliacrilamida al 8%, 8 M de gel de urea, fue transferido a una membrana
de nylon y sondeado utilizando la ribosonda **P-(CCCTAA)n utilizada en el ensayo de manchado de puntos. La sonda
identificé una escalera de 6 nucleétidos en la via que representa 10 ul de la telomerasa IVR que fue equivalente a
la escalera observada para 5 ul de la telomerasa nuclear nativa purificada mediante la cromatografia de heparina y
mono Q. Los resultados muestran que la telomerasa IVR posee una actividad catalitica de la telomerasa en proceso
equivalente a la telomerasa nativa.

La telomerasa IVR enlazada también fue sometida a ensayo mediante el ensayo de la telomerasa de incorporacién
convencional **P-dGTP. La telomerasa IVR preparada por medio del método de reconstitucién enlazado seguido por
la purificacién DEAE, tal como se describié anteriormente, fue sometida a ensayo bajo las condiciones de reaccién
tanto en proceso como no en proceso. Las condiciones del ensayo fueron de 5-10 ul de la telomerasa IVR enlazada
en 40 ul del volumen final de 25 mM de Tris-HCIL, pH 8.3, 50 mM de K-acetato, | mM de EGTA, 1 mM MgCl,, 2
mM de dATP, 2 mM de TTP, con 10 uM de 32P-dGTP (72 Ci/mmol) [para el ensayo de las condiciones en proceso]
0 1 uM de ¥*P-dGTP (720 Ci/mmol) [para no en proceso] y 1 uM del iniciador (es decir, H3.03, tal como se indicé
anteriormente) a 30°C [para la reaccién en proceso] o 37°C [para la reaccién no en proceso] durante 180 minutos.
El DNA telomérico sintetizado fue aislado mediante procedimientos estdndares y fue separado en una poliacrilamida
al 8%, 8 M de gel de secuenciacion del gel de urea. La reaccién en proceso mostrdé una escalera de seis nucledtidos
débiles consistente con una reaccion de la telomerasa en proceso, y la reaccién no en proceso agrega una repeticion, un
patrén equivalente a una reaccién de control con una preparacién de la telomerasa nativa. Los ensayos convencionales
utilizando telomerasa I[VR son ttiles en las clasificaciones para los moduladores de la telomerasa, tal como se describe
en la presente, asi como otros usos como la elucidacion de las propiedades estructurales y funcionales de la telomerasa.
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E. La telomerasa reconstituida in vitro reconoce el iniciador con término 3’.

Este experimento demuestra que la telomerasa IVR reconoce el termino de 3’del iniciador equivalente a la telome-
rasa nativa (purificada). La telomerasa forma un diplex de pareja base entre la terminacién 3’ del iniciador y la regién
del molde de la hTR y agrega el siguiente nucleétido especificado (Morin, 1989, tal como se indicé anteriormente).
Para verificar que la telomerasa [VR (recombinante) tiene la misma propiedad, se compararon las reacciones de los
iniciadores con las terminaciones - - -GGG o - - -TAG 3’ (AATCCGT CGAGCAGAGGG y AATCCGTCGAGCA-
GATAG) con un iniciador que posee una terminacion - - -GTT 3’ (M2 arriba) utilizando la telomerasa IVR inactiva
sometida a prueba mediante el ensayo convencional de dos pasos/TRAP que se especifico anteriormente. Las escaleras
del producto de los iniciadores - - -GGG y - - -TAG fueron cambiadas a +4 y +2, respectivamente, al compararse con
el iniciador estdndar (terminacion - - -GTT 3’), el mismo efecto que el que se observo con la telomerasa nativa. Este
experimento demuestra que las telomerasas IVR inactiva reconocen la primera terminacién de manera similar.

Estos resultados (junto con los resultados mostrados anteriormente que indican que la telomerasa IVR poseen una
actividad catalitica tanto en proceso como no en proceso) indican que la telomerasa IVR tiene estructura y propiedades
similares en comparacién con una telomerasa nativa o purificada.

Ejemplo 8
Produccion de anticuerpos anti-hTRT
A. Produccion de anticuerpos anti-hTRT contra péptidos de hTRT

Para producir anticuerpos anti-hTRT, se sometieron a sintesis los siguientes péptidos a partir de la hTRT con la
afiadidura de C (cisteina) como el residuo terminal del amino (consultar Figura 54).

S-1: FFY VTE TTF QKN RLF FYR KSV WSK
S-2: RQH LKR VQL RDV SEA EVR QHR EA

S-3: ART FRR EKR AER LTS RVK ALF SVL NYE
A-3: PAL LTS RLR FIP KPD GLR PIV NMD YVV

La mitad de la cisteina fue utilizada para inmovilizar (es decir, enlazar de manera covalente) los péptidos con las
proteinas portadoras BSA y KLH [hemocianina de lapa en forma de bocallave]. Los péptidos de KLH fueron utilizados
como antigeno. Los conjugados del péptido de BSA sirvieron como material para las pruebas de ELISAs para probar
la especificidad de los sueros inmunes.

Los conjugados del péptido de KLH fueron inyectados a conejos blancos de Nueva Zelanda. Las inyecciones ini-
ciales se llevan a cabo colocando al inyectante proximo a los nodos linfaticos auxiliares e inguinales. Las inyecciones
posteriores se realizaron intramuscularmente. Para las inyecciones iniciales, el antigeno se emulsificé con adyuvante
completo de Freund; para las inyecciones subsecuentes, se utiliz6 el adyuvante incompleto de Freund. Los conejos
siguieron un sitio de sobrealimentacién de tres semanas, en el cual se toman 50 ml de sangre produciendo 20-25 ml de
suero 10 dias después de cada sobrealimentacién. El antisuero contra cada uno de los cuatro péptidos reconocié la mi-
tad de la hTRT de la proteina de fusién de hTRT recombinante (fragmento GST-HISg-hTRT 2426 al 3274); (consultar
Ejemplo 6) en los manchados Western.

Utilizando una fraccién de telomerasa purificada parcialmente a partir de 293 células humanas (aproximadamente
una purificacién de 1,000 veces en comparacion con un extracto nuclear crudo) que fue producida tal como se describié
en la solicitud PCT No. 97/06012 y anticuerpos anti-S-2 purificados por afinidad, pudo detectarse una duplicacién de
la proteina 130 kd en un manchado Western. Se empleo un método de deteccién por quimioluminiscencia (substratos
de quimioluminiscencia SuperSignal, Pierce) pero la sefial en el manchado fue débil, lo que sugirié que la hTRT esta
presente en una abundancia baja o muy baja en estas células inmortales. La observacién de un doblete es consistente
con una modificacién posterior a la traduccién de la h'TRT, es decir la fosforilacién o glucosilacién.

Para la purificacién por afinidad, el péptido S-2 se inmoviliz6 con SulfoLink (Pierce, Rockford IL) a través de
su residuo de Cisteina con terminal N, de acuerdo con el protocolo del fabricante. El primer suero de la sangre de
un conejo inmunizado con el antigeno del péptido KLH-S-2 fue cargado sobre el S-2-SulfoLink y los anticuerpos
enlazados especificamente con el péptido S-2 fueron sometidos a elusion.

B. Produccion de anticuerpos anti-hTRT contra las proteinas de fusion de la hTRT

Las proteinas de fusién GST-hTRT fueron expresadas en E. coli como las proteinas del fragmento #4 GST-hTRT
(nucledtidos 3272-4177) y fragmento #3 GST-HIS8-hTRT (nucledtidos 2426 al 3274) descritas en el Ejemplo 6. Las
proteinas de fusidn fueron purificadas como proteina insoluble, y la pureza de los antigenos fue sometida a ensayo
mediante geles de poliacrilamida SDS y se calculé como de aproximadamente 75% de pureza para la proteina recom-
binante del fragmento # 4 de la GST-hTRT y mds del 75% de pureza para la proteina recombinante del fragmento # 3
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de la GST-HIS8-hTRT. Pueden utilizarse métodos de rutina para obtener éstas y otras proteinas de fusién a una pureza
de mds del 90%. Estas proteinas recombinantes fueron utilizadas para inmunizar tanto conejos como ratones, COmo se
describi6 antes.

El primero y el segundo sangrado tanto de los ratones como de los conejos fueron sometidos a prueba para eva-
luar la presencia de los anticuerpos anti-hTRT después de la eliminacion de los anticuerpos anti-GST utilizando una
matriz que contiene la GST inmovilizada. Los antisueros fueron sometidos a prueba para evaluar los anticuerpos anti-
hTRT mediante un manchado Western utilizando la proteina de fusiéon GST-hTRT recombinante inmovilizada, y me-
diante inmunoprecipitacion utilizando la enzima de telomerasa nativa parcialmente purificada. A pesar de que no se
observaron sefiales en estos primeros sangrados, las valoraciones de los anticuerpos anti-hTRT, tal como se espero, se
incrementaron en sangrados posteriores.

Ejemplo 9
Deteccion de un mRNA de hTRT correspondiente a la variante del RNA A 182

El RNA poli A+ de testiculo humano y la linea celular 293 fueron analizados para evaluar el mRNA del hTRT
utilizando RT-PCR e iniciadores inclusivos. El primer conjunto de iniciadores fue TCP1.1 y TCP1.15; el segundo
grupo de iniciadores fue TCP1.14 y BTCP6. La amplificacién de cada uno de estos dio como resultado dos productos
que difieren en 182 bp; los productos mas grande y mds pequefio del RNA del testiculo fueron secuenciados y se
descubri6 que corresponden exactamente al clon pGRN121 (Figura 16) y el clon 712562 (Figura 18), respectivamente.
El producto del RNA de hTRT variante ha sido observado en el mRNA de SW39i, OVCAR4, 293 y en testiculos.

Se llevaron a cabo experimentos adicionales para demostrar que el cDNA A 182 no era un artefacto de transcripcién
inversa. De manera breve, se produjo un RNA de hTRT de longitud completa (es decir, sin la eliminacién) mediante
una transcripcion in vitro del pGRN121 para utilizarse como molde para RT-PCR. Se llevaron a cabo reacciones
de sintesis del cDNA por separado utilizando transcriptasa inversa Superscript® (Bethesda Research Laboratories,
Bethesda MD) a 42°C o 50°C, y con iniciadores aleatorios o un iniciador especifico. Después de 15 ciclos de la PCR,
el producto mas grande pudo ser detectado; sin embargo, el producto mds pequefio (es decir, el correspondiente a la
eliminacién) no pudo detectarse incluso después de 30 ciclos o mas. Esto indica que el producto de la RT-PCR no es
un artefacto.

Ejemplo 10
Secuenciacion del mRNA de hTRT de testiculo

La secuencia de la forma del RNA de hTRT del testiculo fue determinada mediante una secuenciacién manual
directa de los fragmentos del DNA generados mediante PCR a partir de cDNA del testiculo (cDNA del testiculo
Marathon, Clontech, San Diego CA) utilizando un paquete de secuenciacién del ciclo del terminador radioetiquetado
ThermoSequenase (Amersham Life Science). El paso de la PCR fue realizado a través de una PCR inclusiva, tal como
se muestra en la tabla 8. En todos los casos se llevo a cabo una reaccién de control negativo con iniciadores pero sin
cDNA. La ausencia de producto en la reaccién de control demostré que los productos derivados de la reaccién con
cDNA presente no fueron resultado de la contaminacién de la h'TRT a partir del pGRN121 u otras fuentes celulares
(por ejemplo, células 293). Los fragmentos del DNA fueron extirpados de geles de agarosa para purificar el DNA antes
de la secuenciacion.

Se obtuvo la secuencia del mRNA del testiculo correspondiente a las bases 27 a 3553 de la secuencia del inserto
pGRN121, y que contenia toda la hTRT ORF (bases 56 a 3451). No se encontraron diferencias entre las secuencias
del testiculo y el pGRN121 en esta region.

(Tabla pasa a pagina siguiente)
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Ejemplo 11
Deteccion del mRNA de hTRT mediante proteccion del RNasa

Los ensayos de proteccion de la RNasa pueden utilizarse para detectar, monitorear o diagnosticar la presencia de
un mRNA de hTRT o un mRNA variante. Una sonda de proteccion de la RNasa ilustrativa es un RNA sintetizado in
vitro que incluye las secuencias complementarias para las secuencias del mRNA de hTRT y secuencias adicionales,
no complementarias. Las tdltimas secuencias se incluyen para distinguir la sonda de longitud completa a partir del
fragmento de la sonda que resulta de un resultado positivo en el ensayo: En un ensayo positivo, las secuencias com-
plementarias de la sonda son protegidas de la digestién de la RNasa, debido a que son sometidas a hibridacién por el
mRNA de hTRT. Las secuencias no complementarias son digeridas lejos de la sonda en presencia de la RNasa y el
dcido nucleico complementario objetivo.

Dos sondas de proteccion de RNasa son describas para propdsitos ilustrativos; cualquiera de ellas puede utilizarse
en el ensayo. Las sondas difieren en sus secuencias complementarias a la hTRT, pero contienen secuencias no com-
plementarias idénticas, en esta forma de realizacién, derivadas de la secuencia lider del mRNA dltimo SV40. Desde
5°-3’, una sonda consta de 33 nucleétidos de secuencia no complementaria y 194 nucleétidos de secuencia comple-
mentaria de los nucleétidos de la hTRT 2513-2707 para un tamafio de sonda de longitud completa de 227 nucleétidos.
Desde 5°-3’ la segunda sonda consta de 33 nucledtidos de secuencia no complementaria y 198 nucleétidos de secuen-
cia complementaria a los nucleétidos de la h'TRT 2837-3035 para un tamaiio de sonda de longitud completa de 231
nucledtidos. Para llevar a cabo el ensayo, cualquiera de las sondas puede someterse a hibridacién con el RNA, es
decir, polyA+RNA, a partir de una muestra de la prueba, y posteriormente se agregan la ribonucleasa T1 y la Rnasa
A. Después de la digestion, el RNA de la sonda se purifica y se analiza mediante electroféresis de gel. La deteccion de
un fragmento del nucledtido 194 de la sonda del nucledtido 227 o un fragmentos del nucleétido 198 de la sonda del
nucleétido 231 indica el mRNA de hTRT en la muestra.

Las sondas de proteccion de la RNAsa ilustrativas descritas en este Ejemplo pueden generarse mediante una trans-
cripcién in vitro utilizando la polimerasa del RNA T7. Pueden incluirse los ribonucleétidos radioactivos o etiquetados
de alguna otra forma para la sintesis de las sondas etiquetadas. Los moldes para la reaccién de la transcripcion in vitro
para producir las sondas del RNA son productos de la PCR. Estas sondas ilustrativas pueden sintetizarse utilizando la
polimerasa T7 seguida por una amplificacién de la PCR del DNA del pGRN121 utilizando iniciadores que expandan la
regién complementaria correspondiente del gene de la hTRT o el mRNA. Ademds, el iniciador en sentido descendiente
contiene las secuencias del promotor de polimerasa de RNA T7 y las secuencias no complementarias.

Para la generacion de la primera sonda de proteccién de la RNAsa, se utiliza el producto de la PCR a partir del
siguiente par del iniciador (T701 y 01 inverso):

T701 5'-GGGAGATCTTAATACGACTCACTATAGATTCAGGCCATGGTGCTGCGC
CGGC TGTCAGGCTCCCACGACGTAGTCCATGTTCAC-3"; y
01 5°"GGGTCTAGATCCGGAA GAGTGT CTGGAGCAAG-3" inverso.

Para la generacion de la segunda sonda de proteccion de la RNAsa, se utilizé el producto de la PCR a partir del
siguiente par del iniciador (T702 y 02 inverso):

T702 5'-GGGAGATCTTAATACGACTCACTATAGATTCAGGCCATGGTGCTGC
GCCGGCT GTCAGGGCGGCCTTCTGGACCACGGCATACC-3"; y
02 5°-G GTCTAGACGATATCC ACAGGGCCTGGCGC-3’ inverso.

Ejemplo 12
Construccion de un drbol filogenético que compara la hTRT y otras transcriptasas inversas

Se construy6 un drbol filogenético (Figura 6) mediante la comparacién de los 7 dominios RT definidos por Xiong
y Eickbush (1990, EMBO 1J. 9:3353). Después de la alineacién por secuencias de los motivos 1,2 y A-E a partir de
las polimerasas 4TRTs, 67RT y 3RNA, el drbol se construy6 utilizando el método NJ (Neighbor Joining) (Unién de
Vecinos) (Saitou y Nei, 1987, Mol. Biol. Evol. 4:406). Los elementos de la misma clase que se ubican en la misma
rama del 4rbol se simplifican como cuadro. La longitud de cada cuadro corresponde al elemento mds divergente dentro
de este cuadro.

Las TRTs parecen estar relacionadas mds estrechamente con las Rts asociadas con el msDNA, intrones del grupo
IT y retrotransposones sin LTR (repeticién de terminal larga) que con el retrotransposén del LTR y las Rts virales.
La relacién de las RTs de la telomerasa con la rama sin LTR de retroelementos es intrigante, dado que estos tltimos
elementos tienen la telomerasa reemplazada para el mantenimiento del telémero en Drosophila. Sin embargo, el des-
cubrimiento mds sorprendente es que las TRTs forman un subgrupo discreto, relacionado de una manera casi igual
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de estrecha con las polimerasas del RNA dependiente del RNA de los virus del RNA con filamentos de mds, como
por ejemplo el poliovirus que cualquiera de las Rts previamente conocidas. Considerando que los cuatro genes de
telomerasa provienen de organismos distantes con respecto a su evolucidén —protozoarios, hongos y mamiferos— esta
agrupacion separada no puede explicarse por la falta de diversidad filogenética en el conjunto de datos. En lugar de
esto, esta bifurcacién profunda sugiere que las Rts de la telomerasa son un grupo antiguo, quizds originado con el
primer eucariote.

La identificacién de la proteina del GenBank o los nimeros de admisién utilizados en el andlisis filogenéti-
co fueron: msDNAs (94535, 134069, 134074, 134075, 134078), intrones del grupo II (483039, 101880, 1332208,
1334433, 1334435, 133345, 1353081), plasmido del mitocrondrio/RTL (903835, 134084, retrotransposones sin LTR
(140023, 84806, 103221, 103353, 134083, 435415, 103015, 1335673, 85020, 141475, 106903, 130402, U0551,
903695, 940390, 2055276, L08889), retrotransposones de LTR (74599, 85105, 130582, 99712, 83589, 84126, 479443,
224319, 130398, 130583, 1335652, 173088, 226407, 101042, 1078824), hepDNAavirus (I 18876, 1706510, 118894),
caulimovirus (331554, 130600, 130593, 93553), retrovirus (130601, 325465, 74601, 130587, 130671, 130607, 130629,
130589, 130631, 1346746, 130651, 130635, 1780973, 130646). La alineacién se analiz6 utilizando ClustalW 1.5 [J.D.
Thompson, D.G. Higgins, T.J. Gibson, Investigacién de Acidos Nucleicos 22,4673 (1994) y PHYLIP 3.5 [J. Felsens-
tein, Cladisfics 5, 164 (1989)].

Ejemplo 13
Transfeccion de fibroblastos humanos cultivados (BJ) con el pldsmido de control y el plasmido que codifica la hTRT

Este Ejemplo demuestra que la expresion de la proteina de hTRT recombinante en una célula mamifera da como
resultado la generacion de una telomerasa activa.

Los fibroblastos BJ subconfluentes fueron tripsinizados y resuspendidos en un medio fresco (DMEM/199 que con-
tenia 10% de suero de becerro fetal) en una concentracion de 4 X 10° células/ml. Las células fueron transfectadas
utilizando electroporacién con el electroporador BioRad Gene Pulser™. Opcionalmente, también se pueden trans-
fectar las células utilizando el reactivo Superfect™ (Qiagen) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Para la
electroporacion, se colocaron 500 ul de la suspension celular en una cubeta de electroporacioén (BioRad, 0.4 cm de
abertura del electrodo). Se agregé DNA del plasmido (2 ug) a las cubetas y la suspensién se mezcld suavemente y
se incub6 durante 5 minutos. El pldsmido de control (pBBS212) no contenia inserto detrds del promotor MPSV y el
plasmido experimental (pGRN133) expres6 la hTRT a partir del promotor MPSV. Las células se electroporaron a 300
voltios y 960 uFD. Después de entregar el impulso, las cubetas se colocaron en hielo durante aproximadamente 5 mi-
nutos antes de la galvanoplastia sobre placas de cultivo de tejido de 100 mm en el medio. Después de 6 horas, el medio
fue reemplazado por un medio fresco. 72 horas después de la transfeccidn, las células se tripsinizaron, se lavaron una
vez con PBS, se formaron en cdpsulas y se almacenaron congeladas a -80°C. Los extractos celulares se prepararon a
una concentracién de 25,000 células/ul por medio de un método de lisis de detergente modificado (consultar Bodnar
y colaboradores, 1996, Exp. Cell Res. 228:58; Kim y colaboradores, 1194, Ciencia 266:2011, y tal como se describe
en las patentes y las publicaciones relacionadas con el ensayo TRAP, tal como se indicé anteriormente) y la actividad
de la telomerasa en los extractos celulares fue determinada utilizando un ensayo TRAP basado en la PCR modificada
(Kim y colaboradores, 1994, Bodnar y colaboradores, 1996). De manera breve, se utilizaron equivalentes celulares 5
X 10* en la porcién de extension del iniciador de la telomerasa de la reaccion. A pesar de que el extracto se toma
por lo general directamente por la reaccién de extension de la telomerasa para la amplificacién de la PCR, también
se puede extraer una vez con fenol/cloroformo y otra vez con cloroformo antes de la amplificacion de la PCR. Se
utilizé una quinta parte del material en la porcién de amplificacién de la PCR de la reacciéon TRAP (aproximadamente
10,000 equivalentes celulares). Una mitad de la reacciéon TRAP fue cargada en el gel para su andlisis, de tal forma que
cada via en la Figura 25 representa los productos de la reaccién de 5,000 equivalentes celulares. Los extractos de las
células transfectadas con pGRN133 fueron positivos para la actividad de la telomerasa mientras que los extractos de
las células no transfectadas (no mostradas) o transfectadas con el pladsmido de control, no mostraron actividad de la
telomerasa. Experimentos similares utilizando células RPE dieron el mismo resultado.

La reconstitucion en las células BJ también se llevé a cabo utilizando otras construcciones de la hTRT (es decir,
pGRN145, pGRN155 y pGRN138). La reconstitucién utilizando estas construcciones parecié dar como resultado una
actividad mayor de la telomerasa que en las células transfectadas con pGRN133.

El nivel mas alto de actividad de la telomerasa se logré utilizando pGRN155. Como se discutié anteriormente, el
pGRNI155 es un vector que contiene el promotor final importante del adenovirus como elemento de control para la
expresion de la hTRT y se mostrd para reconstituir la actividad de la telomerasa cuando se transfecté en las células BJ.

De manera notable, cuando se llevé a cabo la reconstitucion utilizando el pGRN138 de la proteina de fusién
de la hTRT-GFP (que se localiza en el nicleo, consultar Ejemplo 15, mencionado posteriormente) ya sea in vitro
(consultar Ejemplo 7) o in vivo (transfeccion dentro de las células BJ) se produjo como resultado una actividad en la
telomerasa. Por ejemplo, mediante la transfeccion en las células BJ, tal como se describi6 anteriormente, la actividad
de la telomerasa fue comparable a la resultante de la reconstitucion in vitro utilizando el pGRN133 o pGRN145.

Se obtuvieron resultados similares después de la transfeccion de epitelio pigmentado retinal humano normal (RPE)
con los vectores de expresiéon de la hTRT de la invencién. Se cree que el envejecimiento de las células de RPE
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contribuye a o provoca la enfermedad de degeneracién macular relacionada con la edad. Las células de RPE tratadas
de acuerdo con los métodos de la invencién utilizando los vectores de expresion de hTRT de la invencién, deben
mostrar un envejecimiento retrasado, en comparacion con las células no tratadas, por lo tanto deben ser ttiles en las
terapias de trasplantes para tratar o prevenir la degeneracién macular relacionada con la edad.

Ejemplo 14
Construccion del informador del promotor

Este Ejemplo describe la construccién de plasmidos en los cuales los genes informadores estdn enlazados de ma-
nera operativa con las secuencias ascendentes de la hTRT que contienen elementos promotores. Los vectores tienen
varios usos, incluyendo la identificacién de los factores regulatorios de transcripcién cis y trans in vivo y para la clasi-
ficacion de agentes capaces de modular (por ejemplo, activando o inhibiendo) la expresion de la hTRT (por ejemplo,
clasificacién de medicamento). A pesar de que puede utilizarse cierto nimero de informadores (por ejemplo, lucifera-
sa de luciérnaga, S-glucuronidasa, S-galactosidasa, trasferasa de acetil de cloranfenicol, y GFP y similares), se utiliz6
la fosfatasa alcalina secretada por humano (SEAP; CloneTech) para los experimentos iniciales. El gene informador
SEAP codifica una forma truncada de la enzima de la placenta que carece del dominio de anclaje de la membrana,
permitiendo de esta forma que la proteina sea secretada de manera eficiente desde las células transfectadas. Se ha
mostrado que los niveles de actividad de SEAP detectados en el medio de cultivo son directamente proporcionales a
los cambios en las concentraciones intracelulares del mRNA de SEAP y la proteina (Berger y colaboradores, 1988,
Gene 66:1; Cullen y colaboradores, 1992, Meth. Enzymol. 216:362).

Se transfectaron cuatro construcciones (pGRN148, pGRN150, “pSEAP2 basico” (sin secuencias promotoras =
control negativo) y “control pSEAP2” (contiene el promotor e intensificador SV40) por triplicado en células mortales
e inmortales.

El plasmido pGRN148 se construyd tal como se ilustra en la Figura 9. De manera breve, un fragmento de Bg12-
Eco4711I del pGRIN 144 se digirié y cloné dentro del sitio Bg1II-Nrul de pSeap2Bésico (Clonthec, San diego, CA). Un
segundo informador-promotor, el plasmido pGRN150, incluye las frecuencias derivadas del intrén de la hTRT descrito
en el ejemplo 3, para emplear secuencias regulatorias que pueden estar presentes en el intrén. El Met de iniciacién
se somete a mutacién para Leu, de tal forma que el segundo ATG después de la regioén del promotor serd el ATG de
iniciacién o el SEAP ORF.

Las construcciones del pGRN148 y pGRN150 (que incluyen el promotor de la hTRT) fueron transfectadas en
células mortales (células BJ) e inmortales (293). Todas las transfecciones se utilizaron en paralelo con dos plasmidos
de control. Un pldsmido de control negativo (pSEAP bdsico) y un plasmido de control positivo (control pSEAP) que
contiene el promotor de inicio SV40 y el intensificador SV40).

En las células inmortales, las construcciones del pGRN148 y el pGRN150 parecen activar la expresion SEAP de
una manera igual de eficiente que el control positivo de pSEAP2 que (contiene el promotor de inicio e intensificador
SV40). En contraste, en las células mortales solo el control pSEAP2 proporciono una actividad detectable. Estos
resultados indican que, tal como se esperaba, las secuencias del promotor de la hTRT son activas en las células
tumorales pero no en células mortales.

Se obtuvieron resultados similares utilizando otra linea de células normales (RPE, o células de epitelio pigmental
retinal). En las células de RPE transfectadas con el pGRN150 (que contiene 2.2 KB de la secuencia gendémica ascen-
dente), la regioén del promotor del promotor de hTRT estuvo inactiva a pesar de que el plasmido de control pSEAP2
estuvo activo.

Tal como se indicé anteriormente, los plasmidos en los cuales los genes informadores estdn enlazados de manera
operativa con las secuencias ascendentes de hTRT que contienen elementos promotores, son extremadamente ttiles
para la identificacién y clasificacién de agentes moduladores de la actividad de la telomerasa, utilizando técnicas de
transfeccidn tanto transitorias como estables. Por ejemplo, en un enfoque, los transformantes estables del pGRN148
se producen en células negativas de telomerasa y positivas de telomerasa mediante la cotrasnfeccién con un marcador
seleccionable eucariético (como por ejemplo el neo) de acuerdo con Ausubel y colaboradores, 1997, tal como se
menciond anteriormente. Las lineas celulares resultantes se utilizan para la clasificacion de agentes moduladores de
la telomerasa putativa, por ejemplo, mediante la comparacién de la expresion activada por el promotor de hTRT en la
presencia y ausencia de un compuesto de prueba.

Los vectores promotores-informadores (y otros) de la invencién también se utilizan para identificar elementos
regulatorios de transcripcién y traduccién con actuacién trans y cis. Los elementos regulatorios de transcripcion de
actuacion cis incluyen los promotores e intensificadores del gene de telomerasa. La identificacion y aislamiento de
los agentes regulatorios de actuacion cis y trans ofrecen métodos adicionales y reactivos para identificar agentes que
modulan la transcripcién y traduccién de la telomerasa.
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Ejemplo 15
Localizacion subcelular de la hTRT

Se construy6 una proteina de fusion que posee regiones de hTRT y de proteina fluorescente verde mejorada (EGFP;
Cormack y colaboradores, 1996, Gene 173:33) tal como se describe posteriormente. La mitad de EGFP ofrece una
etiqueta o sefial detectable de tal forma que puede determinarse facilmente la presencia o ubicacién de la proteina
de fusion. Debido a que las proteinas de fusion-EGFP se localizan en los compartimientos celulares correctos, esta
construccion puede utilizarse para determinar la ubicacién subcelular de la proteina de hTRT.

A. Construccion del pGRNI138

Se construyé un vector para la expresion de una proteina de fusién de hTRT-EGFP en células mamiferas colocando
el inserto EcoRI del pGRN124 (consultar ejemplo 6) dentro del sitio EcoRI del pPEGFP-C2 (Clontech, San Diego, CA).
La secuencia del aminodcido de la proteina de fusion se proporciona abajo. Los residuos de EGFP estdn en negritas,
los residuos codificados por la regién no traducida de 5’ del mRNA de la hTRT estan subrayados, y la secuencia de la
proteina del hTRT estd en letra normal.

MVSKGEELFTGVVPILVELDGDVNGHKFSVSGEGEGDATYGKLTLKFICTTGKLPVPWPTLVT
TLTYGVQCFSRYPDHMKQHDFFKSAMPEGYVQERTIFFKDDGNYKTRAEVKFEDGTLVNRIE
LKGIDFKEDGNILGHKLEYNYNSHNVYIMADKQKNGIKVNFKIRHNIEDGSVOLADHYUQNTPI
GDGPVLLPDNHYLSTUSALSQKDTNEKRDHMVLLEFVTAAGITLGMDELYKSGRTQISSSSFE
FAAASTORCVLLRTWEALAPATPAMTRAPRCRAVRSLLRSHYREVLPLATFVRRLGPQGWR
LVQRGDPAAFRALVAQCLVCVPWDARPPPAAPSFRQVSCLKELVARVLQRLCERGAKNVLA
FGFALLDGARGGPPEAFTTSVRSYLPNTVTDALRGSGAWGLLLRRVGDDVLVHLLARCALFV
LVAPSCAYQVCGPPLYQLGAATQARPPPHASGPRRRLGCERAWNHSVREAGVPLGLPAPG
ARRRGGSASRSLPLPQRPRRGAPEPERTPVGQGSWAHPGRTRGPSDRGFCVVSPARPAEE
ATSLEGALSGTRHSHPSVGRUHHAGPPSTSRPPPPWDTPCPPVYAETKHFLY
SSGDKEQLRPSFLLSSLRPSLTGARRLVETYFLGSRPWMPGTPRRLPRLPQRYWQMRPLFL
ELLGNHAQCPYGVLLKTHCPLRAAVTPAAGVCAREQPQGSVAAPEEEDTDPRRLVQLLRQH
SSPWQVYGFVRACLRRLVPPGLWGRGSRHNERRFLRNTKKFISLGKHAKLSLQELTWKMSV
RVCAWLRRSPGVGCVPAAEHRLREEILAKFLHWLMSVYVWVELLRSFFYVTETTFQKNRLFFY
RPSVWSKLQSIGIRQHLKRVQLRELSEAEVROHREARPALLTSRLRFIPKPDGLRPIVNMVIVV
GARTFRREKRAERLTSRVKALFSVLNYERARRPGLLGASVLGLDDIHRAWRTFVLRVRAQDP
PPELYFVKVDVTGAYDTIPQDRLTEVIASIIKPQNTICVRRYAVVQKAAHGHVRKAFKSHVSTLT
DLQPYMRQFVAHLQETSPLRDAVVIEQSSSLNEASSGLFDVFLRFMCHHAVRIRGKSYVQCQ
GIPQGSILSTLLCSLCYGDMENKLFAGIRRDGLLLRLVDDFLLVTPHLTHAKTFLRTLVRGVPEY
GCVVNLRKTVVNFPVEDEALGGTAFVQMPAHGLFPWCGLLLDTRTLEVQSDISSIARTSIRAS
VTFNRGFKAGRNMRRKLFGVLRLRKCHSLFLDLQVNSLQTVCTNIYKILLLQAIRFHACVLQLP
FHQQVWKNPTFFLRVISDTASLCYSILKAKNAGSLGAKGAAGPLPSEAEQWLCHQAFLLKLTR
HRVTYVPLLGSLRTAQTQLSRKLPGTTLTALEAAANPALPSDFKTILD

Pueden elaborarse otras construcciones de la fusién EGFP utilizando la secuencia de codificaciéon de hTRT (por
ejemplo, truncada) parcial y se utiliza, tal como se describe posteriormente, para identificar actividades de regiones
particulares del polipéptido del hTRT.

B. Localizacion nuclear y usos del pGRN138

La transfeccién de las células NIH 293 y BJ con el pGRN138 confirm6 la localizacién nuclear de 1a hTRT expre-
sada de manera recombinante. Las células fueron transfectadas con pGRN138 (EGFP-hTRT) con una construccién de
control (expresando tnicamente la EGFP). La localizacidn nuclear de la EGFP-hTRT es aparente en ambos tipos de
células mediante microscopia de fluorescencia. Tal como se indico anteriormente, la proteina de fusién de hTRT-GFP
del pGRN138 apoya la reconstitucion de la actividad de la telomerasa en el sistema de traduccién y transcripcion tanto
in vitro como in vivo cuando se transfectan en las células B.J.

Las proteinas de la fusiéon de hTRT-EGFP (o proteinas de fusién detectables similares) pueden utilizarse en una
variedad de aplicaciones. Por ejemplo, la construccion de fusion descrita en este ejemplo, o una construccién de
EGFP y una forma truncada de la hTRT, puede utilizarse para evaluar la capacidad de la hTRT y los variantes para
entrar a un niicleo celular y/o localizar los extremos del cromosoma. Ademds, las células transfectadas de manera
estable o transitoria con el pGRN138 se utilizan para clasificar compuestos con el fin de identificar medicamentos o
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compuestos moduladores de la telomerasa. Los agentes que interfieren con la localizacién nuclear o la localizacién
del telémero pueden identificarse como inhibidores de telomerasa. Las lineas celulares tumorales que expresan de
manera estable la EGFP-hTRT pueden ser ttiles para este propdsito. Los moduladores potenciales de la telomerasa
serdn administrados a estas células transfectadas y se evaluara la localizacién de la EGFP-hTRT. Ademds, puede
utilizarse el método FACS u otro método basado en la fluorescencia para seleccionar las células que expresan la
hTRT para proveer poblaciones homogéneas para la clasificacién de medicamentos, en particular cuando se emplea la
transaccion transitoria de células.

En otras aplicaciones, las regiones de la hTRT pueden someterse a mutagénesis para identificar regiones (por
ejemplo, los residuos 193-196 (PRRR) y 235-240 (PKRRR)) requeridas para la localizacién nuclear, que son los
objetivos para los medicamentos anti-telomerasa (moduladores de la actividad de la telomerasa). Otras aplicaciones
incluyen:

uso de la proteina de fusién como marcador fluorescente de la transfeccién celular eficiente para ambos experi-
mentos de transfeccidn transitorios y al establecer lineas celulares estables que expresen la EGFP-hTRT;

expresion de una fusién de hTRT-EGFP con sefiales de localizacién nucleares mutadas (deficiente para la locali-
zacidén nuclear) en células inmortales, con el fin de que la EGPF mutante de hTRT limpie toda la hTR de las células
inmortales, reteniéndola en el citoplasma y evitando el mantenimiento del telémero; y

uso como proteina etiquetada para la inmunoprecipitacién.
Ejemplo 16
Efecto de la mutacion en la actividad catalitica de la telomerasa

Este ejemplo describe las proteinas variantes de hTRT que poseen aminoacidos alterados y una actividad catalitica
de la telomerasa alterada. Las substituciones del aminoacido seguidas por el andlisis funcional es un medio estdndar
de evaluar la importancia y funcién de una secuencia del polipéptido. Este ejemplo demuestra que los cambios en los
motivos de la transcriptasa inversa (RT) y la telomerasa (T) afectan la actividad catalitica de la telomerasa.

Se utiliza la nomenclatura convencional para describir los mutantes: el residuo objetivo en la molécula nativa
(hTRT) se identifica por un cédigo y posicién de una letra, y el residuo correspondiente en la proteina mutante se
indica con un cédigo de una letra. De esta manera, por ejemplo, “K626A” especifica un mutante en el cual la lisina en
la posicién 626 (es decir, en el motivo 1) de la hTRT es cambiada por una alanina.

A. Mutacion del motivo FFYxTE de hTRT

En experimentos iniciales, se produjo un vector que codifica una proteina mutante de hTRT, “F560A”, en la cual
se cambio el aminodcido 560 de la hTRT de fenilalanina (F) a alanina (A) mediante una mutagénesis dirigida en el
sitio del pGRN121 utilizando técnicas estdndares. Esta mutacion desintegra el motivo FFYXTE de TRT. Se mostré que
el polinucledtido mutante FS60A resultante dirige la sintesis de una proteina de hTRT de longitud completa tal como
se evalud utilizando un sistema de transcripcion/traduccion del lisado del reticulocito libre de células en presencia de
3S-metionina.

Cuando el polipéptido mutante fue cotraducido con hTR, tal como se describe en el ejemplo 7, no se detectd
actividad de la telomerasa tal como se observé mediante la TRAP utilizando 20 ciclos de la PCR, a pesar de que la
cotraduccién de la hTRT/hTR de control reconstituyo la actividad. Con 30 ciclos de la PCR en el ensayo TRAP, la
actividad de la telomerasa pudo observarse con la hTRT mutante, pero fue considerablemente menor que la hTRT de
control (tipo silvestre).

B. Mutagénesis dirigida en el sitio adicional de los residuos del aminodcido de hTRT

Los aminodcidos conservados en seis motivos RT fueron cambiados por alanina utilizando las técnicas de muta-
génesis dirigida en sitio estandar (consultar, por ejemplo, Ausubel, mencionado anteriormente) para evaluar su contri-
bucidn a la actividad catalitica. Los mutantes fueron sometidos a ensayo utilizando la telomerasa IVR y empleando el
ensayo TRAP/convencional de dos pasos detallado en el ejemplo 7.

Los mutantes de K626A (motivo 1), R631A (motivo 2), D712A (motivo A), Y717A (motivo A), D868A (motivo
C) habian reducido en gran medida la actividad de la telomerasa no detectable, mientras que los mutantes Q833A
(motivo B) y G932A (motivo E) exhibieron niveles intermedios de actividad. Dos mutaciones fuera de los motivos
RT, R688A y D897A, tuvieron una actividad equivalente a la hTRT tipo silvestre. Estos resultados fueron consistentes
con las mutaciones andlogas en las transcriptasas inversas (Joyce y colaboradores, 1994, Ann. Rev. Biochem. 63:777)
y son similares a los resultados obtenidos con Est2p (consultar Lingner, 1997 Ciencia 276:561). Los experimentos
identifican residuos en los motivos RT criticos y no criticos para la actividad enzimatica y demuestran que la hTRT
es la proteina catalitica de la telomerasa humana. Las mutaciones proporcionan polipéptidos de hTRT variantes que
tienen utilidad, por ejemplo, como reguladores dominantes/negativos de la actividad de la telomerasa.

132



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2205 132 T3

La alineacién del aminoacido de las TRTs conocidas identificé un motivo especifico de la telomerasa, motivo
T (consultar arriba). Para determinar la funcién catalitica de este motivo de hTRT, se construyo una eliminacién
de seis aminodcidos en este motivo (A 560-565;FFYXTE), utilizando las técnicas de mutagénesis dirigida en sitio
estdndar (Ausubel, mencionado anteriormente). La eliminacién fue sometida a ensayo utilizando la telomerasa IVR y
empleando el ensayo TRAP/convencional de dos pasos detallado en el ejemplo 7. El mutante A560-565 no presentd
una actividad de telomerasa observable después de 25 ciclos de la PCR mientras que la telomerasa IVR de hTRT tipo
silvestre produjo una sefial fuerte. Cada aminodcido en cada residuo del motivo T se examino de manera independiente
y de forma similar; los mutantes FS60A, Y562A, T564 y ES65A conservaron niveles intermedios de actividad de la
telomerasa, mientras que un mutante de control, el F487A, tuvo un efecto minimo en la actividad. De manera notable,
el mutante FS61A presento una actividad ampliamente reducida o no detectable de la telomerasa, a pesar de que la
actividad fue rehabilitada completamente en su “inversor”, el F561A561F. EI F561AF561F cambia la posicién mutada
otra vez a su fenilalanina original. Este es un control que demuestra que no ocurrieron otros cambios en el aminoacido
al pldsmido que pudieran representar la actividad disminuida observada. De esta manera, el motivo T es el primer
motivo sin RT que se comprueba que es absolutamente requerido para la actividad de la telomerasa.

El motivo T puede utilizarse para la identificacién de TRTs a partir de otros organismos, y las proteinas de hTRT
que incluyen variantes de este motivo pueden utilizarse como un regulador dominante/negativo de la actividad de la
telomerasa. A diferencia de la mayoria de otras RTs, la telomerasa se asocia de manera estable con y copia a través
de un proceso una pequefia porcién de un RNA sencillo (es decir, h'TR), por lo tanto, el motivo T puede implicarse en
la mediacién de enlace de la hTR, la capacidad de proceso de la reaccion, u otras funciones unicas para la RT de la
telomerasa.

Ejemplo 17

Clasificacion para los moduladores de actividad de la telomerasa utilizando componentes de la telomerasa expresados
de manera recombinante

Este ejemplo describe el uso de la telomerasa reconstituida in vitro para la clasificaciéon e identificacién de mo-
duladores con actividad de telomerasa. El ensayo descrito se adapta facilmente a los métodos de alto rendimiento
(por ejemplo, que utilizan placas miltiples y/o sistemas robéticos). Diversas variaciones a los pasos del ensayo serdn
aparentes para las personas capacitadas en la técnica después de la revision de esta presentacion.

Los clones recombinantes para los componentes de la telomerasa (por ejemplo, la hTRT y la hTR) son transcritos
y traducidos (tnicamente la hTRT) en una reaccidn in vitro tal como se indica a continuacién y como se describe en el
ejemplo 7 anterior, utilizando el sistema del lisado del reticulocito acoplado TNT®T7 (Promega), que se describe en
la patente de los Estados Unidos Num. 5, 324, 637, siguiendo las instrucciones del fabricante:

Reactivo Cantidad por reaccién (uL)

Lisado del recticulocito de conejo de TNT 25
Amortiguador de reaccién TNT

Pol. de RNA T7 de TNT

Mezcla AA (completa)

Inhibidor de RNasa del iniciador

Agua libre de nucleasa

Corte XBA1 pGRN121 [hWTRT] (0.5 ug)
Corte Fspl pGRN164 [hTR] (0.5ug)

DO DN = = = = DN

La reaccién se incub6 a 30°C durante dos horas. El producto se purifica posteriormente en un filtro de DEAE
ultrafree-MC (Millipore).

El producto de telomerasa recombinante (IVRP) se somete a ensayo en presencia y ausencia de concentraciones
multiples de compuestos de prueba que se solubilizan en DMSO (por ejemplo 10 uM-100 uM). Los compuestos de
prueba se incuban previamente en un volumen total de 25 ul. durante 30 minutos a temperatura ambiental en pre-
sencia de 2.5 uL. de IVRP, 2.5% de DMSO, y amortiguador TRAP 1 X (20 mM de Tris-HCI, pH 8.3, 1.5 mM de
MgCl,, 63mM Kcl, 0.05% de Tween20, 1.0 mM de EGTA, 0.1 mg/ml de albumina de suero de bovino). Después
de la preincubacion, se agregan 25 uL de la mezcla de la reaccion del ensayo TRAP a cada muestra. La mezcla de
la reaccion del ensayo TRAP estd compuesta por amortiguador TRAP 1X, 50 L. de dNTP, 2.0 pg/ml del iniciador
ACX, 4 pg/ml del iniciador U2, 0.8 attomol/ml TSU2, 2 unidades/50 ul de polimerasa Taq (Perkin Elmer) y 2 ug/ml
del iniciador etiquetado con la terminacién [*>P]5” TS (3,000 Ci/mmol). Los tubos de reaccién se colocan posterior-
mente en el ciclador térmico de la PCR (MJ Research) y la PCR se lleva a cabo de la siguiente forma: 60 minutos a
30°C, 20 ciclos de {30 segundos a 94°C, 30 segundos a 60°C, 30 segundos a 72°C}, 1 minuto a 72°C, enfriamiento a
10°C. Se describe el ensayo TRAP, tal como se indico arriba, en la patente de los Estados Unidos Num. 5, 629, 154.
Los iniciadores y el substrato utilizado tienen las secuencias: iniciador TS (5’-AATCCGTCGAGCAGAGTT-3’) ini-
ciador ACX (5’-GCGCGG[CTTACC] 3CTAACC-3’); Iniciador U2 (5’-ATCGCTTCTCGGCCTTTT-3"); TSU2 (5’-
AATCCGTCGAGCAGAGTTAAAAGGCCGAGAAGCGAT-3").
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Después de finalizar el paso de la PCR, se agregan 4 ul del amortiguador de carga 10X que contiene azul de
bromofenol a cada tubo de reaccién y los productos (20 ul) se someten a prueba en una PAGE de no-desnaturalizacién
al 12.5% en el 0,5X TBE a 400 V. EI gel completado se seca posteriormente y los productos de TRAP se visualizan
mediante el Phosphorimager o mediante una autoradiografia. La actividad de la telomerasa en presencia del compuesto
de prueba se mide comparando la comparacién de la etiqueta en el producto de la reaccién con una reaccion paralela
que carezca del agente.

Los siguientes clones descritos en los ejemplos han sido depositados ante la Recoleccién de Cultivos de Tipo
Americano, Rockville, MD 20852, EUA:

Fago lambda A 25-1.1 Numero de admisién ATCC 209024
pGRN121 Numero de admisiéon ATCC 209016
Fago lambda A G®5  Numero de admisién ATCC 98505
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REIVINDICACIONES

1. Polinucleétido que comprende una secuencia que codifica un polipéptido capaz de presentar capacidad catalitica
de polimerasa cuando se asocia a una RNA telomerasa y que consiste en:

(a) un polipéptido con la secuencia de la insercién del pldsmido ATCC 209016; o
(b) un polipéptido que se hibrida con (a) en condiciones restrictivas; o
(c) un polipéptido que se hibrida con la SEC ID n° 3 o con la SEC ID n° 8 en condiciones restrictivas; o

(d) una secuencia de polinucledtido que se degenera como resultado del cédigo genético en las secuencias definidas
en (a) o (b).

2. Polinucleétido segun la reivindicacién 1, unido operativamente a un promotor.

3. Utilizacién de un polinucledtido segin la reivindicacién 1, para el andlisis o la deteccidn de una secuencia del
gen hTHT o de hTHT RNA.

4. Utilizacién de un polinucleétido segun la reivindicacién 1 o la reivindicacion 2, para la preparacion de una célula
huésped recombinante.

5. Vector que contiene un polinucleétido segtin la reivindicacion 1.
6. Célula que contiene un vector segtin la reivindicacién 5.

7. Utilizacién in vitro de un vector de expresion que contiene un polinucledtido segun la reivindicacién 1, para
la expresion de un polipéptido capaz de expresar actividad catalitica de telomerasa cuando se asocia a una RNA
telomerasa.

8. Composicién que comprende por lo menos 20% de proteina catalitica de telomerasa humana de una secuencia
codificada por un polinucleétido segin la reivindicacion 1, presentando la composicion inicamente actividad catalitica
de telomerasa si se aflade a la composicién RNA telomerasa con el fin de asociarse con dicha proteina.

9. Utilizaci6én de una composicién segun la reivindicacién 8, para la preparacion de un complejo, acomplejando un
componente del molde de RNA con dicha proteina.

10. Utilizacién de un polinucledtido segun la reivindicacion 1, para aumentar la capacidad proliferante de una
célula de vertebrado introduciendo in vitro dicho polipéptido dentro de la célula.

11. Utilizacién de un polipéptido que se puede obtener por expresion de un vector segtn la reivindicacién 5, para
aumentar la capacidad proliferante de una célula de vertebrado introduciendo in vitro dicho polipéptido en la célula.

12. Utilizacién de una composicion segin la reivindicacion 8, para aumentar la capacidad proliferante de una célula
de vertebrado introduciendo in vitro dicha composicién dentro de la célula.

13. Procedimiento para la preparacién de una composicion de telomerasa recombinante que comprende la expre-
sién de un polipéptido segun la reivindicacién 1, para producir un polipéptido, poniendo en contacto dicho polipéptido
con una componente del molde de RNA, preferentemente un componente de RNA telomerasa humana, en tales condi-
ciones que dicho polipéptido y dicha RNA telomerasa asociados forman una enzima de telomerasa capaz de catalizar
la adicién de nucledtidos con un sustrato de telomerasa.

14. Anticuerpo o su fragmento de unién que se une especificamente a una proteina capaz de presentar una actividad
catalitica de la telomerasa si dicha proteina se asocia a una RNA telomerasa, presentando dicha proteina una secuencia
codificada por un polinucledtido segin la reivindicacién 1, siendo opcionalmente monoclonal dicho anticuerpo o
fragmento.

15. Hibridoma capaz de segregar un anticuerpo segun la reivindicacién 14.
16. Procedimiento para determinar si un compuesto, composicion o tratamiento es un modulador de la actividad o
de la expresion de la transcriptasa inversa de telomerasa, que comprende exponer in vitro una célula segun la reivindi-

cacion 5 a un compuesto, composicién o tratamiento y determinar si existe un cambio en la actividad o de la expresién
de la transcriptasa inversa de telomerasa.
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17. Procedimiento para proporcionar una composicion farmacéutica, que comprende efectuar las etapas de un
procedimiento segun la reivindicacién 16 y a continuacién formular un modulador de la actividad de la transcriptasa
inversa de telomerasa o de la expresiéon de hTRT, identificado por dicho método para utilizacién farmacéutica para
conseguir la modulacién de la actividad de la transcriptasa inversa de telomerasa o de la expresion de hTRT.

18. Método para detectar en una muestra un producto del gen h'TRT, su mutante o variante, que comprende poner
en contacto dicha muestra con un anticuerpo o fragmento de unién segun la reivindicacion 14 y determinar si se ha
formado un complejo con un producto, mutante o variante del gen hTRT.

19. Método para detectar en una muestra un producto del gen hTRT, su mutante o variante, que comprende poner
en contacto dicha muestra con un polinucleétido segtin la reivindicacién 1 o un polinucledtido que comprende una
secuencia de, por lo menos 12 nucleétidos, opcionalmente de por lo menos 15 nucleédtidos, idéntica a, o exactamente
complementaria de una secuencia contigua al polinucleétido del apartado (a) de la reivindicacién 1 y determinar si se
ha formado un complejo de hibridacién.

20. Método para detectar en una muestra un producto del gen h'TRT, su mutante o variante, que comprende utilizar
un polinucledtido que comprende una secuencia de por lo menos 12 nucleétidos, opcionalmente de por lo menos 15
nucledtidos, idéntica a, o exactamente complementaria de una secuencia contigua al polinucleétido del apartado (a)
de la reivindicacion 1, en un procedimiento de amplificacion y determinar si se ha formado el producto especifico de
la amplificacion.

21. Método para la deteccién de la presencia de por lo menos una célula humana positiva a la telomerasa en una
muestra biolégica que comprende células humanas, que comprende:

(a) medir la cantidad de un producto del gen hTRT, de su mutante o variante en dicha muestra empleando las etapas
de un procedimiento segtin cualquiera de las reivindicaciones 18 a 20; y

(b) comparar la cantidad de dicho producto del gen, de su mutante o variante medida de este modo con una muestra
que carece de células positivas a telomerasa, en la que la presencia de una cantidad mayor del producto, mutante
o variante del gen hTRT comparada con dicha referencia se correlaciona con la presencia de células positivas a
telomerasa en dicha muestra bioldgica.

22. Método para el diagndstico de una enfermedad relacionada con la telomerasa, que comprende:

(a) determinar la cantidad de un producto del gen hTRT, de su mutante o variante en una muestra de célula o tejido
de un paciente empleando las etapas de un procedimiento segin cualquiera de las reivindicaciones 18 a 20; y

(b) comparar la cantidad de dicho producto del gen, de su mutante o variante en la muestra con la cantidad en una
célula o tejido sanos del mismo tipo, en los que una cantidad diferente de dicho producto del gen en la muestra
comparada con la célula o tejido sanos se diagnostica de una enfermedad relacionada con la telomerasa.

23. Equipo para la deteccién de un producto, mutante o variante del gen hTRT, comprendiendo dicho equipo
un polinucledtido segin la reivindicacién 1 o un polinucledtido que comprende una secuencia de por lo menos 12
nucleétidos, opcionalmente de por lo menos 15 nucleétidos, idénticos a, o exactamente complementarios de una
secuencia contigua de un polinucleétido del apartado (a) de la reivindicacién 1.

24. Equipo para la deteccién de un producto, mutante o variante del gen h'TRT, comprendiendo dicho equipo un
polinucleétido que se puede obtener expresando un vector segtin la reivindicacién 5.

25. Equipo para la deteccidon de un producto, mutante o variante del gen hTRT, comprendiendo dicho equipo una
composicién segun la reivindicacidn 8.

26. Equipo para la deteccién de un producto, mutante o variante del gen hTRT, comprendiendo dicho equipo un
anticuerpo o su fragmento de unién segin la reivindicacion 14.

27. Polinucledtido segtin la reivindicacién 15 o un polinucleétido que comprende una secuencia de por lo me-
nos 12 nucleétidos, opcionalmente de por lo menos 15 nucledtidos, idénticos a, o exactamente complementarios de
una secuencia contigua del polinucleétido del apartado (a) de la reivindicacién 1, para su utilizacién como producto
farmacéutico.

28. Polipéptido que se puede obtener mediante la expresion de un vector segun la reivindicacién 5, para su utiliza-
cién como producto farmacéutico.

29. Composicién segiin la reivindicacién 8, para su utilizaciéon como producto farmacéutico.

30. Anticuerpo o fragmento de unién segtn la reivindicacién 14, para su utilizacién como producto farmacéutico.
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31. Utilizacién de un polinucleétido segun la reivindicacién 1 o de un polinucleétido que comprende una secuencia
de por lo menos 12 nucleétidos, opcionalmente de por lo menos 15 nucleétidos, idénticos a, o exactamente comple-
mentarios de una secuencia contigua del polinucleétido del apartado (a) de la reivindicacién 1, para la preparacién de
un medicamento.

32. Utilizacién de un polipéptido que se puede obtener mediante la expresién de un vector segun la reivindicacién
5, para la preparacién de un medicamento.

33. Utilizacién de una composicion segtn la reivindicacion 8, para la preparacién de un medicamento.

34. Utilizacién de un anticuerpo o de su fragmento de unién segin la reivindicacién 14, para la preparacién de un
medicamento.

35. Utilizacién de un polinucleétido segun la reivindicacién 1 o de un polinucleétido que comprende una secuencia
de por lo menos 12 nucledtidos, opcionalmente de por lo menos 15 nucleétidos, idénticos a, o exactamente comple-
mentarios de una secuencia contigua del polinucleétido del apartado (a) de la reivindicacién 1, para la preparacién
de un medicamento para aumentar la capacidad de proliferacién de una célula de vertebrado, disminuir la capacidad
de proliferacién de una célula de vertebrado o para el tratamiento de una enfermedad asociada a un nivel elevado o
disminuido de actividad de la telomerasa.

36. Utilizacion de un polipéptido que se puede obtener mediante la expresion de un vector segin la reivindicacién
5, para la preparacién de un medicamento para aumentar la capacidad de proliferacion de una célula de vertebrado,
disminuir la capacidad de proliferacion de una célula de vertebrado o para el tratamiento de una enfermedad asociada
a un nivel elevado o disminuido de actividad de la telomerasa.

37. Utilizacién de una composicion segun la reivindicacion 8, para la preparacion de un medicamento para aumen-
tar la capacidad de proliferacién de una célula de vertebrado, disminuir la capacidad de proliferacién de una célula
de vertebrado o para el tratamiento de una enfermedad asociada a un nivel elevado o disminuido de actividad de la
telomerasa.

38. Utilizacién de un anticuerpo o de su fragmento de unién segin la reivindicacién 14, para la preparacién de
un medicamento para aumentar la capacidad de proliferacion de una célula de vertebrado, disminuir la capacidad
de proliferacién de una célula de vertebrado o para el tratamiento de una enfermedad asociada a un nivel elevado o
disminuido de actividad de la telomerasa.

39. Composicién farmacéutica que comprende un polinucleétido segun la reivindicacion 1 o un polinucleétido que
comprende una secuencia de por lo menos 12 nucleétidos, opcionalmente de por lo menos 15 nucleétidos, idénticos
a, o exactamente complementarios de una secuencia contigua del polinucleétido del apartado (a) de la reivindicacién
1, opcionalmente junto con un excipiente farmacéuticamente aceptable.

40. Composicién farmacéutica que comprende un polipéptido que se puede obtener mediante la expresion del
vector segun la reivindicacién 5, opcionalmente junto con un excipiente farmacéuticamente aceptable.

41. Composicién farmacéutica que comprende una composicién segun la reivindicacién 8, opcionalmente junto
con un excipiente farmacéuticamente aceptable.

42. Composicion farmacéutica que comprende un anticuerpo o su fragmento de unién segun la reivindicacion 14,
opcionalmente junto con un excipiente farmacéuticamente aceptable.

43. Utilizacién de un polinucleétido, que comprende una secuencia de, por lo menos 12 nucleétidos, opcionalmente
de, por lo menos, 15 nucleétidos, idénticos a, o exactamente complementarios de una secuencia contigua del polinu-
cledtido del apartado (a) de la reivindicacion 1, para la preparacion de una vacuna capaz de producir una respuesta
inmunitaria.

44. Utilizacién de un polipéptido que se puede obtener mediante la expresion del polinucleétido segin la reivin-
dicacién 1, en un vector segun la reivindicacién S o en su fragmento inmundgeno para la preparacion de una vacuna
capaz de producir una respuesta inmunitaria.

45. Utilizacién de una composicion segun la reivindicacién 8, para la preparacién de una vacuna capaz de producir
una respuesta inmunitaria.

46. Péptido inmundgeno de proteina de telomerasa humana, comprendiendo dicho péptido por lo menos 8, opcio-

nalmente por lo menos 10, amino4cidos de una proteina de telomerasa humana codificada por el polinucleétido de la
reivindicacion 1 para su utilizacién en medicina.
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47. Utilizacién de un péptido inmundgeno de proteina de telomerasa humana, comprendiendo dicho péptido por
lo menos 5, opcionalmente por lo menos 8 o por lo menos 10, aminoédcidos de una proteina de telomerasa humana
codificada por el polinucleétido de la reivindicacién 1, para la preparacién de un medicamento para el tratamiento de
una enfermedad mediada por células que expresan altos niveles de telomerasa.

NOTA INFORMATIVA: Conforme a la reserva del art. 167.2 del Convenio de Patentes Europeas (CPE) y a la
Disposicion Transitoria del RD 2424/1986, de 10 de octubre, relativo a la aplicacién del
Convenio de Patente Europea, las patentes europeas que designen a Espafia y solicitadas
antes del 7-10-1992, no produciran ningtn efecto en Espafia en la medida en que confieran
proteccion a productos quimicos y farmacéuticos como tales.

Esta informacién no prejuzga que la patente esté o no incluida en la mencionada reserva.
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FIGURA 2
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FIGURA 4
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FIGURA 5
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FIGURA 6
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FIGURA 8
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FIGURA 9
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FIGURA 10
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FIGURA 12

Sec. ID. No 7

GGACCCGGCGGCTTTCCGCGCGCTGGTGGCCCAGTGCCTGGTGTGCGTGCCCTGGGACGC
CCTGGGCCGCCGAAAGGTGCGCGACCACCEGGTCACGGACCACACGCACGGGACCCTGCG

NFkB_CS1
GGGRQTYYQC
MFkB-¥HC-T.2
TGGGCTTCCCC
ACGGCCGCCCCCCGLCGCCCCCTCCTTCCCCCAGGTGGGCCTCCCCGGGGTCGGCGTCCG
TGCCGGCGGGEGECGECGGEGGAGGAAGGLGGTCCACCCGGAGGGGCCCCAGCCGCAGGT

Intronl
GCTGGGGTTCAGGIIGGCCGEGGGGAACCAGCGACATGCGGAGAGCAGCGCAGGCGACTC
COACCCCAACTCCTGCTGOCCCCCCTTGGTCGCTGTACGCCTCTCGTCGCGTCCGCTGAG

NFkB_CS!
GGGRQTYYCC
NFkB_C32
RGGGRMTYVYCC
Topo_1I:_. sitio de corte
RNYNUCHNGYNGKTNYNY
v--vt.‘.!-'.--o">
LGGGCGCTTCCCCCGCAGGTGTCCTGCCTGAAGGAGCTGGTGGCCCCAGTGCTGCAGAGG
TCCCGCGAAGSGGSTGTCCACAGGACGGACTTCCTCGACCACCGGGCTCACGACGTLTCC
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AAAACCCCAA AACCCCAALA CCCCTTTTAG AGCCCTGCAG TIGGAAATAT

51 AACCTCAGTA TTAATAAGCT CAGATTTTAA ATATTAATTA CAAAACCTAA
10l ATGGAGGTTG ATGTTGATAA TCAAGCTGAT AATCATGGCA TTCACTCAGC
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TETTAAGACT TGTGAAGAAA TTAAAGAAGC TAAAACGTTG TACTCTTIGGA
TCCAGAAAGT TATTAGATGA AGAAATCAAT CTCAAAGTCA TTATAAAGAT
TTAGAAGATA TTAAAATATT TGCGCAGACA AATATTGTTG CTACTCCACG
AGACTATAAT GAAGAAGATT TTAAAGTTAT TGCAAGAAAA GAAGTATTTT
CAACTGGACT AATGATCGAA CTTATTGACA AATGCTTAGT TGAACTTICTT
TCATCAAGCG ATGTTTCAGA TAGACAAAAA CTTCAATGAT TTGGATTTCA
ACTTAAGGGA AATCAATTAG CAAAGACCCA TTTATTAACA GCTCTTTCAA
CTCAAAAGCA GTATTTCTTT CAAGACGAAT GGAACCAAGT TAGAGCAATG
ATTGGAAATG AGCTCTTCCG ACATCTCTAC ACTAAATATT TAATATTCCA
GCGAACTTCT GAAGGAACTC TTGTTCAATT TTGCGGGAAT AACGTTTTIG
ATCATTTGAA AGTCAACGAT AAGTTTGACA AAAAGCAAAA AGCGTGGAGTA
GCAGACATGCA ATGAACCTCGC ATGTTGATCA ACCTGCAAAT ACAATGTCAA
GAATGAGAAA GATCACTTTC TCAACAACATCAACGCTGCCGC AATTGGAATA
ATATGAAATC AAGAACCAGA ATATTTTATT GCACTCATTT TAATAGAAAT
AACCAATTCT TCAAAAAGCA TGAGTTIGTG AGTAACAAAA ACAATATTIC
AGCGATGGAC AGAGCTCAGA CGATATTCAC GAATATATIC AGATTTAATA
GAATTAGAAA CAAGCTAAAA CATAAGSTTA TCGAAAAAAT TCGCCTACATC
CTTGAGAAAG TCAAAGATTT TAACTTCAAC TACTATTITAA CAAAATCTTGC
TCCTCTTCCA GAAAATTICGC GGGAACGGAA ACAAAAAATC GAALACTTIGA
TAAATAAAAC TAGAG2AGAA AAGTCGAAGT ACTATGAAGA GCTGTTTAGC
TACACAACTG ATAATAAATG CCTCACACAA TTTATTAATG AATTITTICTA
CAATATACTC CCCAAAGACT TTHTGACTGG AAGAAACCGT AAGAATITTC
AAAAGAAAGT TAAGAAATAT GTGCAACTAA ACAAGCATGA ACTCATTICAC
AAAAACTTAT TGCTTCAGAA GATCAATACA AGAGAAATAT CATGGATGCA
GGTTGAGACC TCTCGCAAAGC ATTTTITATTA TTTTGATCAC GAAAACATCT
ACGTCTTATG GAAATTGCTC CCATCTATAT TCGAGGATCT CCTCGTCTCG
CTGATTAGAT CATTTATCTA TGTCACCGAG CAACAGAAAA GTTACTCCAA
AACCTATTAC TACAGAAAGA ATATTTGGGA CGTCATTATG AAAATGTCAA
TCGCAGACTT A AAGAAGGAA ACCCTTCCTG AGGTCCAAGA AARAGAGGTT
GAAGAATGGCA AAAAGTCGCT TGCGATTTGCA CCTGGAAAAC TCAGACTAAT
ACCGAAGAAA ACTACTTICC GTCCAATTAT GACTTTCAAT AAGAAGATTC
TAAATTCAGA CCGGAAGACT ACAAAATTAA CTACAAATAC GAAGTTATTG
AACTCTCACT TAATGCTTAA GACATTGAAG AATAGAATGT TTAAAGATCC
TITTGGATTC GCTGTTTITA ACTATGATCA TCTAATGAAA AAGTATGAGG
AGTTTGTTTG CAAATGGAAG CAAGTTGGAC AACCAAAACTCTICTTICCA
ACTATGCGATA TCGAAAAGTG ATATCATAGT GTAAACAGAG AAAAACTATC
AACATTCCTA AAAACTACTA AATTACTTTC TTCAGATTTC TGGATTATCA
CTCGCACAAAT TCTAAAGAGA AAGAATAACA TAGTTATCGA TTCCAAAAAC
TTTAGAAAGA AAGAAATGAA AGATTATTIT AGACAGAAAT TCCAGAAGAT
TGCACTTGAA GGAGGACAAT ATCCAACCTT ATTCAGTGTT CTTGAAAATG
AACAAAALTGA CTTAAATGCA AAGAAAACAT TAATTGTTCA AGCAAAGCEAA
2GAAATTATT TTAAGAAAGA TAACTTACTT CAACCAGTCA TTAATATITG
CCAATATAAT TACATTAACT TTAATGOGAA GTTTTATAAA CAAACAAAAG
GAATTCCTCA AGGTCTT1CA GTTTCATCAA TTTTCGTCATC ATTTTATTAT
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GCAACATTAG AGGAAAGCTC CTTAGGATTC CTTAGAGATG AATCAATGAA
CCCTGAAAAT CCAAATGTTA ATCTTCTAAT GAGACTTACA GATGACTATC
TITTGATTAC. AACTCAAGAG AATAATGCAG TATTGTTTAT TGAGAAACTT
ATAAACGTAA GTCGTCAAAA TGGATTTAAA TTCAATATGA AGAAACTACA
GACTAGTITT CCATTAAGTC CAAGCAAATT TGCAAAATAC GGAATGGATA
GTGTTGAGGA GCAAAATATT GTTCAAGATT ACTGCGATTG GATTGGCATC
TCAATTGATA TGAAAACTCT TGCTTTAATG CCAAATATTA ACTTGAGAAT
AGAACGAATT CTGTGTACAC TCAATCTAAA CATGCAAACA AAGAAAGCAT
CAATGTCGCT CAAGAAGAAA CTAAAGTCGT TTTTAATGAA TAACATTACC
CATTATITTA GAAAGACGAT TACAACCGAA GACTTTGCCA ATAAAACTCT
CAACAAGTTA TTTATATCAG GCGGTTACAA ATACATGCAA TCAGCCAAAG
AATACAAGGA CCACTTTAAG AAGAACTTAG CTATGAGCAG TATGATCGAC
TTAGAGGTAT CTAAAATTAT ATACTCTGTA ACCAGAGCCAT TCTTTAAATA
CCTTGTOTGC AATATTAAGG ATACAATTT T TGGAGAGGAG CATTATCCAG
ACTTITTCCT TAGCACACTG AAGCACTTTA TTGAAATATT CAGCACAAAA
2AGTAC:TTIT TCAACAGAGT TTGCATGATC CTCAAGGCAA AAGAAGCAAA
CCTAAARAGT CGACCAATGTC AATCTCTAAT TCAATATGAT GCATAGTCGA
CTATTCTAAC TTATTTTGGA AAGTTAATTT TCAATTT1IG TCTTATATAC
TGGGGT1G GCGTTITGGG GTTGGGG
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351
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LEDIXIFAQT NIVATPRDYN EZDFKVIARK EVFSTGLMIE LIDKCLVELL
SSSDVSDRQK LQCFGFQLKG NQLAKTHLLT ALSTQKQYFF QDEWNQVRAM
IGNELFRHLY TKYLIFQRTS EGTLVQFCGN NVFDHLKVND KFDKKQXGGA
ADMNEPRCCS TCKYNVKNEX DHFLNNINVP NWNNMKSRTR [FYCTHFNRN
NQFFKKHEFV SNKNNISAMD RAQTIFTNIF RFNRIRKKIK DKVIEKIAYM
LEKVKDFNFN YYLTKSCPLP ENWRERKQKI ENLINKTREE KSKYYEELFS
YTTDNKCVTQ FINEFFYNIL PXDFLTGRNR KNFQKKVKKY VELNKHELH
KNLLLEXINT REISWMQVET SAKHFYYFDH ENIYVLWKLL RWIFEDLVVS
LIRCFFYVTE QQKSYSKTYY YRKNIWDVIM KMSIADLKKE TLAEVQEKEY
ESWKKSLGFA PGKLRLIPKK TIFRPIMTFN KKIVNSDRKT TKLTTNTKLL
NSHIMI XTLK NRMFKDPFGF AVFNYDDVMK KYEEFVCKWK QVGQPKLFFA
TMDIEXCYDS VNREKLSTFL KTTKLLSSDF WIMTAQILKR KNMVIDSKN
FRKXEMXDYF RQKFQKIALE GGQYPTLFSV LENEQNDLNA KKTLIVEAKO
RNYFTLLDNLL OPVINICQYN YINFNGKFYX QTKGIPQGLC VSSILSSFYY
ATLEZSSLG? LARDESMNPEN PNVNLLMRLT DDYLLITTQE NNAVLFIENL
INVSRENGFK FNMKKLOTSF PLSPSKFAKY GMDSVEEQNI VQDYCDWIG!
SIDMKTLALM PNINLRIEG] LCTLNLNMQT KKASMWLKXK LKSFLMNNTT
SYFRKTTT T OFANKTLNKL FISGGYXKYMQ CAKEYKDHFK KNLAMSSMID
CIYSKIIYSV TRAFFXYLVC NIKDTIFGEE HYPDFFLSTL KHFIEIFSTN

ZYTENRVEMI LRAKEAKLES DOCQSLIQYD A
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GCIgaccoscaaagrzagcacactacaggaccstagiaaagraaaagtaatcIcyrtactagiiitgaccgaceIgeet
ctatccitactacciitaagaaagatcgacagrggrigatgaccacegeccacacgectactaaacgggageggrtaaaca
tTaaaagraacacargaggcraaccoccicicattiagaataaggasagrggiteecactaacgaacadcgecoogcacta

ACLGC22A3AgACGRAGatTALCLICL22ACEAGGGGJACLAAQCACACCCGAAGJaAAAGAGAQLAALALACCCAQEYLT
gttgaagaaagcaaggataaclitggaacaagecicigecagatgacaggeraaatiiiggigaccgaactiitggraaaage
cCeaggrtatccatguiggciggectisctactyagacgaaaagaaactaaggatagritigaacactaacagecatta
atgrelracataaggrritgittiteccrgacitcaatotgcatgggtgaaaagaaaragigraagccacracggae
LCCgaaatagec2aatttctIggurectcaaagescaagiotaaagaacttattgaageottatgaggoeicaaaaacece
CCcTgatttaaaggaggaatestccaccgatgaggaaatggacagetratcagergeiaggagaagectaaceititge
2aaadagaasatzrcaltgggagacatcreiigacgaatcagatgeggagagiaiciccageggaccsiigacgrcaaca
2CTICTatTECtGaaatGratggteccacIgIcIcITo7aCLiTTogrageesiacgeagiteagigaccaaaggracce
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4985
S0s5
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S22s
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gcagcgctge
gcgegoreec
gccgetggece
ggacceggceg
acggeegecc
ccgagtgetg
gctgctggac
cctgcccaac
cegegtgggce
ggctcecage
tcaggccecegyg
ctggaaccat
gaggcgcggg
tgceceetgag
gecgtggaceq
cacctctttg
gcaccacgcg
cceggrgtac
geceeceeceec
gaccatcttt
gcececagege
gtgecectac
agccggergec
cacagaccce
cggcttegeg
caacgaacgce
gctctegetyg
gagccecaggyg
caagtrcecrg
tgtcacggag
caagttgcaa
ggaagcagag
ctgcatccecce
cagaacgttce
cagcgtgcete
cctggacgac
gccgectgag
ggacaggete
tcggtatgcece
cgtetetace
gaccagcccg
cagtggcctc
caagtcctac
cagectgtge
gctcctgegt
cttectcecagg
gacagrtggtg
gceggeccac
gcagagcgac

gtcctgetge
cgctgcegag
acgttegtgce
getttecgeg
ccecgeegeec
cagaggctgt
ggggcccgceyg
acggtgaccyg
gacgacgtge
tgcgectace
ceeccgecac
agcgtcaggy
ggcagtgccea
ccggagcgga
agtgaccgtg
gagggtgcgce
ggccccecat
gccgagacca
ctactcagct
ctgggttcca
tactggcaaa
ggggtgcrcc
tgrgcceggy
cgrcgectgyg
cgggecetgee
cgecreeceea
caggagctga
gttggctgtg
cactggctga
accacgette
agcacttggaa
gtcaggcagc
aagcctgacg
cgcagagaaa
aactacgage
atrccacaggg
ctgtactttg
acggaggcca
gtggrccaga
ttgacagacce
ctgagggatg
ttcgacgect
gtccagtgec
tacggcgaca
ttggtggatg
accetggdrce
aacttcecty
ggecctatceec
tactccagcet
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FIGURA 16
Pagina 1
(SecyD.No. 1)

gcacgtggga
ccgtgegetc
ggcgectggy
cgctggtggc
cctecetteeg
gcgagegegg
ggggcccece
acgcactgcg
tggttcacct
aggtgtgcgg
acgeragrgg
aggccggagt
gccgaageet
cgeceegttgy
gretctgtge
tctctggcac
ccacatcgeg
agcacttcct
ctctgaggce
ggccctggat
tgeggeccet
tcaagacgea
agaagcccca
tgcaggctgcet
tgegeegget
ggaacaccaa
cgrggaagat
tteecggeogce
tgagtgtgta
aaaagaacag
tcagacagca
atcgggaagc
ggctgeggceco
agagggccga
gggegeggeg
ccrggegecac
tcaaggtgga
tcgccagcat
aggccgecca
tccagecgea
ccgtcgtcat
tcctacgctt
aggggatcce
tggagaacaa
atttcttgte
gaggtgtcce
tagaagacga
cctggtgegyg
atgcceggac

ageccectggec
cctgcetgege
gecccaggqac
ccagtgeetg
ccaggtgtcee
cgcgaagaac
cgaggccttc
g99g9agcggg
gctggeacge
gcecgecgetg
aceccegaagyg
cccectggge
gcegttgececo
gcaggggtcece
ggrTgrcacce
gcgeccactcc
gccaccacgt
ctactcetca
cagcctgact
gccagggact
gtetctggag
ctgcccgetg
gggctctgtg
ccgccagcac
ggtgccceca
gaagttcatc
gagcgtgcegyg
agagcaccgt
cgregeecgag
gctetettte
cttgaagagg
caggcccgcce
gattgtgaac
gcgtcteace
cceceggecte
cttegtgetg
tgtgacgggce
catcaaaccc
tgggcacgtce
catgcgacag
cgagcagagc
catgtgccac
gcagggetce
gctgtttgcg
ggtgacacct
tgagtatggc
ggcecctgggt
cctgctgcetyg
cteccatcaga

ccggeeacee
agccactacce
tggcggetgyg
gtgtgegtgce
tgcectgaagg
gtgctggcct
accaccagcyg
gcgtgggggc
tgegegeret
taccagctcg
<gtcrgggac
ctgceragcece
aagaggccca
tgggcccace
gccagacceg
cacccatccg
cccrgggaca
ggcgacaagg
ggegetegga
ccccgcagge
ctgcrtggga
cgagctgegy
gcggcececcg
agcagcccct
ggcctetggg
tceceotgggga
gactgcgett
ctgcgtgagg
ctgetcaggt
taccggaaga
gtgcagctgc
ctgctgacgt
atggactacg
tcgagggtga
ctgggcgect
cgtgtgeggy
gcgtacgaca
cagaacacgt
cgcaaggect
tcegrggete
tcectccctga
cacgccgtgc
atecctcteca
gggattegge
cacctecaccc
tgcgrggtga
ggcacggcett
gataccegga

ccgcgatgcece
gcgaggtgcet
tgcagcgcgg
cctgggacgc
agetggtggce
tcggettege
tgcgcageta
tgectgetgeg
ttgtgctggt
gcgetgecac
gcgaacgggce
€gggtgcgag
ggcgtggecge
cgggcaggac
ccgaagaage
tgggcegeca
cgecttgtee
agcagctgeyg
ggctcegtgga
tgccecgece
accaecgcgca
tcacecccage
aggaggagga
ggcaggtgta
gctecaggca
agcatgeccaa
ggctgcgcag
agacccetggce
cttrerteea
gtgrcetggag
gggagctgtc
ccagacteceg
tegtgggage
aggcactgcot
ctgtgctggg
cccaggaccce
ccatcccceca
actgagtgcyg
tcaagagcca
acctgecagga
atgaggccag
gcatcagggyg
cgetgetecrg
gggacgggcet
acgcgaaaac
acttgcggaa
ttgtteagat
ccctggaggt

gccagtctca cctteaacceyg
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cggcttcaag
tcacagcectg
caagatecctc
tcagcaagtt
ctgctactce
cggecectcrg
gactcgacac
gctgagtcgg
actgecctea
gagcagacac
cacacccagg
catgtceggce
gagtgtccag
gggccagcett
ccagattcgce
aggtggagac
ccectgtacac

gaggrgerge

gctgggagga
cttctggatt
ctgctgcagy
tggaagaacc
atcctgaaag
ccctccgagg
cgrgtcacct
aagectecegg
gacttcaaga
cagcagccct
cccgecaeccge
tgaaggctga
cacacctgcc
ttecectecaceca
cattgttcac
cctgagaagg
aggcgaggac
gggagtaaaa
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FIGURA 16
Pagina 2
(Sec.ID. No. 1)

acatgcgtceyg
tgcaggtgaa
cgtacaggtt
ccacattttt
ccaagaacgc
ccgtgcagtg
acgtgccact
ggacgacgct
ccatcctgga
gtcacgccgg
tgggagtcrg
gtgteeggcet
gtcttcactt
ggagcccggce
ccetocgeect
accctgggag
cctgcacctg
tactgaatat

caaactcttt
cagcetcecag
tcacgcatgt
cctgegcegece
agggatgtcg
gctgtgecac
cctggggtca
gactgcectg
ctgatggcca
gctcracgte
aggcctgagt
gaggcctgag
ccccacagge
ttecactece
gegctccttet
ctectgggaat

gatgggggce
atgagrtree

ggggtctrgc
acggtgtgca
gtgctgcagc
atctctgaca
ctgggggcca
caagcattcc
ctcaggacag
gaggccgeag
cecegeecaca
ccagggaggqg
gagtgtttgg
cgagtgtcca
tggcgctcgg
cacataggaa
gccrtecace
ttggagtgac
cecetgtgggec
cagrtttgaa

ggctgaagtg
Ccaacatcta
tcccatttca
cggectecet
agggcgcegce
tgctcaaget
cccagacgcea
ccaaccegge
gcecaggcecga
aggggcggcee
ccgaggcctg
gccaaggget
ctccacceca
tagtccacece
cccaccatec
caaaggtgtg
adaattggggyg
aaaaa
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FIGURA 17

SUCUENCIA DE PROTEINA HUMANA TRT
{Sec. NO. 2)

MPRAPRCRAVRSLLRSHYREVLPLATFVRRLGPQGWRLVQRGDP

AAFRALVAQCLVCVPWDARPPPAAPSFRQVSCLKELVARVLQRLCERGAKNVLAFGFA
LLDGARGGPPEAFTTSVRSYLPNTVTDALRGSGAWGLLLRRVGDDVLVHLLARCALFV
LVAPSCAYQVCGPPLYQLGAATQARPPPHASGPRRRLGCERAWNHSVREAGVPLGLPA
PGARRRGGSASRSLPLPKRPRRGAAPE PERTPVGQGSWAHPGRTRGPSDRGFCUVSPA
RPAEEATSLEGALSGTRHSHPSVGRQHHAGPPSTSRPPRPWDTPCPPVYAETKHFLYS
SGDXKEQLRPSFLLSSLRPSLTGARRLVET I FLGSRPWMPGTPRRLPRLPQRYWQMRPL
f LELLGNHAQCPYGVLLKTHCPLRAAVTPAAGVCAREKPQGSVAAPEEEDTDPRRLVQ
LLRQHSS PWQVYGFVRACLRRLVPPGLWGSRHNERRFLRNTKKF ISLGKHAKLSLQEL
TWKMSVRDCAWLRRS PGVGCVPAAEHRLREEI LAKFLHWLMSVYVVELLRSFFYVTET
TFQKNRLFFYRKSVWSKLQSIGIRQHLKRVQLRELSEAEVRQHREARPALLTSRLRF I
PKPDGLRPIVNMDYVVGARTFRREKRAERLTSRVKALFSVLNYERARRPGLLGASVLG
LCDIHRAWRTFVLRVRAQDEPPPELYFVKVDVTGAYDTIPQDRLTEVIASIIKPQNTYC
VRRYAVVQKAAHGHVRKAFKSHVSTLTDLQPYMRQFVAHLQETSPLRDAVVIEQSSSL
NEASSGLFDVFLRFMCHHAVRIRGKSYVQCQGI PQGSILSTLLCSLCYGDMENKLFAG
IRRDGLLLRLVDDFLLVTPELTHAKTFLRTLVRGVPEYGCVVNLRK TVVNFPVEDEAL
GGTAFVQMPAHGLFPWCGLLLDTRTLEVQSDYSSYARTS IRASLTFNRGFKAGRNMRR
KLFGVLRLKCHSLFLDLQUNSLQTVCTNIYKILLLQAYRFHACVLQLPFHQQVWKNET
FFLRVISDTASLCYSILKAKNAGMSLGAKGAAGPLPSEAVOWLCHOAFLLKLTRHRVT

YVPLLGSLRTAQTQLSRKLPGTTLTALEAAANPALPSDFKTILD
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FIGURA 18

Clor: 712562
(Sec.IDNO.3)

GGCCAAGTTCCTGCACTGGCTGATGAGTGTGTACGTCGTCGAGCTGCTCAGGTCTTTCTT
TTATGTCACGGAGACCACGTTTCAAAAGAACAGGCTCTTTTTCTACCGGAAGAGTGTCTG
GAGCAAGTTGCAAAGCATTGGAATCAGACAGCACTTGAAGAGGGTGCAGCTGCGGGAGCT
GTCGGAAGCAGAGGTCAGGCAGCATCGGGAAGCCAGGCCCGCCCTGCTGACGTCCAGACT
CCGCTTCATCCCCAAGCCTGACGGGCTGCGGCCGATTGTGAACATGGACTACGTCGTGGG
AGCCAGAACGTTCCGCAGAGAAAAGAGGGCCGAGCGTCTCACCTCGAGGGTGAAGGCACT
GTTCAGCGTGCTCAACTACGAGCGGGCGCGGCGCCCCGGCCTCCTGGGCGCCTCTGTGCT
GGGCCTGGACGATATCCACAGGGCCTGGCGCACCTTCGTGCTGCGTGTGCGGGCCCAGGA
CCCGCCGCCTGAGCTGTACTTTGTCAAGGTGGATGTGACGGGCGCGTACGACACCATCCC
CCAGGACAGGCTCACGGAGGTCATCGCCAGCATCATCAAACCCCAGAACACGTACTGCGT
GCGTCGGTATGCCGTGGTCCAGAAGGCCGCCCATGGGCACGTCCGCAAGGCCTTCAAGAG
CCACGTCCTACGTCCAGTGCCAGGGGATCCCGCAGGGCTCCATCCTCTCCACGCTGCTCT
GCAGCCTGTGCTACGGCGACATGGAGAACAAGCTGTTTGCGGGGATTCGGCGGGACGGGT
TGCTCCTGCGTTTGGTGGATGATTICTTGTTGGTGACACCTCACCTCACCCACGCGARARN
CCTTCCTCAGGACCCTGGTCCGAGGTGTCCCTGAGTATGGCTGCGTGGTGAACTTGCGGA
AGACAGTGGTGAACTTCCCTGTAGAAGACGAGGCCCTGGGTGGCACGGCTTTTGTTCAGA
TGCCGGCCCACGGCCTATTCCCCTGGTGCGGCCTGCTGCTGGATACCCGGACCCTGGAGG
TGCAGAGCGACTACTCCAGCTATGCCCGGACCTCCATCAGAGCCAGTCTCACCTTCAACC
GCGGCTTCAAGGCTGGGAGGAACATGCGTCGCARAACTCTTTGGGGTCTTGCGGCTGAAGT
GTCACAGCCTGTTTCTGGATTTGCAGGTGAACAGCCTCCAGACGGTGTGCACCAACATCT
ACAAGATCCTCCTGCTGCAGGCGTACAGGTTTCACGCATGTGTGCTGCAGCTCCCATTTC
ATCAGCAAGTTTGGAAGAACCCCACATTTTTCCTGCGCGTCATCTCTGACACGGCCTCCC
TCTGCTACTCCATCCTGAAAGCCAAGAACGCAGGGATGTCGCTGGGGGCCAAGGGCGCCG
CCGGCLC7TCTGCCCTCCGAGGCCGTGCAGTGGCTGTGCCACCAAGCATTCCTGCTCAAGC
TGACTCGACACCGTGTCACCTACGTGCCACTCCTGGGGTCACTCAGGACAGCCCAGACGC
AGCTGAGTCGGAAGCTCCCGGGGACGACGCTGACTGCCCTGGAGGCCGCAGCCAACCCGG
CACTGCCCTCAGACTTCAAGACCATCCTGGACTGATGGCCACCCGCCCACAGCCAGGCCG
AGAGCAGACACCAGCAGCCCTGTCACGCCGGGCTCTACGTCCCAGGGAGGGAGGGGCGGC
CCACACCCAGGCCTGCACCGCTGGGAGTCTGAGGCCTGAGTGAGTGTTTGGCCGAGGCCT
GCATGTCCGGCTGAAGGCTGAGTGTCCGGCTGAGCGCCTGAGCGAGTGTCCAGCCAAGGGC
TGAGTGTCCAGCACACCTGCCGTCTTCACTTCCCCACAGGCTGGCGCTCGGCTCCACCCC
AGGGCCAGCTTTTCCTCACCAGGAGCCCGGCTTCCACTCCCCACATAGGAATAGTCCATC
CCCAGATTCGCCATTGTTCACCCCTCGCCCTGCCCTCCTTTGCCTTCCACCCCCACCATC
CAGGTGGAGACCCTGAGAAGGACCCTGGGAGCTCTGGGAATTTGGAGTGACCAAAGGTGT
GCCCTGTACACAGGCGAGGACCCTGCACCTGGATGGGGGTCCCTGTGGGTCAAATTGGGG
GGAGGTGCTGTGGGAGTARAATACTGAATATATGAGTTTTTCAGTTTTGOAAAAARAAAAA

AAARARAAAAARARADA
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FIGURA 19

Sec. IDNO. 10

MetServValTyrValvalGluLeuLeuArgSerPhePhe
TyrValThrGluThrThrPheGlnLysAsnArgLeuPhePheTyrArgLysSerValTrp
SerLysLeuGlnSerIleGlylleArgGlnHisLeuLysArgValGlnLeuArgGluLeu
SerGluAlaGluValArgGlnHisArgGluAlaAxrgProAlaLeuLeuThrSerArgLeu
ArgPhelleProLysProAspGlyLeuArgProlleValAsnMetAspTyrValValGly
AlaArgThrPheArgArgGluLysArgAlaGluArgLeuThrSerArgVallysAlaLeu
PheSerValLeuAsnTyrGluArgAlaArgArgProGlyLeuLeuGlyAlaSerValleu
GlyLeuAspAsplleHisArgAlaTrpArgThrPhevValLeuArgValArgAlaGlnAsp
ProProProGluLeuTyrPheValLysValAspValThrGlyAlaTyrAspThrIlePro
GlnAspArgLeuThrGluvalIleAlaSerIlelleLysProGlnAsnThxTyrCysval
ArgArgTyrAlaValValGlnLysAlaAlaHisGlyHisValArgLysAlaPheLysSer
HisValLeuArgProValProGlyAspProAlaGlyLeuHisProlLeuHisAlaAlaLeu
GlnProValLeuArgArgHisGlyGluGlnAlaValCysGlyAspSerAlaGlyArgAla
AlaProAlaPheGlyGly
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FIGURA 20

Pagina1

SECUENCIA N° 4 (DNA) Y SECUENCIA N° 5 (PROTEINA)
(TRADUCCION DE UNA VARIANTE A182 hTRT)
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FIGURA 20
Pagina 4
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FIGURA 20

Pagina 5
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FIGURA 20
Pagina 6
740 750
asn thr tyr cys val arg arg tyr ala val val gln lys ala ala
AAC ACG TAC TGC GTG CGT CGG TAT GCC GTG GTC CAG AAG GCC GCC

760
his gly his val arg lys ala phe lys ser his val leu arg pro

CAT GGG CAC GTC CGC AAG GCC TTC AAG AGC CAC GTC CTA CGT ccCa
770 780

val pro gly asp pro ala gly leu his pro leu his ala ala leu

GTG CCA GGG GAT CCC GCA GGG CTC CAT CCT CTC CAC GCT GCT CTG

790

aln pro val leu-arg arg his gly glu gln ala val cys gly asp

CAG CCT GTG CTA CGG CGA CAT GGA GAA CAAR GCT GTT TGC GGG GAT
800 807

ser ala gly arg ala ala pro ala phe gly gly OP

TCG GCG GGA CGG GCT GCT CCT GCG TTT GGT GGA TGA TTTCTTGTTGGT

GACACCTCACCTCACCCACGCGAAAACCTTCCTCAGGACCCTGGTCCGAGGTGTCCCTGA

GTATGGCTGCGTGGTGAACTTGCGGAAGACAGTGGTGAACTTCCCTGTAGAAGACGAGSC

CCTGGGTGGCACGGCTTTTGTTCAGATGCCGGCCCACGGCCTATTCCCCTGGTGCGGCCT

GCTGCTGGATACCCGGACCCTGGAGGTGCAGAGCGACTACTCCAGCTATGCCCGGACCTC

CATCAGAGCCAGTCTCACCTTCAACCGCGGCTTCAAGGCTGGGAGGAACATGCGTCGCAA

ACTCTTTGGGGTCTTGCGGCTGAAGTGTCACAGCCTGTTTCTGGATTTGCAGGTGAACAG

CCTCCAGACGGTGTGCACCAACATCTACAAGATCCTCCTGCTGCAGGCGTACAGGTTTCA

CGCATGTGTGCTGCAGCTCCCATTTCATCAGCAAGTTTGGAAGAACCCCACATTTTTCCT

GCGCGTCATCTCTGACACGGCCTCCCICTGCTACTCCATCCTGAARGCCAAGAACGCAGG

GATGTCGCTGGGGGCCAAGGGCGCCGCCGGCCCTCTGCCCTCCGAGGCCGTGCAGTGGCT

GTGCCACCAAGCATTCCTGCTCAAGCTGACTCGACACCGTGTCACCTACGTGCCACTCCT
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FIGURA 20
Pagina 7
GSQGTCACTCAGGACAGCCCAGACGCAGCTGAGTCGGAAGCTCCCGGGGACGACGCTGAC
TGCCCTGGAGGCCGCAGCCAACCCGGCACTGCCCTCAGACT TCAAGACCATCCTGGACTG
ATGGCCACCCGCCCACAGCCAGGCCGAGAGCAGACACCAGCAGCCCTGTCACGCCGGGCET
CTACGTCCCAGGGAGGGAGGGGCGGCCCACACCCAGGCCCGCACCGCTGGGAGTCTGAGS
CCTGAGTGAGTGTTTIGGCCGAGGCCTGCATGTCCGGCTGAAGGCTGAGTGTCCGGCTGAG
GCCTGAGCGAGTGTCCAGCCAAGGGCTGAGTGTCCAGCACACCTGCCGTCTTCAGTTCCC
CACAGGCTGGCGCTCGGCTCCACCCCAGGGCCAGCTTTTCCTCACCAGGAGCCCGGCTTC
CACTCCCCACATAGGAATAGTCCATCCCCAGATTCGCCATTGTTCACCCCTCGCCCTGCC
CTCCTTTGCCTTCCACCCCCACCATCCAGGTGGAGACCCTGAGAAGGACCCTGGGAGCTC
TCGGGAATTTGGAGTGACCAAAGGTGTGCCCTGTACACAGGCGAGGACCCTGCACCTGGAT

GGGGGTCCCTGTGGGTCAAATTGGGGGGAGGTGCTGTGGGAGTAAAATACTGAATATATG

AGTTTTTCAGTTTTGAAAAAAAAAARAAAAARAAAARARNRARARAR
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FIGURA 21

Genomic DNA insert of pGRN144

Sec. ID. No. 6

CCATGGGACCCACTGCAGGGGCAGCTGGGAGGCTGCAGGCTTCAGGTCCCAGTGEGGTTG
GGTACCCTGGGTGACGTCCCCGTCGACCCTCCGACGTCCGAAGTCCAGGGTCACCCCAAC

CCATCTGCCAGTAGAAACCTGATGTAGAATCAGGGCGCGAGTGTGGACACTGTCCTGAAT
GGTAGACGGTCATCTTTGGACTACATCTTAGTCCCGCGCTCACACCTGTGACAGGACTTA

CTCAATGTCTCAGTGTGTGCTGARACATGTAGAAATTAAAGTCCATCCCTCCTACTCTAC
GAGTTACAGAGTCACACACGACTTTGTACATCTTTAATTTCAGGTAGGGAGGATGAGATG

TGGGATTGAGCCCCTTCCCTATCCCCCCCCAGGGGCAGAGGAGTTCCTCTCACTCCTGTG
ACCCTAACTCGGGGAAGGGATAGGGGEGGGTCCCCGTCTCCTCARGGAGRGTGAGGACAC

GAGGAAGGAATGATACTTIGTTATTTTTCACTGCTGGTACTGAATCCACTGTTTCATTTG
CTCCTTCCTTACTATGARACAATAAAAAGTGACGACCATGACTTAGGTGACAAAGTAARAC

L2 RX2 22233222222 2ARRT 222 222222222222 )

TTGGTTTGTTTGTTITGTITTGAGRGGCGGTTTCACTCTTGTTGCTCAGGCTGGAGGGAG
AACCAAACAAACARAACARAACTCTCCGCCAAAGTGAGAACAACGAGTCCGACTTCCCTC
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FIGURA 21 (continuacién, 2 a 6)

CCAAT
LA ALRARA 2SS S 2 2N
GAAGCTCACCCCACTCARGTGTTGTGGTGTTTTARGCCARTGATAGAATTTTTTTATTGT
CTTCGAGTGGGGTGAGTTCACAACACCACAAARTTCGGTTACTATCTTAAAAAAATAACA

TGTTAGAACACTCTTGATGTTTTACACTGTGATGACTAAGACATCATCAGCTTTTCAAAG
ACAATCTTGTGAGARCTACARRATGTGACACTACTGATTCTGTAGTAGTCGARAAGTTTC

CAP
2222122222222 3S
ACACACTARCTGCACCCATAATACTGGGGTGTCTTCTGGGTATCAGCGATCTTCATTGAA
TGTGTGATTGACGTGGGTATTATGACCCCACAGAAGRCCCATAGTCGCTAGAAGTAACTT

CAP
TtRteUTRENIETY
TGCCGGGAGGCGTTTCCTCGCCATGCACATGGTGTTAATTACTCCAGCATAATCTTCTGC
ACGGCCCTCCGCARAGGAGCGGTACGTGTACCACAATTAATGAGGTCGTATTAGAAGACG

0..)

TTCCATTTCTTCTCTTCCCTCTTTTARAATTGTGTTTTCTATGTIGGCTTCTCTGCAGAG
AAGGTAAAGAAGAGAAGGGAGARRATTTTAACACAARAGATACAACCGAAGAGACGTCTC

CAP

(AL A AR AR AR L AR B

ARCCAGTGTARGCTACAACTTAACTTITGTIGGAACRAATTTTCCARACCGCCCCTTIGC
TTGGTCACATTCGATGTIGAATTGAAAACAACCTTGTTTAARAGGTTTGGCGGGGAARCG

CCTAGTGGCAGAGACAATTCACAARCACAGCCCTTTAARAAGGCTTAGGGARTCACTARGG
GGATCACCGTCTCTGTTARGTG TTTG TG TCGGGAARTTITTCCGAATCCCTAGTGATTCC

GGATTTCTAGAAGAGCGACCCGTARATCCTTAAGTATTTACAAGACGAGGCTAACCTCCAG
CCTRAARGATCTTCTCGCTGGGCATTAGGAATTCATARATGTTCTGCTCCGATTGGAGGTC

CGAGCGTGACAGCCCAGGGAGGGETGCGAGGCCTGTT'CAAATGCTAAGCTTCCATAAATAA
GCTOGCACTGTCGGG TCCCTCCCACGCTCOGGACARGTTTACGATTCGAAGGTATTTATT

AGCAARTTTCCTCCGGCAGTTICTGGAAAGTAGGAARGGTTARCATTTARGGTTGCGTTT
TCGTTTAARGGAGGCCGTCARAGACCTTTCATCCTTTCCAATTGTAAATTCCAACGCAAR

GTTAGCATTTCAGTGTTTGCCGACCTCAGCTAACAGCATCCCTGCAAGGCCTCGGGAGAC
CAATCGTAAAGTCACAAACGGCTGGAGTCGATTGTCGTAGGGACGTTCCGGAGCCCTCTG

CCAGAAGTTTCTCGCCCCTTAGATCCAAACTTGAGCAACCCGGAGTCTGGATTCCTGGGA
GGTCTTCAARGAGCGGGGAATCTAGGTTTGAACTCGTTGGGCCTCAGACCTAAGGACCCT

Topoll

\A 22222 SRS d Rl
AGTCCTCAGCTGTCCTGCGGTTGTGCCGGGGCCCCAGGTCTGGAGGGGACCAGTGGCCGT
TCAGGAGTCGACAGGACGCCAACACGGCCCCGGGGTCCAGACCTCCCCTGGTCACCGGCA

GTGGCTTCTACTGCTGGGCTGGARGTCGGGCCTCCTAGCTCTGCAGTCCGAGGCTTGGAG
CACCGAAGATGACGACCCGACCTTCAGCCCGGAGGATCGAGACGTCAGGCTCCGAACCTC
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FIGURA 21 (continuacion, 3 a 6)

CCAGGTGCCTGGA_CCCCGAGGCTGCCCTCCACC CTGTGCGGGCGGGATGTGACCAGATGT
GGTCCACGGACCTGGGGCTCCGACGGGAGGTGGGACACGCCCGCCCTACACTGGTCTACA

TGGCCTCATCTGCCAGACAGAGTGCCGGGGCCCAGGGTCAAGGCCGTTGTGGCTGGTGTG
ACCGGAGTAGACGGTCTGTCTCACGGCCCCGGGTCCCAGTTCCGGCAACACCGACCACAC

AGGCGCCCGCTGCGCGGCCAGCAGGAGCGCCTGGCTCCATTTCCCACCCTTTCTCGACGG
TCCGCGGGCCACGCGCCGGTCGTCCTCGCGGACCGAGGTAAAGGGTGGGAAAGAGCTGCC

GACCGCCCCGGTGGGTGATTARCAGATATTIGGGGTGGTTTGCTCATGGTGGGGACCCCTT
CTGGCGGGGCCACCCACTARTTGTCTATAACCCCACCAARCGAGTACCACCCCTGGGGAR

CGCCGCCTGAGAACCTGCAAAGAGAAATGACGGGCCTGTGTCAAGGAGCCCAAGTOGCGG
GCGGCGGACTCTTGGACGTTTCTCTTTACTGCCCGGACACAGTTCCTCGGGTTCAGCGCC

GGAAGTGTTGCAGGGAGGCACTCCGGGAGETCCCGCGTGCCCGTCCAGGGAGCAATGCGT
CCTTCACAACGTCCCTCCGTGAGGCCCTCCAGGGCGCACGGGCAGGTCCCTCGTTACGCA

CCTCGGGTTCGTCCCCAGCCGCGTCTACGCGCCTCCGTCCTCCCCTTCACGTCOGGCATT
GGAGCCCAAGCAGGGGTCGGOGCAGATGCGCGRAGGCAGGAGGGGARGTGCAGGCCGTAA

CGTGGTGCCCGGAGCCCGACGLCCOGLGTCCGGACCTGRAGGCAGCCCTGGGTCTCOGGA
GCACCACGGGCCTCGGGCTGOGGEGCGCAGGCCTGGACCTCCGTCGGGACCCAGAGGCCT

TCAGGCCAGCGGCCAAAGGGTCGCCGCACGCACCTGTTCCCAGGGCCTCCACATCATGGC
AGTCCGGTCGCOGGTTTCCCAGCGGCGTGCG TGGACAAGGGTCCCGGAGGTGTAGTACCG

CCCTCCCTCGGGTTACCCCACAGCCTAGGCCGATTOGACCTCTCTCOGCTGGGGCCCTCG
GGGAGGGAGCCCAATGGGGTGTCGGATCOGGCTAAGCTGGAGAGAGGCGACCCCGGGAGT

sp1

(IR X RN
CTGGCGTCCCTGCACCCTGGGAGCGCGAGCGGCGCGCGEGCEGGGAAGCCCGGCCCAGAC
GACCGCAGGGACGTGGGACCCTOGCGCTCECOGCGCGCCCGCCCCTTCGCGCCGGGTCTS

CCCCOGGGTCCGCCCGGAGCAGCTGCGCTGTCGGGGCCAGGCCGGGCTCCCAGTGGATTCG
GGGGCCCAGGCGGGCCTCETCGACGCGACAGCCCCGGTCCGGCCCGAGGGTCACCTAAGC

CGGGCARCAGACGCCCAGGACCGCGCTTCCCACGTGGCGGAGGGACTGGGGACCCGGGCA
GCCCGTTGTCTGCGEG TCCTGGCGCGAAGGGTGCACCGCCTCCCTGACCCCTGGGCCCGT

E2F
L 2422222
CCGGTCCTGCCCCTTCACCTTCCAGCTCCGCCTCGTCCGCGCGGAACCCCGCCCCGTCCC
GGCCAGGACGGGGAAGTGGAAGGTCGAGGCGGAGCAGGCGCGCCTTCGGGCGGGGCAGGG

GAACCCTTCCCGGCTCCCCGGECCCAGCCCCTTCCGGGCCATCCCAGCCCGTCCCGTTCCT
CTTGGGAAGGGCCCAGGGGCCGGGTCGGEGARAGGCCCGGTAGGGTCGGGCAGGGCAAGGA

175
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FIGURA 21 (continuacion, 4 a 6)

E2F KFkB

LA AL R R 2L LA A RSS2 K24 (22222 22222222 dd X2

TTTCCGCGGCCCCGCCCTCTCCTCGCGGCGCGAGTTTCAGGCAGCGCTGCGTCCTGCTGC
AAAGGCGCCGGGGCGGGAGAGGAGCGCCGCGCTCARAGTCCGTCGCGACGCAGGACGACG

hTRTS®
[ AR S AR RS ARl Rssll sl B
GCACGTGGGAAGCCCTGGCCCCGGCCACCCCCGCGATGCOGCGCECTCCCCGCTGCCGAG
CGTGCACCCTTCGGGACCGGEECCEETEGEGECGCTACGGCGOGOGAGEEECGACEGCTC

COGTGCGCTCCCTGCTGCGCAGCCACTACCGLGAGGTGCTGCOGCTGGCCACGTTCGTGC
GGCACGOGAGGGACGALGCGTOGG TGATGGCOGCTCCACGACGGCGACCGGTGCAAGCACG

E2P

LA A SR 2]

GGCGCCTGEGEGCCCCAGGGCTGEGCGGCTGGTGCAGCGCGEGGACCOGGCEGCTTTCCGLG
CCGOGGACCCCGGGGTCCCGACCGCOGACCACGTCGOGCCCCTGGGCOGCOGARAGGOGC

*

CGCTGGTGGCCCAGTGCCTGG TG TGCGTGCCCTGGGACGCACGGCOGCCCCCOGCCGLCC
GCGACCACCGGGTCACGGACCACACGCACGGGACCCTGOGTGLCGGLGGEEGGCGGTGEE

NFkB

(22 R 2 ZRE S R2ZZ SRS S RSN R RS R SRR AR A2 RS X

CCTCCTTCCGCCAGGTGEGCCTCCCCCGEGTCGEOGTCCGGCTCLGGTTGAGGGCGGLCE
GGAGGAAGGCGGTCCACCCGGAGGGGCCCCAGCOGCAGGCOGACCCCARCTCCCGCCGGC

Topo_I1_ corte

+4+ ¢t rt+ 4

NFkB

sreCcocosooeE s

Intronl

LA AL A4S d Al Al Al il d AR XAl dld Rl il ll Ll d RN

GGGGGARCCAGCGACATGCGGAGAGCAGCGCAGGCGACTCAGGGCGCTTCCCCCGCAGGT
CCCCCTTGGTCGCTGTACGCCTCTCGTCGCGTCCGCTGAGTCCCGCGAAGGGGGCGTCCA
e_sitio

GTCCTGCCTGARGGAGCTGGTGGCCCGAGTGCTGCAGAGGCTGTGCGAGCGCGGCGCGAA
CAGGACGGACTTCCTCGACCACCGGGCTCACGACGTCTCCGACACGCTCGCGCCGCGCTT

GAACGTGCTGGCCTTCGGCTTCGCGCTGCTGGACGGGGCCCGCEEGGGCCCCCCCGAGGC
CTTGCACGACCGGAAGCCGAAGCGCCACGACCTGCCCCGGGCGCCCCCGEGGGGGCTCCG

CTTCACCACCAGCGTGCGCAGCTACCTGCCCAACACGGTGACCGACGCACTGCGGGGGAG
QR AT TaATCACACRCETORATERACRARTTRTACC ACTRRCTRCRTGACEOC O OCTE
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FIGURA 21 (continuacién, 5 a 6)

CGGGGCGTGGGEEGCTGCTGCTGCGCCGCGTGGGCGACGACGTGCTGGTTCACCTGCTGGE
GCCCCGCACCCCCGACGACGACGCGGCGCACCCGCTGCTGCACGACCAAGTGGACGACCG

ACGCTGCGCACTCTTTGTGCTGETGECTCCCAGCTGCGCCTACCAGGTETGCGEGCCGCC
TGCGACGCGCGAGAAACACGACCACCGAGGGTCGACGCGGATGGTCCACACGCCCGGCGE

GCTGTACCAGCTCGGOGCTGCCACTCAGGCCCGGCCCCCAGCCACACGETAGTGGACCCCG
CGACATGGTCGAGCCGCGACGGTGAGTCCGGEGCCGGEEGCGETGTGCGATCACCTGGGGT

ARGGCGTCTGGGATGCGAACGGGCCTGGAACCATAGCGTCAGGGAGGCCGGGGTCCCCCT
TTCCGCAGACCCTACGCTTGCCCGGACCTTGGTATCGCAGTCCCTCCEGGCCCCAGGGGGA

GGGCCTGCCAGCCCCGGETGCGAGGAGGCGCGGGGGCAGTGCCAGCCGAAGTCTGCCGTT
CCCGGACGGTOGEGGCCCACGCTCCTCCGOGCCCCOGTCACCGTCGGCTTCAGACGGCAA

GCCCAAGAGGCCCAGGCGTGGOGCTGCCCCTGAGCCGRAGCGGACGCCCGTTGGGCAGGS
CGGETTCTCOGGGTCCGCACCGOGACGGEGACTCGGCCTCGCCTGCGGGCAACCCGTCCC

GTCCTGGGCCCACCCGGGCAGGACGCGTGGACCGAGTGACCGTGGTTTCTGTGTGGTGTC
CAGGACCOGGETGGGCCCGTCCTGCGCACCTGGCTCACTGGCACCAAAGACACACCACAG

ACCTGCCAGACCCGCCGAAGAAGCCACCTCTTTGGAGGGTGCGCTCTCTGGCACGCOGCCA
TGRACGGTCTGGGCGGCTTCTTCGGTGGAGAAACCTCCCACGCGAGAGACCGTGCGLGGT

CTCCCACCCATCCGTGGGCOGCCAGCACCACGCGGGLCCCCCCATCCACATCGOGGCCACC
GRGGGTGGGTAGGCACCCGGCGGTCGTGGTGOGCCOGGGGGGTAGGTGTAGCGCCGGTGG

ACGTCCCTGGGACACGLCCTTGTCCCCOGGTGTACGCOGAGACCAAGCACTTCCTCTALTC
TGCAGGGACCCTGTGCGGARCAGGGGGCCACATGCGGCTCTGGTTCGTGARGGAGATGAG

CTCAGGCGACRAGGAGCAGCTGOGGCCCTCCTTCCTACTCAGCTCTCTGAGGCCCAGCCT
GAGTCCGCTGTTCCTCGTOGACGCCGGGAGGAAGGATGAGTCGAGAGACTCCGGGTCGGA

GACTGGCOGCTCOGGAGGCTOGTGGAGACCATCTTTCTGGG TTCCAGGCCCTGGATGCCAGG
CTGACCGCGAGCCTCCGAGCACCTCTGGTAGAAAGACCCAAGGTCCGGGACCTACGGTCC

GACTCCCCGCAGGTTGCCCOGCCTGCCCCAGCGCTACTGGCAAATGCGGCCCCTGTTTCT
CTGAGGGGCGTCCAACGGEGCOGGACCGGGTCGCGATGACCGTTTACGCCGGGGACARAGA

GGAGCTGCTTGGGAACCACGCGCAGTGCCCCTACGEGGTGCTCCTCAAGACGLACTGLCC
CCTCGACGAACCCTTGGTGCGCEGTCACGGGGATGCCCCACGAGGAGTTCTGCGTCGACGGG

GCTGCGAGCTGCGGTCACCCCAGCAGCCGGTGTCTGTGCCCGGCAGAAGCCCCAGGGCTC
CGACGCTCGACGCCAGTGGEGTCGTCGGCCACAGACACGGGCCCTCTTCGGGGTCCCGAG

TGTGGCGGCCCCCGAGGAGGAGGACACAGACCCCCGTCGCCTGGTGCAGCTGCTCCGCCA
RCACCGCCGGGGGCTCCTCCTCCTGTGTCTGGGGGCAGCGGACCACGTCGACGAGGCGGT

GCACAGCAGCCCCTGGCAGGTGTACGGCTTCGTGOGGGECCTGCCTGCGCCGGCTGGTGCC
CGTGTCGTCGGGGACCGTCCACATGCCGAAGCACGCCCGGACGGACGCGGCCGACCACGG

CCCAGGCCTCTGGGGCTCCAGGCACAACGAACGCCGCTTCCTCAGGAACACCAAGAAGTT
GGGTCCGGAGACCCCGAGGTCCGTGTTGCTTGCGGCGAAGGAGTCCTTGTGGTTCTTCAR

177
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FIGURA 21 (continuacion, 6 a 6)

CATCTCCCTGGGGAAGCATGCCAAGCTCTCGCTGCAGGAGCTGACGTGGAAGATGAGCGT
GTAGAGGGACCCCTTCCTACGGTTCGAGAGCGACGTCCTCGACTGCACCTTCTACTCGCA

(2222222022l R Y Y

GCGGGACTGCGCTTGGCTGCOGCAGGAGCCCAGGTGAGGAGGTGGTGGCCGTCGAGGGLCC
CGCCCTGACGCGAACCGACGCGTCCTCGGGTCCACTCCTCCACCACCGGCAGCTCCCGGG

Intron2
2 2 222222223 22222 2 X222 X2 R R RSS2 222 22 X2 2R 222X SRR 2 &2 22
AGGCCCCAGAGCTGAATGCAGTAGGGGCTCAGAAAAGGGGGCAGGCAGAGCCCTGGTCCT
TCCGGGGETCTCGACTTACGTCATCCCCGAGTCTTTTCCCCCGTCCGTCTCGGGACCAGGA

I 2 2 2 22222 2 R R 2 R 2R RS SRS RS 22222222 X2 2222 22202 R X2 XN

CCTGTCTCCATCGTCACGTGGGCACACGTGGCTTTTCGCTCAGGACGTCGAGTGGACACG
GGACAGAGGTAGCAGTGCACCCGTGTGCACCGARAAAGCGAGTCCTGCAGCTCACCTGTGC

I
GTGATCGAGGTCGAC
CACTAGCTCCAGCTG
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FIGURA 22
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FIGURA 23
EST AR281296

{ Sec. ID. No.

tgagtgtgta
aaaagaacag
tcagacagca
atcgggaagc
ggctgcggcec
agagggccga
gggcgceg

8)

cgtcgtcgag
getctettte
cttgaagagg
caggcccgec
gattgtgaac
gcgtctcacc

ctgctcaggt
taccggaaga
gtgcagctgce
ctgctgacgt
atggactacg
tcgagggtga

ctttctttta
gtgtctggag
gggacgtgtc
ccagactccg
tcgtgggagc
aggcactgtt
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FIGURA 24
(sec.]D. No. 9)

TCTACCTTGACAGACCTCCAGCCGTACATGCGACAGTTICGTGGCTCACCTGCAGGAG
ACCAGCCCGCTGAGGGATGCCGTCGTCATCGAGCAGAGCTCCTCCCTGAATGAGGC

CAGCAGTGGCCTCTTCGACGTCTTCCTACGCTTCATGTGCCACCACGCCGTGCGCAT
CAGGGGCAAGTC
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FIGURA 25
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FIGURA 26
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FIGURA 27
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FIGURA 28
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FIGURA 29
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FIGURA 30
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FIGURA 31
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FIGURA 32
Telomerasa S Y Telomerasa 5
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FIGURA 33
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FIGURA 34

I CCCCAAAACCCCAAAACCCC AAAACCCCTA TAAAAAAAGA AAAAATTGAG
51 GTAGTTTAGA AATAAAATAT TATTCCCGCA CAAATGGAGA TGGATATTGA

101
151
201
251
301
351
401
451
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551
601
651
701
751
801
851
90!
951
1001
1051
1101
IRDY
1201
1235
1301
1351
1401
1451
15014
1331
1601
1651
1701
17514

TTTGGATGAT ATAGAAAATT TACTTCCTAA TACATTCAAC AAGTATAGCA
GCTCTTGTAG TGACAAGAAA GGATGCAAAA CATTGAAATC TGGCTCGAAA

TCGCCTTCAT TGACTATTCC AAAGTTGCAA AAACAATTAG AGTTCTACTT

CTCGGATGCA AATCTTTATA ACGATTCTTT CTTGAGAAAA TTAGTTTTAA
AAAGCGGAGA GCAAAGAGTA GAAATTGAAA CATTACTAAT GTTTAAATAA
AATCAGGTAA TGAGGATTAT TCTATTTITTT AGATCACTTC TTAAGGAGCA
TTATGGAGAA AATTACTTAA TACTAAAAGG TAAACAGTTT GGATTATTTC
CCTAGCCAAC AATGATGAGT ATATTAAATT.CATATGAGAA TGAGTCAAAG
GATCTCGATA CATCAGACTT ACCAAAGACA AACTCGCTAT AAAACGCAAG
AAAAAGTTTG ATAATCGAAC AGCAGAAGAA CTTATTGCAT TTACTATTCG
TATGGGTTTT ATTACAATTG TTTTAGGTAT CGACGGTGAA CTCCCGAGTC
TTGAGACAAT TGAAAAAGCT GTTTACAACT GAAGGAATCG CAGTTCTGAA
AGTTCTGATG TGTATGCCAT TATTTTGTGA ATTAATCTCA AATATCTTAT
CTCAATTTAA TGGATAGCTA TAGAAACAAA CCAAATAAAC CATGCAAGTT
TAATGGAATA TACGTTAAAT CCTTTGGGAC AAATGCACAC TGAATTTATA
TTGGATTCTT AAAGCATAGA TACACAGAAT GCTTTAGAGA CTGATTITAGC
TTACAACAGA TTACCTGTTT TGATTACTCT TGCTCATCTC TTATATCTTT
AAAAGAAGCA GGCGAAATGA AAAGAAGACT AAAGAAAGAG ATTTCAAAAT
TTGTTGATIC TTCTGTAACC GGAATTAACA ACAAGAATAT TAGCAACGAA
AAAGAAGAAG AGCTATCACA ATCCTGATTC TTAAAGATIT CAAAAATTCC
AGGTAAGAGA GATACATTICA TTAAAATTCA TATATTATAG TTTTTCATTT
CACAGCTGTT ATTTTCTTTIT ATCTTAACAA TATTTTTITGA TTAGCTGGAA
GTAAAAAGTA TCAAATAAGA GAAGCGCTAG ACTGAGGTAA CTTAGCTTAT
TCACATTICAT AGATCGACCT TCATATATCC AATACGATGA TAAGGAAACA
GCAGTCATCC GTTTTAAAAA TAGTGCTATG AGGACTAAAT TTTTAGAGTC
AAGAAATGGA GCCGAAATCT TAATCAAAAA GAATTGCGTC GATATTGCAA
AAGAATCGAA CTCTAAATCT TTCGTTAATA AGTATTACCA ATCTTGATTG
ATTCGAAGAGA TTGACGAGGC AACTGCACAG AAGATCATTA AAGAAATAAA
GTAACTTTTA TTAATTAGAG AATAAACTAA ATTACTAATA TAGAGATCAG
CGATCTTCAA TTGACGAAAT AAAAGCTGAA CTAAAGTTAG ACAATAAAAA
ATACAAACCT TGGTCAAAAT ATTGAGGAAG GAAAAGAAGA CCAGTTAGCA
AAACAAAAAA TAAGGCAATA AATAAAATGA GTACAGAAGT GAAGAAATAA
AAGATTTATT TTTTTCAATA ATTTATTGAA AAGAGGGGTT TTGGGGTTTT
GGGGTTTTIGG GG
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FIGURA 35
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FIGURA 35 (cont.)
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FIGURA 35 (cont.)
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FIGURA 35 (cont.)
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FIGURA 36
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FIGURA 37
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FIGURA 38
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FIGURA 39
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FIGURA 41

telomerasa p43 EIETLLM
humana La PLEIMIK
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FIGURA 42

[ aactcarma anaclaart taatcaacaa gatigataaa aagcagtaaa laaaacccaa
6] tagattiaal tagaaagla Icaallgaaa aatggaaanl gaaaacaact aagcacaata
121 gecaaaagee gaaaaatigt ggigggaact tgaattagag atgcaagaaa accaaaalga
18] ratataagn agggtiaaga stgacgatce taagcaatat ciegtgaacg tcactgeage
24| atgttigng laggaaggia gltactacta agataaagat gaaagaagat alatcatcac
30] aaagcacn ctigaggtgg cigagtclga tectgagttc atctgetagl tggeagtcta
36! catecgraal gaacttiaca tcagaactac caclaactac aftgtageat trgtgtigt

a2 ccacaagaal aclcaaccal lcatcgaaaa glacticaac aaagcagtac tittgectaa

48] tgacniactg gaagiciglg aatigeata ggticictat attmtgatg caactgaal
541 caaaaamg taicligata ggatactiic ataagatatt cglaaggaac tcactiiccg
601 taagigma caaagaigcp tcagaagcaa giittctgaa ticaacgaat actaactigg

661 taaglanige actgaatcct aacglaagaa aacaatgttc cgttaccict cagttaccaa

721 caagtaaaag tgggattaaa ctaagaagaa gagaaaagag aalcictlaa ccaaacttia
781 ggcaataaag gaatcigaag ataagiccaa gagagaaacl ggagacataa lgaacgtiga
84) agatgcaatc aaggctitaa aaccageagt tatgaagaaa atagccaaga gatagaatge
901 catgaagaaa cacatgaagg cacclaaaal tcclaactcl accliggaat caaaglactt
961 gaccticaag gatctcatia.agtictgeca latticigag cclaaagaaa gagiclataa
1021 gatecniggt aaaaaatace claagaccga agaggaatac aaageageet tggigatic
1081 tgeatcigea ceettcaate clgaatigge tggaaagegt atgaagarg aaalcictaa
114] aacatgggaa aatgaacica gigcaaaagg caacaclgcl gaggtitggg alaatttaat
1201 ncaageaat taactcecat atatggecat gttacgtaac figtctaaca tertaasaage
1261 cggrgmica gatactacac aciclaligt gaicaacaag amgigage ccaaggecgl
1321 tgagaactcc aagatgtice clctteaart cittagtgee aftgaagelg (taatgaagce
1381 agnactaag ggaticaagg ccaagaagag agaaaalaig aalcltazag glcaaatcga
144] agcagiaaag gaagngrg 2aazaaccga tgaagagaag aaagalaigg agriggagtd
I50) aaccgaagas ggagaammg Maaagicaa cgaaggaall ggcaageaal acamnaactc
1561 cangaacn geaatcaaga tagcaghaa caagaatfta gatgaaatca aaggacacac
1621 1gcaatcnic tetgatgttt cigghcial gaglaccica alglcagglg gagecaagaa
1681 guatgence gricglach gicicgaglg tgcanagic crigginga lgglaaaata
1741 acgrigigaa aagrccicat 1Clacalclt caghicacct agrictcaal geaataagig
1801 nacnagaa gngaicice ciggagacga aciceglcct tclatgiaaa aactihgea
1861 agagaaagga aaacnigglg gigglactga Meccctat gagigeatly atgaatggac
1921 aaagaataaa actcacgiag acaatatcgt tarmigict gatatgalga nigcagaagg
1981 atanicagal aicaalgha gaggeaglic caigiaac agcatcaaaa aglacaagga
2041 gaagraaat cctaacaita aaatctiige agitgactia gaaggrtacg gaaagtgect
2101 taarciaggt gatgagrica atgaaaacaa ctacatcaag atattcggla tgagegarttc
2161 aalcrraaag ficarmcag ccaagcaagg aggageaaal alggicgaag Nalcaaaaa
2221 cmgeectt caaagaalag gacaaaaglg agtictiga gaticnicla taacaaaasl
2281 ctcaccceac Mg 1angcalag ccanatgaa atMaaana Matclam

2341 atrtaagtta criacatagt tiatgtaicg cagictatta geclattcaa atgatictge
2401 aaagaacaaa aaagattaaa a
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FIGURA 43
MEIENNQAQQPKA EKLWWELELEMQENQNDIQVR VKIDDPKQYL
VNVTAACLLQEGS YYQDKDERRYIITKALLEVAESDPEFICQLAVYIRNELYIRTTTN
YIVAFCVVHKNTQPFIEK Y FNKAVLLPNDLLEVCEFAQVLYIFDATEFKNLYLDRILS
QDIRKELTFRKCLQRCVRSKFSEFNEYQLGKYCTESQRKKTMFRYLSVTNKQK WDQTK
KKRKENLLTKLQAIKESEDKSKRETGDIMNVEDAIKALKPAVMKKIAKRQNAMKKHMK
APKIPNSTLESKYLTFKDLIKFCHISEPKERVYKILGKK YPK TEEEYKAAFGDSASAP
FNPELAGKRMKIEISK TWENELSAKGNTAEVWDNLISSNQLPYMAMLRNLSNILKAGY
SDTTHSIVINKICEPKAVENSKMFPLQFFSAIEAVNEA VTKGFKAKKRENMNLKGQIE
AVKEVVEK TDEEKKDMELEQTEEGEFVK VNEGIGKQYINSIELAIKIAVNKNLDEIKG
HTAIFSDVSGSMSTSMSGGAKK YGS VRTCLECALVLGLMVKQRCEKSSFYIFSSPSSQ
CNKCYLEVDLPGDELRPSMQKLLQEKGKLGGGTDFPYECIDEWTKNK THVDNIVILSD
MMIAEGYSDINVRGSSIVNSIKK YKDEVNPNIKIFAVDLEGY GKCLNLGDEFNENNYI

KIFOMSDSILKFISAKQGGANMVEVIKNFALQKIGQK
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FIGURA 44

] tcaatadlal taattaataa ataaaaaaaa gcaaactaca aagaaaatgt caaggegtaa
61 ctazaaazag ccataggclc ctataggcaa tgaaacaaal citgatittg tattacazaa
121 tctagaagtt tacaaaagce agatigagcea ttataagacc lagtagtaat agatcaaaga
181 ggaggatctc aageniiaa agticaaaaa ttaagattag galggaaact clggeaacga
24] tgatgatgat gaagaaaaca acicaaalaa alaataapaa ttattaagga gagtcaatia
301 gattaagtag caagmaat tgataaaaaa aghiggticl aaggtagaga aagattigaa
361 mgaacgaa gatgaaaaca aaaagaatgp acttictgaa lagcaagiga aagaagagta
421 attaapaacg attactgaag astaggtiaa gtattaaaat ftagtattta acatggacta
481 ccagtagat ttaaalgaga gtggtpgeca tagaagacac agaagagaaa cagattatga
541 tactgaaaaa tggitigaaa tatctcatga ccaaaaaaat (atgtatcaa titacgecaa
601 ctaaaagaca tcatatignt ggiggcttaa agattatttt aataaaaaca attatgatca
661 icttaargta ageattaaca gactagaaac (gaageegaz fetatgeet ttgatgatnt
721 ticacaaaca atcaaactia ctaataattc ttactagact gitaacatag acgttaattt
781 tgataataat cteigtatac lcgealiget tagarttiia Matcactag aaagattcas
841 tatttigaat ataagatctt cttatacaag aaattaatat aatiitgaga aaattggiga
901! gctactigaa actatcticg cagtigictt fcteatcge cacttacaag geattcattt
961 acaagnect tgcgaagept lctaatattt aghaacice (catcataaa ttagegttaa
1021 agatagclaa tlataggtat acicitictc tacagactia aaattagilg acactaacaa
1081 agtccaagat tatiitaagt tettataaga aticectegt tgacicalg taagetagia
114) ggctatccea ghiagigeta claacgelgt agagaaccic aaigtttiac (taaaaappt
1201 caagcatget aatettaatt tagtrictat ccctacclaa ficaattitg atttctactt
126) tgrizama taacarrtga aattagagtt tggattagaa ccaaalattt tgacasaaca
1321 aaagctigaa aatctactnt tgagtataaa ataalcaaaa aatcttaaat Tiitaagatt
1381 aaactmac acctacghig citaagaaac clccagaaaa cagatatlaa aacaagetac
144| aacaatcaaa aalclcaaaa acaalaaaaa (caagaagaa aclccigaaa claaagatga
1501 aactccaage gaaagcacaa gigglatgaa afmrigat calcilictg aattaaccga
1561 gcrigaagal ficagegita acriglaage lacccaagaa ammalgata gengeacaa
1621 acnrigatt agatcaacaa amMmaaagaa gricaaalla agitacaaat atgaaatgga
1681 aaagagtaaa atggalacat tcatagatcl taagaatalt tatgaaacct taaacaatct
1741 taaaagaige tctgnaata talcaaatee tcalggaaac ametlatg aaclgacaaa
1801 taaagaftct aciirtiata aarmaaget gaccrtaaac taagaaltat aacacgctaa
1861 gratacom aagfagaacg aatrmaan (aataacgll aaaagipcaa aaartgaate
1921 nccicanta gaaageriag aagataliga iaglcmge aaslctattg cnicngtaa
1981 aaamacaa aatgttaala natcgecag (rgerctal cccaacaala Magaaaaa
204! tccmmcaat aageccaate NClalMm caagceaallt gaalaattga azaamgga
2101 aaaigratet atcaactgta nicngatca geatatactt aatictattt cagaarctt
2161 agaaaagaal aaaaaaataa aagcatical iligaaaaga (attattiat tacaatarta
2221 tctiganat actaaattat faaaacact (caatagiia cclgaattaa attaagttia
2281 cattaanag caaftagaag aamngaclgt gagtgaagla calaagtaag tatgggaaaa

* 234| ccacaagcaa aaagctlicl atgaaccatt atgtgaglit alcasapgaat catcctaaac

2401 ccmagela atagatttig accaaaacac lglaagtgat gaciclatla aaaagatitl
2461 agaatclata tctgagicta agtalcalca (tattigaga (igaacecla gitaatctag
2521 cagmaan azatctgaaa acgaagaaat ((aagaactt clcaaagelt gcgacgaaaa
2581 aggigmma graaaagcat actataaar ccclctalgt taccaactg glactiatia
2641 cgartacaal (cagatagal ggigatiaal taaataliag Maaataaa taltaaatal
2701 tgaatattic mtgcttan attigaataa tacatacaal agicalitit agigriiga

2761 ataiatma griatttaat (caftan aagtaaataa falfintca atcartnl

282 aaaasaicg
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FIGURA 45

MSRRNQKKPQAPIGNETNLDF VLQNLEVYKSQIEHYKTQQQQIK
EEDLKLLKFKNQDQDGNSGNDDDDEENNSNKQQELLRR VNQIKQQVQLIKKVGSKVEK
DLNLNEDENKKNGLSEQQVKEEQLRTITEEQVK YQNLVFNMDYQLDLNESGGHRRHRR
ETDYDTEK WFEISHDQKNYVSIYANQKTSYCWWLKDYFNKNNYDHLNVSINRLETEAE
FYAFDDFSQTIKLTNNS YQTVNIDVNFDNNLCILALLRFLLSLERFNILNIRSSYTRN
QYNFEKIGELLETIFAVVFSHRHLQGIHLQVPCEAFQYLVNSSSQISVKDSQLQVYSF
STDLKLVDTNKVQDYFKFLQEFPRLTHVSQQAIPVSATNAVENLNVLLKKVKHANLNL
VSIPTQFNFDFYFVNLQHLKLEFGLEPNILTKQKLENLLLSIKQSKNLKFLRLNFYTY
VAQETSRKQILKQATTIKNLKNNKNQEETPETKDETPSES TSGMKFFDHLSELTELED
FSVNLQATQEIYDSLHKLLIRSTNLKKFKLSYKYEMEKSKMDTFIDLKNIYETLNNLK
RCSVNISNPHGNISYELTNKDSTFYKFKLTLNQELQHAKYTFKQNEFQFNNVK SAKIE
SSSLESLEDIDSLCKSIASCKNLQNVNIIASLLYPNNIQKNPFNKPNLLFFKQFEQLK
NLENVSINCILDQHILNSISEFLEKNKKIKAFILKRYYLLQYYLDYTKLFKTLQQLPE
LNQVYINQQLEELTVSEVHKQVWENHKQKAFYEPLCEFIKESSQTLQLIDFDQNTVSD
DSIKKILESISESKYHHY LRLNPSQSSSLIKSENEEIQELLKACDEKGVLVKAYYKFP

LCLPTGTYYDYNSDRW
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FIGURA 46

MKILFEFIQDKLDIDLQTNSTY KENLKCGHFNGLDEILTTCFAL
PNSRKIALPCLPGDLSHKAVIDHCIHYLLTGELYNNVLTFGYKIARNEDVNNSLFCHS
ANVNVTLLKGAAWKMFHSLVGTYAFVDLLINYTVIQFNGQFFTQIVGNRCNEPHLPPK
WVQRSSSSSATAAQIKQLTEPVTNKQFLHKLNINSSSFFPYSKILPSSSSIKKLTOLR
EAIFPTNLVKIPQRLK VRINLTLQKLLKRHKRLNYVSILNSICPPLEGTVLDLSHLSR
QSPKERVLKFIHVILQKLLPQEMFGSKXNKGKIIKNLNLLLSLPLNGYLPFDSLLKXL
RLKDFRWLFISDIWFTKHNFENLNQLAICFISWLFRQLIPKJIQTFFYCTEISSTVTI
VYFRHDTWNKLITPFIVEYFK TYLVENNVCRNHNS Y TLSNFNHSKMRIIPKKSNNEFR
{IAIPCRGADEEEFTIYKENHKNAIQPTQKILEY LRNKRPTSFTKIYSPTQIADRIKE
FKQRLLKKFNNVLPELYFMKFDVKSCY DSIPRMECMRILKDALKNENGFFVRSQYFFN
TNTGVLKLFNVVNASRVPKPYELYIDNVRTVHLSNQDVINVVEMEIFK TALWVEDKCY
IREDGLFQGSSLSAPIVDLVYDDLLEFYSEFKASPSQDTLILKLADDFLISTDQQQV
INIKKLAMGGFQK YNAKANRDKIL A VSSQSDDDTVIQFCAMHIFVKELEVWKHSSTMN
NFHIRSKSSKGIFRSLIALFNTRISYK TIDTNLNSTNTVLMQIDHV VKNISECYKSAF
KDLSINVTQNMQFHSFLQRIEMTVSGCPITKCDPLIEYEVRFTILNGFLESLSSNTS

K FKDNILLRKEIQHLQAYIVIYIHIVN
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FIGURA 47

Oxytricho LCVSYILSSFYYANLEENALQFLRKESMDPEKPETNLLMRLT
Euplotes LCVSSILSSFYYATLEESSLGFLRDESMNPENPNVNLLMRLT
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FIGURA 48

ATTTATACTCATGAAAATCTTATTCGAGTTCATTCAAGACAAGCTTGACATTGATCTACA
GACCAACAGTACTTACAAAGAAAATTTAAAATGTGGTCACTTCAATGGCCTCGATGAAAT
TCTAACTACGTGTTTCGCACTACCAAATTCAAGAAAAATAGCATTACCATGCCTTCCTGG
TGACTTAAGCCACAAAGCAGTCATTGATCACTGCATCATTTACCTGTTGACGGGCGAATT
ATACAACAACGTACTAACATTTGGCTATAAAATAGCTAGAAATGAAGATGTCAACAATAG
TCTTTTTICCCATTCTGCAAATCTTAACGTTACGTTACTGAAAGGCGCTGCTTGGARAAT
GTTCCACAGTTTGGTCGGTACATACGCATTCGTTGATTTATTGATCAATTATACAGTAAT
TCAATTTAATGGGCAGTTTTTCACTCAAATCGTGGGTAACAGATGTAACGAACCTCATCT
GCCGCCCAAATGGGTCCAACGATCATCCTCATCATCCGCRAACTGCTGCGCAAATCARACA
ACTTACAGAACCAGTGACAAATAAACAATTCTTACACAAGCTCAATATAAATTCCTCTTC
TTTTTTTCCTTATAGCAAGATCCTTCCTTCATCATCATCTATCAAARAGCTAACTGACTT
GAGAGAAGCTATTTTTCCCACAAATTTGGTTAAAATTCCTCAGAGACTAAAGGTACGAAT
TAATTTGACGCTGCAAAAGCTATTAAAGAGACATAAGCGTTTGAATTACGTTTCTATTTT
GAATAGTATTTGCCCACCATTGGAAGGGACCGTATTGGACTTGTCGCATTTGAGTAGGCA
ATCACCAAAGGAACGAGTCTTGAAATTTATCATTGTTATTTTACAGAAGTTATTACCCCA
AGAAATGTTTGGCTCAAAGAAAAATAAAGGAAAAATTATCAAGAATCTAAATCTTTTATT
AAGTTTACCCTTAAATGGCTALJiACCAlx1bATAGTTTGTTGAAAAAGTTAAGATTAAA
GGATTTTCGGTGGTTGTTCATTTCTGATATTTGGTTCACCAAGCACAATTTTGAAAACTT
GAATCAATTGGCGAI11&11ICALIxLCTGGCTATTTAGACAACTAATTCCCAAAATTAT
ACAGACTTTTTTTTACTGCACCGAAATATCTTCTACAGTGACAATTGTTTACTTTAGACA
TGATACTTGGAATAAACTTATCACCCCTTTTATCGTAGAATATTTTAAGACGTACTTRGT
CGAAAACAACGTATGTAGAAACCATAATAGTTACACGTTGTCCAATTTCAATCATAGCAA
AATGAGGATTATACCAAAAAAAAGTAATAATGAGTTCAGGATTATTGCCATCCCATGCAG
AGGGGCAGACGAAGAAGAATTCACAATTTATAAGGAGAATCACAAAAATGCTATCCAGCC
CACTCARAAAATTTTAGAATACCTAAGAAACARAAGGCCGACTAGTTTTACTAARATATA
TTCTCCAACGCAAATAGCTGACCGTATCAAAGAATTTAAGCAGAGACTTTTARAAGAAATT
TAATAATGTCTTACCAGAGCTTTATTTCATGAAATTTGATGTCAAATCTTGCTATGATTC
CATACCAAGGATGGAATGTATGAGGATACTCAAGGATGCGQTAAAAAATGAAAATGGGTT
TTTCGTTAGATCTCAATATTTCTTCAATACCAATACAGGTGTATTGAAGTTATTTAATGT
TGTTAACGCTAGCAGAGTACCAAAACCTTATGAGCTATACATAGATAATGTGAGGACGGT
TCATTTATCAAATCAGGATGTTATAAACGTTGTAGAGATGGAAATATTTAAAACAGCTTT
GTGGGTTGAAGATAAGTGCTACATTAGAGAAGATGGTCTTTTTCAGGGCTCTAGTTTATC
TGCTCCGATCGTTGATTTGGTGTATGACGATCTTCTGGAGTTTTATAGCGAGTTTAAAGC
CAGTCCTAGCCAGGACACATTAATTTTAAAACTGGCTGACGATTTCCTTATAATATCAAC
AGACCAACAGCAAGTGATCAATATCAAAAAGCTTGCCATGGGCGGATTTCAAAAATATAA
TGCGAAAGCCAATAGAGACAAAATTTTAGCCGTAAGCTCCCAATCAGATCATGATACGGT
TATTCAATTTTGTGCAATGCACATATTTGTTRAAGAATTGGAAGTTTGGAAACATTCAAG
CACAATGAATAATTTCCATATCCGTTCGAAATCTAGTAAAGGGATA111CGAA&LLLAAT
AGCGCTGTTTAACACTAGAATCTCTTATAAAACAATTGACACAAATTTAAATTCAACAAA
CACCGTTCTCATGCAAATTGATCATGTTGTAAAGAACA111LGGAAlb11ATAAATCTGC
TTTTAAGGATCTATCAATTAATGTTACGCAAAATATGCAATTTCATTCGTTCTTACAACG
CATCATTGAAATGACAGTCRGCGGTTGTCCAATTACGAAATGTGATCCTTTAATCGAGTA
TGAGGTACGATTCACCATATTGAAIGGATTTTTGGAAAGCCTATCTTCAAACACATCAAA
ATTTAAAGATAATATCATTCTTTTGAGAAAGGAAATTCAACACTTGCAAGC
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FIGURA 49

AKFLHWLMSVYVVELLRSFFYVTETTFQKNRLFFYRKSVWSKLQSIGIRQHLKR
VQLRDVSEAEVRQHREARPALLTSRLRFIPKPDGLRPIVNMDYVVGARTFRREKR
AERLTSRVKALFSVLNYERA
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FIGURA 50

GCCAAGTTCCTGCACTGGCTGATGAGTGTGTACGTCGTCGAGCTGCTCAGGTC
TTTCTTTITATGTCACGGAGACCACGTTTCAAAAGAACAGGCTCTTTTTCTACC
GGAAGAGTGTCTGGAGCAAGTTGCAAAGCATTGGAATCAGACAGCACTTGAA
GAGGGTGCAGCTGCGGGACGTGTCGGAAGCAGAGGTCAGGCAGCATCGGGA
AGCCAGGCCCGCCCTGCTGACGTCCAGACTCCGCTTCATCCCCAAGCCTGACG
GGCTGCGGCCGATTGTGAACATGGACTACGTCGTGGGAGCCAGAACGTTCCG
CAGAGAAAAGAGGGCCGAGCGTCTCACCTCGAGGGTGAAGGCACTGTTCAGC
GTGCTCAACTACGAGCGGGCGCG
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FIGURA 51

MTEHHTPKSRILRFLENQYVYLCTLNDY VQLVLRGSPASSYSNICERLRSDVQTSFSIFLHSTVVGF
DSKPDEGVQFSSPKCSQSELIANVVKQMFDESFERRRNLLMKGFSMNHEDFRAMHVNGVQNDL V
STFPNYLISILESKNWQLLLEIIGSDAMHYLLSKGSIFEALPNDNYLQISGIPLFKNNVFEETVSKKRK
RTIETSITQNKSARKEVS WNSISISRFSIFYRSSYKKFKQDLYFNLHSICDRNTVHMWLQWIFPRQFG
LINAFQVKQLHKVIPLVSQSTVVPKRLLKVYPLIEQTAKRLHRISLSKVYNHYCPYIDTHDDEKILS
YSLKPNQVFAFLRSILVRVFPKLIWGNQRIFEIILKDLETFLKLSRYESFSLHYLMSNIKISEIEWLVL
GKRSNAKMCLSDFEKRKQIFAEFIYWLYNSFIIPILQSFFYITESSDLRNRTVYFRKDIWKLLCRPFIT
SMKMEAFEKINENNVRMDTQKTTLPPA VIRLLPKKNTFRLITNLRKRFLIKMGSNKKMLVSTNQT
LRPVASILKHLINEESSGIPFNLEVYMKLLTFKKDLLKHRMFGRKKYFVRIDIKSCYDRIKQDLMFR
IVKKKLKDPEFVIRKYATIHATSDRATKNFVSEAFSYFDMVPFEKVVQLLSMKTSDTLFVDFVDY
WTKSSSEIFKMLKEHLSGHIVKIGNSQYLQKVGIPQGSILSSFLCHFYMEDLIDEYLSFTKKKGSVL
LRVVDDFLFITVNKXDAKKFLNLSLRGFEKHANFSTSLEKTVINFENSNGIINNTFFNESKKRMPFFG
FSVNMRSLDTLLACPKIDEALFNSTSVELTKHMGKSFFYKILRSSLASFAQVFIDITHNSKFNSCCNI
YRLGYSMCMRAQAYLKRMKDIFIPQRMFITDLLNVIGRKIWKKLAEILGYTSRRFLSSAEVKWLFC
LGMRDGLKPSFKYHPCFEQLIYQFQSLTDLIKPLRPVLRQVLFLHRRIAD

211



212

ES 2205132 T3

FIGURA 52

ggtaccgamacmccmcncataagcmatlgcucctcgaacgctccmaalctctggaaalamnacaagaac(caalaacaalaccaag(caaaﬂccaalalgaagg
lgianagt galcgalaalamcLarmalcgglcgﬂaccaaglataaggacazaaagaacaacuccnccccctaaagacmacmaniamacmlcaaa(atamc g
ggncgcaactmamcgtggxaclgmagctguacnclagccaaccgcg!gmc!accccglcauggaxaxagclcnggaglagctcacagaaatccnacaaatcn
clgalgagaciaianagancarnacagiccgigcalaticliaacalggageeiacaciiiagatga glcacgiegcalgatggaglamgegtalcatceaacgtingeen g
aaaaggngzlzanamgcazaztatglcctuglggtggmlccgcgmgtmttgalgcngcacacglclagcalgatlgagzuncaaaaamcu(ccaczacaa
clccmaacgcggtmamncum:c(attcxcalgngnccaaaw(gwca(ctcgtanaggctmnccgrmactc:tggaatcglacctmlczcxatlccccuaaxg
aalaalclazaiagmegeniaiaangaiaglaglagaaagangglganciacicgiglaaignanagimaaagatacigeasaacatiiaiageatcattatataaaa
2aaatcclataanataaziaiaaicaatanigeggicaciamatitaazacgnatgatcagiagga cacmgcaxauuugmtgcnaaxggnaéngtaacngc/\ T
GACCGAACACCATACCCCCAAAAGCAGGATTCTICGCTTTCT AGAGAATCAATATGTATACCTATGTA
CCTTAAATGATTATGTACAACTTGETTTTGAGAGGGTCGCCGGCAAGCTCGT ATAGCAATATATGCGAA
CGCTTGAGAAGCGATGTACAAACGTCCTTTTCTATTTTTCTTCATICGACTGTAGTCGGCTTCGACAGT
AAGCCAGATGAAGGTGTTCAATTTTCTTCTCCAAAATGCTCACAGT CAGAGguttanmgmganmuctarcg
gpatagctaatatatgepcagCTAATAGCGAATGTTGTAAAACAGATGTTCGATGAAAGTTTTGAGCGTCGAAGG A
ATCTACTG ATGAAAGGGTTTTCCATGglaaggancaangigaaatamtacctgeaaracigmcaaaga ganglamaaccgataaagA A
TCATGAAGATTTTCGAGCCATGCATGTAAACGGAGTACAAAATGATCTCGTTTCTACTTTTCCTAATTA
CCTTATATCTATACTTGAGTCAAAAAATTGGCAACTTTTGTTAGAAATgunlaccggnaagalgngcgcacmgaaca
28ac1gacaagalag TATCGGCAGTGATGCCATGCATTACTTATTATCCAAAGGAAGTATTTTTGAGGCTCTTC
CAAATGACAATTACCTTCAGATITCTGGCATACCACTTITTTAAAAATAATGTGTTTGAGGAAACTGTGT
CAAAAAAAAGAAAGCGAACCATTGAAACATCCATTACTCAAAATAAAAGCGCCCGCAAAGAAGTTTC
CTGGAATAGCATTTCAATTAGTAGGTTTAGCATTTTTITACAGGTCATCCTATAAGAAGTTTAAGCAAG gt
aaclaatacignatecncataactaanmagATCTATATTTTAACTTACACTCTATTTGTGATCGGAACACAGTACACATG
TGGCTTCAATGGATTTTTCCAAGGCAATTTGGACTTATAAACGCATTTCAAGTGAAGCAATTGCACAA
AGTGATTCCACTGGTATCACAGAGTACAGTTGTGCCCAAACGTCTCCTAAAGGTATACCCTITAATTGA
ACAAACAGCAAAGCGACTCCATCGTATTTCTCTATCAAAAGTTTACAACCATTATTGCCCATATATTGA
CACCCACGATGATGAAAAAATCC'I'TAGTTATI'CC'TTAAAGCCGAACCAGGTGT'ITGCGTTTCTTCG ATC
CATTCTTGTTCGAGTGTTTCCTAAATTAATCTGGGGTAACCAAAGGATATITGAGATAATATTAAAAGE
langiaraazamanaccactaacgantiaccagACCTCGAAACTTICTTGAAATTATCGAGATACGAGTCTTTTAGTTTAC
ATTATTTAATCGAGTAACATAAAGgUatalgccassMIMaccaasaacaatagATTTCAGAAATTGAATGGCTAGT
CCTTGGAAAAAGGTCAAATGCGAAAATGTGCTTAAGTCATTTTGAGAAACGCAAGCAAATATTTGCGG
AATTCATCTACTGGCTATACAATTCGTTTATAATACCTATTTTACAATCTITITITTTATATCACTGAATC
AAGTGATTTACGAAATCGAACTGTTTATTTTAGAAAAGATATTTGGAAACTCTTGTGCCGACCCTTTAT
TACATCAATGAAAATGGAAGCGTTTGAAAAAATAAACGAGgantaaagtantugcaaazagciasatmcagAACA A
TGYTAGGATGGATACTCAGAAAACTACTTTGCCTCCAGCAGTTATTCGTCTATTACCTAAGAAGAATAC
CTTTCGTCTCATTACGAATTTAAGAAAAAGATTCTT AATAAAGgunaamIggicaicaalglacmachiclaatcatianag
c2gATGGGTTCAAACAAAAAAATGTTAGTCAGTACGAACCAAACTTTACGACCTGTGGCATCGATACTG
AAACATTTAATCAATGAAGAAAGTAGTGGTATTCCATTTAACTTGGAGGTTTACATGAAGCTTCTTACT
TTTAAGAAGGATCTTCTTAAGCACCGAATGTTTGGgtaanatataatgegegancetcatattaarmgeagGCGTAAGAAG
TATTTTGTACGGATAGATATAAAATCCTGTTATGATCGAATAAAGCAAGATTTGATGTITCGGATTGTT
AAAAAGAAACTCAAGGATCCCGAATTTGTAATTCGAAAGTATGCAACCATACATGCAACAAGTGACCG
AGCTACAAAAAACTTTGTTAGTGAGGCGTTTTCCTAT Tgtaagmanmmcanggaattittaacaaancammag TTGATAT
GOTGCCTTITGAAAAAGTCGTGCAGTTACTTTCTATGAAAACATCAGATACTTTGTTTIGTTGATTTITGT
GGATTATTGGACCAAAAGTTCTTCTGAAATTTTITAAAATGCTCAAGGAACATCTCTCTGGACACATTGT
TAAGgtataccaatigligaattglaataacaclaaigaaactagATAGGAAATTCTCAATACCTTCAAAAAGTTGGTATCCCTC
AGGGCTCAATTCTGTCATCTTTTTTIGTGTCATTTCTATATGGAAGATTTGATTGATGAATACCTATCGTT
TACGAAAA AGAAAGGATCAGTGTTGTTACGAGTAGTCGACGATITCCTCTITATAACAGTTAATAAAA
AGGATGCAAAAAAATTTTTGAATTTATCTTTAAGAGg gagtigeigicancctazgnctaacceipaasGATTTGAGA A
ACACAATTTTTCTACGAGCCTGGAGAAAACAGTAATAAACTTTGAAAATAGTAATGGGATAATAAACA
ATACTTTTTITAAYGAAAGCAAGAAAAGAATGCCATTCTTCGGTTTCTCTGTGAACATGAGGTCTCTTG
ATACATTGTTAGCATGTCCTAAAATTGATGAAGCCTTATTTAACTCTACATCTGTAGAGCTGACGAAAC
ATATGGGCGAAATCTTTTITTTACAAAATTCTAAGgtatactgligiaactgaataatagetgacazaiaatcasATCGAGCCTTGC
ATCCTTTGCACAAGTATYTATTGACATTACCCACAATTCAAAATTCAATTCTTGCTGCAATATATATAG
GCTAGGATACTCTATGTGTATGAGAGCACAAGCATACTTAAAAAGGATGAAGGATATATTTATTICCCC
AAAGAATGTTCATAACGGgtgagtactannaactagaaaagicattaatiaaccttagATCTTTTGAATGTTATTGGAAGAAAA
ATYTGGAAAAAGTTGGCCGAAATATTAGGATATACGAGTAGGCGTTTCTTGTCCTCTGCAGAAGTCAA
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FIGURA 52 (cont.)

ATGgtacptgicggicicgagacticageaatangacacatcagGCTTTTTTGTCTTGGAATGAGAGATGGTTTGAAACCCTCTT
TCAAATATCATCCATGCTTCGAACAGCTAATATACCAATTTCAGTCATTGACTGATCTTATCAAGCCGC
TAAGACCAGTTTTGCGACAGGTGTTATTTTTACATAGAAGAATAGCTGA TTAA gIcanmcaatttatiatatacaicctt
taftactggtgtcttaaacastantaftactaaglatag clgacceccaaageasgcalactaraggaticlaglaaagtazaanaalctcgnaragmgatigactigicia
alccnalaciriaagaaagatigacagiggigctgactactgeccacatgeecattaaacgggagiggiiazacattaaaaglaatacaigaggetaatctectiicatiiag
231222g332gTRRITCLA1A3E 22 LA 1R CCCECACTAIECAII222ICRAAZANAICTICIAIACAAZE P RRANAZLCAIAICCRAARE2222 gapagaALAl
acccagigiguigaagaaagcaaggataaiggaacaagetictgcagalgacaggclaaattitgglpaccgaattitgglaaaagccccaggmalccalggipgecg
BCCHBLlacigagacgaaaagaaaciasggatagimgaalactaatagClcaliaaigicnalalaagg MHgRIICCIEacticaaNMECatgegigaaaagaaata
gigraagccatiatigganccgaaatagccaaanilciggiccicaaageggaagiclaaagaacialgaagerialgaggeiicaaaaaciccicctgartaaaggag
£33ICIICCACCEAgALEAAAERANAECTIAICALCIZCIRARLAZARGCCIAAINTIZC222222323aalCangggagacalciCitgatgaateapatgcEpa
gaglalciccagepgalccngal gicaataacnclammetgaaalglatggicctactglcgelicgacnicicglagclctacgcagitaaglgaccaaagglace
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FIGURA 53
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FIGURA 54

S-1: FFY VTE TTF QKN RLF FYR KSV WSK
S-2: ROHLKR VQL RDV SEA EVR QHR EA
3

. LFF YRK SVW SK1L QSI GIR QHL KRV QLR DVS
: PAL LTS RLR FIP KPD GLR PIV NMD YVV
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FIGURA 55
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FIGURA 56
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FIGURA 57

Motivo C (5)
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FIGURA 58

PCR Product M2 showed Reasonable Maich
with Other Telomerase Proteins
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FIGURA 59

3’ RY PCR Estrategia
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FIGURA 60
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FIGURA 61

Clones genomicos positivos digeridos Hind lll
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FIGURA 62

Estrategia 5’ RT PCR
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1. Sintesis de ¢cDNA con un iniciador corriente abajo especifico

2. Oligoligado con 5'-P y 3’'bloqueado a cDNA utilizando ligosa T4 TNA
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4. Segunda ronda del PCR
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FIGURA 63

ALINEACION DE LOS DOMINADORES DEL RT DE LAS SUBUNIDADES
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FIGURA 64
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FIGURA 65

ESTRATEGIA DE DESRUPCION PARA LOS GENES DE
TELOMERASA PUTATIVOS

gen del tipo de telemerasa
que ocurre naturalmente

gen del tipo de telemerasa
que ocurre naturalmente

1. Transformacién con fragmento linear que
contiene el gen de telomerasa disrumpido
con un marcador LEU2 o ura4

gen de telomerasa M

gen del tipo de telemerasa qu
ocurre naturalmente

—

2. Prueba en medio selectivo

3. Esporulado y crecimiento en
medio selectivo

gen del tipo de telemerasa que gen de telomerasa M
ocurre naturalmente

Tipo que ocurre natural. (X2) ¢Senectud? (X2)

(Esta§ células mostraran una senectud fenotipo si el
gen disrumpido codifica una subunidad de telomerasa.)
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FIGURA 66

UN EJEMPLO DE CONFORMACION DE DISPOSICION DE TEZ1 POR PCR
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FIGURA 67

DISRUPCION TEZ1 OCASIONA UN ACORTAMIENTO
PROGRESIVO DE LOS TELOMEROS EN S. POMBE
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FIGURA 68
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FIGURA 68 (cont.)
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FIGURA 68 (cont.)
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FIGURA 68 (cont.)

AGGCTGGCGTTCGGTCCACCCCAGGGCCAGCTTTTCCTCACCAGGAGCCCGGCTTCCACT
CCCCACATAGGAATAGTCCATCCCCAGATTCGCCATTGTTCACCCTTCGCCCTGCCTTCC
TTTGCCTTCCACCCCCACCATTCAGGTGGAGACCCTGAGAAGGACCCTGGGAGCTTTGGS
AATTTGGAGTGACCAAAGGTGTGCCCTGTACACAGGCGAGGACCCTGCACCTGGATGGGG
GTCCCTGTGGGTCAAATTGGCGGGGAGCGTGCTGTGGGAGTAAAATACTGAATATATGAGTT

TTTCAGTTTTGGAAAAAAAAAARARAAAAAAAAAALAAA
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FIGURA 69
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FIGURA 70
DRA3 225
BSPH1 6978 XHOL 674
APALLl 6810 ECORS 701

ECOR! 707
\JL . NOT1 713
<Ga - /, MSC1l 852

Tiori
3SPH1 $979 R ATpPro  T7prd
Ampel
APAL1 $564 SMA1 14330
ORI SMAl 15350
PGRN122
7056 bp ORF
- T2pro FEYVTE SMAY 225
SAC?2 48442 PKP
NOT1 4834 AYD ’
BAMHL 4816, p MSC1 2397
SMAL 4810 D o\
ECOR1 4798 ad
SAC2 4779 ' 01 2740
! ECORS 2828
MSCl 4174
SMA1l 4085 DRA3 3221
APALL 3766 BAMH1 3264
SAC2 3658

"/
O




ES 2205132 T3

FIGURA 71

I GCAGCGCTGC GTCCTGCTGC GCACGTGGGA AGCCCTGGCC CCGGCCACCC
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CCGCGATGCC GCGCGCTCCC CGLCTGCCGAG CCGTGCGCTC CCTGCTGLGC
AGCCACTACC GCGAGGTGCT GCCGCTGGCC ACGTTCGTGC GGCGCCTGGG
GCCCCAGGGC TGGCGGCTGG TGCAGCGCGG GGACCCGGCG GCTTTCCGCG
CONTGGTGGC CCANTGCNTG GTGTGCGTGC CCTGGGANGN ANGGCNGCCC
CCCGCCGCCCCCTCCTTCCG CCAGGTGTCC TGCCTGAANG ANCTGGTGGC
CCGAGTGCTG CANANGCTGT GCGANCGCGG CGCGAANAAC GTGCTGGCCT
TCGGCTTCGC GCTGCTGGAC GGGGCCCGCG GGGGCCCCCC CGAGGCCTTC
ACCACCAGCG TGCGCAGCTA CCTGCCCAAC ACGGTGACCG ACGCACTGCG
GGGGAGCGGG GCGTGGGGGC TGCTGCTGCG CCGCGTGGGC GACGACGTGC
TGGTTCACCT GCTGGCACGC TGCGCGNTNT TIGTGCTGGT GGNTCCCAGC
TGCGCCTACC ANGTGTGCGG GCCGCCGCTG TACCAGCTCG GCGCTGCNAC
TCAGGCCCGG CCCCCGCCAC ACGCTANTGG ACCCGAANGC GTCTGGGATC
CAACGGGCCT GGAACCATAG CGTCAGGGAG GCCGGGGTCC CCCTGGGCTG
CCAGCCCCGG GTGCGAGGAG GCGCGGGGGC AGTGCCAGCC GAAGTCTGCC
GTTGCCCAAG AGGCCCAGGC GTGGCGCTGC CCCTGAGCCG GAGCGGACGC
CCGTTGGGCA GGGGTCCTGG GCCCACCCGG GCAGGACGCC TGGACCGAGT
GACCGTGGTT TCTGTGTGGT GTCACCTGCC AGACCCGCCG AAGAAGCCAC
CTCTTTGGAG GGTGCGCTCT CTGGCACGCG CCACTCCCAC CCATCCGTGG
GCCGCCAGCA CCACGCGGGC CCCCCATCCA CATCGCGGCC ACCACGTCCT
GGGACACGCC TTGTCCCCCG GTGTACGCCG AGACCAAGCA CTTICCTCTAC
TCCTCAGGCG ACAAGNACAC TGCGNCCCTC CTTCCTACTC AATATATCTG
AGGCCCAGCC TGACTGGCGT TCGGGAGGTT CGTGGAGACA NTCTTTCTGG
TTCCAGGCCT TGGATGCCAG GATTCCCCGC AGGTTGCCCC GCCTGCCCCA
GCGNTACTGG CAAATGCGGC CCCTGTTTCT GGAGCTGCTT GGGAACCACG
CGCAGTGCCC CTACGGGGTG TTCCTCAAGA CGCACTGCCC GCTGCGAGCT
GCGGTCACCC CAGCAGCCGG TGTCTGTGCC CGGGAGAAGC CCCAGGGCTC
TGTGGCGGCC CCCGAGGAGG AGGAACACAG ACCCCCGTCG CCTGGTGCAG
CTGCTCCGCC AGCACAGCAG CCCCTGGCAG GTGTACGGCT TCGTGCGGGC
CTGCCTGCGC CGGCTGGTGC CCCCAGGCCT CTGGGGCTCC AGGCACAACG
AACGCCGCTT CCTCAGGAAC ACCAAGAAGT TCATCTCCCT GGGGAAGCAT
GCCAAGCTCT CGCTGCAGGA GCTGACGTGG AAGATGAGCG TGCGGGACTG
CGCTTGGCTG CGCAGGAGCC CAGGGGTTGG CTGTGTTCCG GCCGCAGAGC
ACCGTCTGCG TGAGGAGATC CTGGCCAAGT TCCTGCACTG GCTGATGAGT
GTGTACGTCG TCGAGCTGCT CAGGTCTTTC TTTTATGTCA CGGAGACCAC
GTTTCAAAAG AACAGGCTCT TTTTCTACCG GAAGAGTGTC TGGAGCAAGT
TGCAAAGCAT TGGAATCAGA CAGCACTTGA AGAGGGTGCA GCTGCGGGAG
CTGTCGGAAG CAGAGGTCAG GCAGCATCGG GAAGCCAGGC CCGCCCTGCT
GACGTCCAGA CTCCGCTTCA TCCCCAAGCC TGACGGGCTG CGGCCGATTG
TGAACATGGA CTACGTCGTG GGAGCCAGAA CGTTCCGCAG AGAAAAGAGG
GCCGAGCGTC TCACCTCGAG GGTGAAGGCA CTGTTCAGCG TGCTCAACTA
CGAGCGGGCG CGGCGCCCCG GCCTCCTGGG CGCCTCTGTG CTGGGCCTGG
ACGATATCCA CAGGGCCTGG CGCACCTTCG TGCTGCGTGT GCGGGCCCAG
GACCCGCCGC CTGAGCTGTA CTTTGTCAAG GTGGATGTGA CGGGCGCGTA
CGACACCATC CCCCAGGACA GGCTCACGGA GGTCATCGCC AGCATCATCA
AACCCCAGAA CACGTACTGC GTGCGTCGGT ATGCCGTGGT CCAGAAGGCC
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FIGURA 71 (cont.)

GCCCATGGGC ACGTCCGCAA GGCCTTCAAG AGCCACGTCT CTACCTTGAC
AGACCTCCAG CCGTACATGC GACAGTTCGT GGCTCACCTG CAGGANAACA
GCCCGCTGAG GGATGCCGTC GTCATCGAGC AGAGCTCCTC CCTGAATGAG
GCCAGCAGTG GCCTCTTCGA CGTCTTCCTA CGCTTCATGT GCCACCACGC
CGTGCGCATC AGGGGCAAGT CCTACGTCCA GTGCCAGGGG ATCCCGCAGG
GCTCCATCCT CTCCACGCTG CTCTGCAGCC TGTGCTACGG CGACATGGAG
AACAAGCTGT TTGCGGGGAT TCGGCGGGAC GGGCTGCTCC TGCGTTIGGT
GGATGATTTC TTGTTGGTGA CACCTCACCT CACCCACGCG AAAACCTTCC
TCAGGACCCT GGTCCGAGGT GTCCCTGAGT ATGGCTGCGT GGTGAACTTG
CGGAAGACAG TGGTGAACTT CCCTGTAGAA GACGAGGCCC TGGGTGGCAC
GGCTTTTGTT CAGATGCCGG CCCACGGCCT ATTCCCCTGG TGCGGCCTGC
TGCTGGATAC CCGGACCCTG GAGGTGCAGA GCGACTACTC CAGCTATGCC
CGGACCTCCA TCAGAGCCAG TCTCACCTTC AACCGCGGCT TCAAGGCTGG
GAGGAACATG CGTCGCAAAC TCTTTGGGGT CTTGCGGCTG AAGTGTCACA
GCCTGTTTCT GGATTTGCAG GTGAACAGCC TCCAGACGGT GTGCACCAAC
ATCTACAAGA TCCTCCTGCT GCAGGCGTAC AGGTTTCACG CATGTGTGCT
GCAGCTCCCA TTTCATCAGC AAGTTTGGAA GAACCCCACA TTTTTCCTGC
GCGTCATCTC TGACACGGCC TCCCTCTGCT ACTCCATCCT GAAAGCCAAG
AACGCAGGGA TGTCGCTGGG GGCCAAGGGC GCCGCCGGCC CTCTGCCCTC
CGAGGCCGTG CAGTGGCTGT GCCACCAAGC ATTCCTGCTC AAGCTGACTC
GACACCGTGT CACCTACGTG CCACTCCTGG GGTCACTCAG GACAGCCCAG
ACGCAGCTGA GTCGGAAGCT CCCGGGGACG ACGCTGACTG CCCTGGAGGC
CGCAGCCAAC CCGGCACTGC CCTCAGACTT CAAGACCATC CTGGACTGAT
GGCCACCCGC CCACAGCCAG GCCGAGAGCA GACACCAGCA GCCCTGTCAC
GCCGGGCTCT ACGTCCCAGG GAGGGAGGGG CGGCCCACAC CCAGGCCCGC
ACCGCTGGGA GTCTGAGGCC TGAGTGAGTG TTTGGCCGAG GCCTGCATGT
CCGGCTGAAG GCTGAGTGTC CGGCTGAGGC CTGAGCGAGT GTCCAGCCAA
GGGCTGAGTG TCCAGCACAC CTGCCGTCTT CACTTCCCCA CAGGCTGGCG
CTCGGCTCCA CCCCAGGGCC AGCTTTTCCT CACCAGGAGC CCGGCTTCCA
CTCCCCACATAGGAATAGTC CATCCCCAGA TTCGCCATTG TTCACCCCTC
GCCCTGCCCT CCTTTGCCTT CCACCCCCACCATCCAGGTG GAGACCCTGA
GAAGGACCCT GGGAGCTCTG GGAATTTGGA GTGACCAAAG GTGTGCCCTG
TACACAGGCG AGGACCCTGC ACCTGGATGG GGGTCCCTGT GGGTCAAATT
GGGGGGAGGT GCTGTGGGAG TAAAATACTG AATATATGAG TTTTTCAGTT
TTGAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAA
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FIGURA 72
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FIGURA 72 (cont.)
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FIGURA 72 (cont.)
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FIGURA 72 (cont.)
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FIGURA 72 (cont.)
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FIGURA 72 (cont.)
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FIGURA 72 (cont.)

00 LR Sy A oy | SO BLTD I SUY Lk MAUS STV 500 L ATV LA SY L TR AR T & & L €Al Ir\ &al T el
------------------- PR R Rl R R it Rttt

GOA DS ARG VA TC OO TRRRIC ST AT M R TAGG AGAGA T NCG ARG S

T S S X R G S RN F OSSR OF KOO A A

L & P v P C O P A~ 4 L K T L8N a3 3 L U ¥

Y v o 0 ¢ I P QG Y L% oTL LS L

TED R TASRSANATGRARAACANGT I T T I GH AT DR R AR TGO

B P . i i - . P

ACALAT OIS TACCTE TG TTCEACAAA C OO TAACGRCCTGCOCE P OGAGS

L T AT MM x T ECL PR CF G S T C E
V L R ERGCEO RV COGD S » 6 R ANDMNYF

QR4

Y & ¢0MFE NX LS Aol RFE DG L L L-

H

TRECTTIATCSALCRTTICTICTTCLTCAC. SUTCAC CTCACCACOGALAACCTTO

FOE A 2 D S A A A . R SRR SR |
Q o v & F W T F N W L7 G E L A Ff-G6 €
FOT LY R oS ONVNOPF OF Y S VYOV N L OFfOK T

BT A TR T TG TG AN GACGAG Y CTS TN CH I T T TG T I M VTG .S

............................. B L L LT TR PPN P
AL TN KAV AT TTOTSCTOC OGN DCAC QO R CCARMAACAAG TCTATGA T
WorT e - KT R Y W Y s K L LYy

S E L P T KK K CLCPGUC W YL F C5S DY
VN T P YE DE AL CGCT AF Y OM T

CCCACL P T IC LTI TS CCT T SO T LA TACC OGO ACCU TC S AT v S
...... R L L T L F i U I

COTUODSGAT AR YA AL TR CRACRACCTATRGCCTGACC N ACSTT

LA N S S - T R D S N VA T AR
b2 1 ¥ LV R EANAMGCY FDFEF G GoAE
iy L F 2w 06 L L UL G TR T LBV QN

1700

2680

243



244

2]

r,

.

23l

W

310

el

322

aam

ES 2205132 T3

FIGURA 72 (cont.)
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FIGURA 72 (cont.)
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FIGURA 72 (cont.)
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FIGURA 73
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FIGURA 74
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FIGURA 74 (cont.)
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FIGURA 74 (cont.)
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FIGURA 74 (cont.)
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FIGURA 74 (cont.)
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FIGURA 74 (cont.)
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FIGURA 74 (cont.)

tar

ACC

thr
ACC

gly

cys
TCT

val
GTG

leu
CTC

gly
GGG

Lrp
TGG

val
GTC

arg

CEG

ser
TCC

arg
AGG

vs
TCC

(8]

ala
GCC

leu
CTG

thr

ACC

thr
ACC

ile
ATC

asn

Tny
ACC

atea
GCA

pro
CCC

¥YY

cys
TGC

yr
TAC

&N
2 U
leu

CTG

glu
GAG

val

STC

ye
e~
- \J

1033
rAr ohe
ACA TTT

ser :le
“CC ATC

g
C

109¢C
val pro
CTG CCA

val

GTG

tyr
TAC

L2y
CTC

phe

gln
CAG

r val
T CTC

lys
LYY

aso |
GAT T

ys
ARG

sin

wle

iop

TTC %

ieu
CTG

T ala
ax GCA

leu
CcC

~—
-\

TTC

leu
CTC

leu
CTG

cly
GGG

Lyr
TAC

asn
AAC

lev
CTC

leu
cTC

102¢C

> pro phe
C CCA 777

val 1le
GTC ATC

105¢
lys asn

C AAG AAC

leu pro
CTG CCC

1080
leu lys
CTC AAG

ser la2u
TCa CTC



ES 2205132 T3

FIGURA 74 (cont.)
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CTAGCACAZCTCCCCTCTTIAITTCCCCACAGGCTCGCCCTCGGCTCC AT TCAGTGLLCAC
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FIGURA 75
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