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DESCRIPCION

Proteina inhibidora de la ruta de sefalizacion de wnt.

La presente invencion se refiere a una proteina inhibidora de la ruta de sefializacién de wnt, a un ADN que codifica
para una proteina de este tipo y a un procedimiento para la produccién de una proteina de este tipo. La invencién se
refiere ademads al uso del ADN y de la proteina asi como a anticuerpos dirigidos frente a la proteina.

La ruta de sefalizacién de wnt desempefia un papel importante en la regulacién de la diferenciacion y proliferacion
celulares durante el desarrollo embrionario de Drosophila, Xenopus laevis y del ratén. La ruta de sefializacién de wnt
comprende la combinacién de glicoproteinas secretoras, que estdn codificadas por genes wnt, por ejemplo Xwnt-8,
y receptores de wnt, a los que se unen las glicoproteinas. Ademds, la ruta de sefializacién de wnt estd implicada en
seres humanos de manera causal en el carcinoma de mama y de colon asi como en el melanoma (véase Peifer, M.,
Science 275, (1997), 1752-1753). Por tanto, los inhibidores de la ruta de sefializacién de wnt podrian representar una
posibilidad de poder intervenir terapéuticamente en el caso de enfermedades tumorales.

Si bien las solicitudes de patente de prioridad estadounidenses 08/843.704 y 08/842.898, que coinciden amplia-
mente con la publicacion PCT WO 98 46755, describen determinadas proteinas CRSP (dkk3 = hCRSP-1 = T59), lo
hacen sin embargo sin ninguna funcién.

Por consiguiente, la presente invencién se basa en el objetivo de proporcionar un agente con el que pueda inhibirse
la ruta de sefializacién de wnt.

Esto se consigue segin la invencién mediante los objetos en las reivindicaciones.

Por consiguiente, es objeto de la presente invencién una proteina inhibidora de la ruta de sefalizacién de wnt,
codificandose la proteina por el ADN de la figura 2.1, 2.3, 2.4, 2.5, 2.6 6 2.7 o por un ADN relacionado con este ADN
mediante el cédigo genético degenerado.

La presente invencién se basa en el conocimiento del solicitante de que existe una proteina en animales, espe-
cialmente mamiferos, muy especialmente el ser humano, que inhibe la ruta de sefializacién de wnt. El solicitante ha
encontrado que la expresién del gen wnt, Xwnt-8, en Xenopus laevis conduce a la formacién de gemelos siameses.
Esta malformacion se evita cuando se expresa simultdneamente la proteina citada anteriormente. Esta proteina es una
proteina secretora de aproximadamente 40 kD. Las variantes de la proteina estdn expuestas en forma de sus ADN en
la figura 2. Ademads, el solicitante ha reconocido que se expresan variantes de la proteina en distintos tejidos (véase la
tabla 1 y la figura 3).

En la presente invencion, la proteina citada anteriormente se denomina como “inhibidor de wnt” (wnt-I).

Otro objeto de la presente invencién es un ADN que codifica para (wnt-I). Este puede ser por ejemplo un ADN
genémico o un ADNc. Este es un ADN que comprende lo siguiente:

(a)el ADN de la figura 2.1, 2.3,2.4,2.5,2.6 6 2.7

(b) un ADN relacionado con el ADN de (a) mediante el c6digo genético degenerado.

El ADN de la figura 2 comprende siete ADN, que proceden de Xenopus laevis, ratén, ser humano o gallina y
codifican para (wnt-I). Seis de estos ADN se depositaron en la DSMZ (“Deutsche Sammlung von Mikroorganismen
und Zellkulturen”, Coleccién Alemana de Microorganismos y Cultivos Celulares) el 19 de septiembre de 1997 tal
como sigue:

Figura 2.1 (ADN de ser humano) como phdkk-3 con DSM 11762

Figura 2.2 (ADN de gallina) tiene la denominacién pcdkk-3

Figura 2.3 (ADN de ratén) como pmdkk-2 con DSM 11759

Figura 2.4 (ADN de ser humano) como phdkk-2 con DSM 11761

Figura 2.5 (ADN de ratén) como pmdkk-1 con DMS 11758

Figura 2.6 (ADN de ser humano) como phdkk-1 con DSM 11760

Figura 2.7 (ADN de Xenopus laevis) como pRNdkk-1 con DSM 11757

A continuacién se describe un ADN segiin la invencién en forma de un ADNc. Este representa a modo de ejemplo
cualquier ADN que estd abarcado por la presente invencion.
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Para la produccién de un ADNc segtn la invencidn es favorable partir de una biblioteca de ADNc de Xenopus laevis
(véase Glinka, A. et al., Mechanisms Develope. 60, (1996), 221-231). A partir de los clones de ADNc individuales se
sintetizan los correspondientes ARNm por medio de la ARN polimerasa. Estos se microinyectan junto con el ARNm de
genes wnt, por ejemplo Xwnt-8, en Xenopus laevis. Se examina la formacién de gemelos siameses en Xenopus laevis.
Estos se obtienen cuando el ARNm del gen wnt se microinyecta solo o junto con tal ARNm de Xenopus laevis, que no
codifica para (wnt-I). Por consiguiente, la no aparicion de gemelos siameses se valora como prueba de la existencia de
un ARNm que codifica para (wnt-I). Un ARNm de este tipo puede reconocer directamente al correspondiente ADNc.

Un ADNCc segtn la invencidn puede encontrarse en un vector o vector de expresion. El experto conoce ejemplos
de éstos. En el caso de un vector de expresion para E. coli estos son por ejemplo pGEMEX, derivado de pUC, pGEX-
2T, pET3b y pQE-8. Para la expresion en levadura han de mencionarse por ejemplo pY100 y Ycpadl, mientras que
para la expresion en células animales se exponen por ejemplo pKCR, pEFBOS, cDMS8 y pCEV4. Para la expresién en
células de insecto es especialmente adecuado el vector de expresion de baculovirus pAcSGHisNT-A.

El experto conoce células adecuadas para expresar un ADNc que se encuentra en un vector de expresion segin la
invencién. Los ejemplos de tales células comprenden las cepas de E. coli HB101, DH1, x1776, JM101, JM 109, BL21
y SG 13009, la cepa de levadura Saccharomyces cerevisiae y las células animales L, 3T3, FM3A, CHO, COS, Vero y
HeLa asi como las células de insecto sf9.

El experto sabe de qué manera debe insertarse un ADNc segin la invencién en un vector de expresion. También
conoce que puede insertarse este ADNc junto con un ADN que codifica para otro péptido o proteina, de modo que el
ADNCc segtin la invencién puede expresarse en forma de una proteina de fusion.

Ademds, el experto conoce las condiciones para cultivar células transformadas o transfectadas. También conoce
procedimientos para aislar y para purificar la proteina expresada por el ADNc segun la invencién. Por consiguiente,
una proteina de este tipo, que también puede ser una proteina de fusion, es también objeto de la presente invencion.

Otro objeto de la presente invencion es un anticuerpo dirigido frente a una proteina o proteina de fusién citada
anteriormente. Un anticuerpo de este tipo puede producirse mediante procedimientos habituales. Puede ser monoclonal
o policlonal. Para su produccién es favorable inmunizar con una proteina (de fusién) citada anteriormente o fragmentos
de la misma, animales, especialmente conejos o gallinas para obtener un anticuerpo policlonal y ratones para obtener
un anticuerpo monoclonal. Pueden tener lugar otras “inmunizaciones de recuerdo” en los animales con la misma
proteina (de fusién) o fragmentos de la misma. El anticuerpo policlonal puede obtenerse entonces a partir del suero o
la yema de huevo de los animales. Para el anticuerpo monoclonal se fusionan células esplénicas de los animales con
células de mieloma.

La presente invencion permite estudiar y entender mejor la ruta de sefializacion de wnt. Con un anticuerpo seguin
la invencién puede detectarse (wnt-I) en organismos. Ademds puede detectarse un autoanticuerpo dirigido frente a
esta proteina con un (wnt-I) segin la invencién. Ambas detecciones pueden tener lugar mediante procedimientos
habituales, especialmente una inmunotransferencia de tipo Western, un ELISA, una inmunoprecipitacién o mediante
inmunofluorescencia. Ademds puede detectarse la expresion del gen que codifica para (wnt-I) con un 4cido nucleico
segun la invencidn, especialmente un ADN y cebadores derivados del mismo. Esta deteccién puede tener lugar de
manera habitual, especialmente en una transferencia de tipo Southern.

Por consiguiente, con la presente invencién también pueden estudiarse, es decir diagnosticarse, y entenderse mejor

procesos que estan relacionados con la ruta de sefalizacién de wnt. Estos son por ejemplo la diferenciacién y prolife-
racion celulares asi como enfermedades de diferente tipo. Ejemplos de las tltimas son enfermedades del ojo y de los
huesos asi como enfermedades tumorales, especialmente carcinoma de mama y de colon asi como melanoma.

Ademds, la presente invencién es adecuada para tomar medidas para y contra la existencia de (wnt-I) en orga-
nismos. Con un anticuerpo segtn la invencién puede inhibirse (wnt-I) en organismos. Por otro lado puede elevarse la
cantidad de (wnt-I) en organismos con un (wnt-I) segtin la invencion, especialmente tras el acoplamiento a una proteina
no considerada como extrafia por el cuerpo, por ejemplo transferrina o BSA. De manera correspondiente puede conse-
guirse también con un dcido nucleico segtin la invencidn, especialmente con un ADN, que se produce bajo el control
de un promotor que puede inducirse en determinados tejidos y tras su expresion conduce a la facilitacién de (wnt-
I) en estos tejidos. Ademds, también puede utilizarse un 4cido nucleico segin la invencién, especialmente un ADN,
para la inhibicién de (wnt-I). Para esto puede usarse el dcido nucleico, por ejemplo como base para la produccién de
oligonucleétidos antisentido para la inhibicion de la expresion del gen que codifica para (wnt-I).

Por consiguiente, la presente invencion proporciona también la posibilidad de intervenir activando o inhibiendo en
la ruta de sefializacion de wnt. Lo primero podria tener lugar por ejemplo mediante la administracién de un anticuerpo
segun la invencién frente a (wnt-I). Para lo dltimo es apropiado administrar (wnt-I) segiin la invencién. La activacién
de la ruta de sefializacion de wnt podria ser razonable si se piensa en criar organismos para la donacién de érganos.
Sin embargo, la inhibicién de la ruta de sefializacion de wnt es apropiada para poder intervenir terapéuticamente en
enfermedades de huesos y del ojo asi como en enfermedades tumorales, especialmente carcinomas de mama y de
colon asi como melanoma.
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Especialmente se destaca la presente invencidn porque puede utilizarse de manera especifica de tejido. Esto sirve
tanto para el diagndstico como para el tratamiento. Por ejemplo es adecuado un ADN segtin la invencion, DKK-1, una
proteina correspondiente o un anticuerpo frente a los mismos especialmente para tejidos tales como cerebro, corazon,
vasos, huesos, cartilago, tejido conjuntivo y ojo. Ademds es adecuado un ADN segtin la invencién, DKK-2, una
proteina correspondiente o un anticuerpo frente a los mismos especialmente para tejidos tales como cerebro, corazon,
vasos, huesos, tejido conjuntivo, riflones, testiculos, bazo, ovarios, musculo, dtero, cartilago, ojo y gldndula mamaria.
Ademads es adecuado un ADN segin la invencién, DKK-3, una proteina correspondiente o un anticuerpo frente a
los mismos, especialmente para tejidos tales como cerebro, corazén, vasos, huesos, cartilago, ojo, tejido conjuntivo,
pulmoén, ovarios, musculo y glandula mamaria.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 muestra las secuencias I y II consenso de aminodcidos de un (wnt-I) segin la invencién. La indicacién
“-” significa un aminodcido, siendo variable el nimero de aminodcidos cuando presentan un asterisco.
La figura 2 muestra la secuencia de bases de siete ADN que codifican para (wnt-I) con la indicacion de las bases
que contribuyen a las secuencias consenso de aminodacidos de (wnt-I).

La figura 3 muestra la expresion de tres ADN que codifican para (wnt-1), DKK-1, DKK-2 y DKK-3, en tejidos.
La presente invencidn se explica mediante los ejemplos citados a continuacién.

Ejemplo 1

Produccion y purificacion de un (wnt-I) segiin la invencion

Para la produccién de un (wnt-I) segin la invencién se doté el ADN de la figura 2.6, phdkk-1 de ligadores de Bam
HI, posteriormente se escindié con Bam HI y se insert6 en el vector de expresion pQE-8 (Qiagen) escindido con Bam
HI. Se obtuvo el pldsmido de expresién pQ/wnt-I. Este codifica para una proteina de fusién de 6 restos de histidina
(componente del extremo N-terminal) y un (wnt-I) segtin la invencién (componente del extremo C-terminal). Se usé
pQ/wnt-I para la transformacién de SG 13009 de E. coli (véase Gottesman, S. et al., J. Bacteriol. 148, (1981), 265-
273). Se cultivaron las bacterias en un medio LB con 100 ug/ml de ampicilina y 25 ug/ml de kanamicina y se indujeron
durante 4 h con isopropil-g-D-tiogalactopiranésido (IPTG) 60 uM. Mediante la adicién de clorhidrato de guanidina
6 M se consigui6 una lisis de las bacterias, posteriormente se realizé con el lisado una cromatograffa (resina de Ni-
NTA) en presencia de urea 8 M de manera correspondiente a las indicaciones del fabricante (Diagen) del material de
cromatograffa. Se eluy6 la proteina de fusién unida en un tampén con pH 3,5. Tras su neutralizacion, se sometio la
proteina de fusién a una electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS al 18% y se tifié con azul de Coomassie (véase
Thomas, J.O. y Kornberg, R.D., J. Mol. Biol. 149 (1975), 709-733).

Se mostr6 que una proteina (de fusidon) segin la invencién puede producirse en forma altamente pura.
Ejemplo 2
Produccion y deteccion de un anticuerpo segun la invencion

Se someti6 una proteina de fusién segun la invencion del ejemplo 1 a una electroforesis en gel de poliacrilamida-
SDS al 18%. Tras la tincién del gel con acetato de sodio 4 M, se cort6 una banda de aproximadamente 40 kD del gel
y se incubd en disolucién de cloruro de sodio tamponada con fosfato. Se sedimentaron fragmentos de gel, antes de
determinar la concentracién de proteina del sobrenadante mediante una electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS, a
la que le siguid una tincién con azul de Coomassie. Se inmunizaron animales con la proteina de fusién purificada en
gel tal como sigue:

Protocolo de inmunizacion para obtener anticuerpos policlonales en conejos

Se utilizaron por inmunizacién 35 ug de proteina de fusion purificada en gel en 0,7 ml de PBS y 0,7 ml de adyuvante
de Freund completo o incompleto.

Dia O: 1* Inmunizacién (adyuvante de Freund completo)

Dia 14: 2% Inmunizacién (adyuvante de Freund incompleto; icFA)
Dia 28:  3* Inmunizacion (icFA)

Dia 56:  4° Inmunizacién (icFA)

Dia 80: Sangrado



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 306 483 T3

Se sometié a prueba el suero del conejo en inmunotransferencia. Para esto, se sometié una proteina de fusién
segun la invencién del ejemplo 1 a una electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS y se transfirié a un filtro de
nitrocelulosa (véase Khyse-Andersen, J., J. Biochem. Biophys. Meth. 10, (1984), 203-209). Se realiz6 el andlisis de
inmunotransferencia de tipo Western tal como se describe en Bock, C.-T. et al., Virus Genes 8, (1994), 215-229. Para
esto, se incubd el filtro de nitrocelulosa durante una hora a 37°C con un primer anticuerpo. Este anticuerpo era el
suero del conejo (1:10000 en PBS). Tras varias etapas de lavado con PBS se incubé el filtro de nitrocelulosa con un
segundo anticuerpo. Este anticuerpo era un anticuerpo de cabra anti-IgG de conejo monoclonal acoplado a fosfatasa
alcalina (Dianova) (1:5000) en PBS. Tras una incubacién de 30 minutos a 37°C siguieron varias etapas de lavado con
PBS y posteriormente la reaccién de deteccion de la fosfatasa alcalina con revelador (fosfato de 5°-bromo-4-cloro-3-
indolilo 36 uM, azul de nitrotetrazolio 400 uM, Tris-HCI 100 mM, pH 9,5, NaCl 100 mM, MgCl, 5 mM) a temperatura
ambiente, hasta que fueron visibles las bandas.

Se mostr6 que puede producirse el anticuerpo policlonal segtin la invencion.

Protocolo de inmunizacion para obtener anticuerpos policlonales en gallina

Se utilizaron por inmunizacién 40 ug de proteina de fusién purificada en gel en 0,8 ml de PBS y 0,8 ml de adyuvante
de Freund completo o incompleto.

Dia 0: 1* Inmunizacién (adyuvante de Freund completo)

Dia 28: 2% Inmunizacién (adyuvante de Freund incompleto; icFA)

Dia 50:  3* Inmunizacion (icFA)

Se extrajeron anticuerpos de yema de huevo y se sometieron a prueba en inmunotransferencia de tipo Western. Se
detectaron anticuerpos policlonales segtin la invencion.
Protocolo de inmunizacion para obtener anticuerpos monoclonales de raton

Se utilizaron por inmunizacién 12 ug de proteina de fusién purificada en gel en 0,25 ml de PBS y 0,25 ml de
adyuvante de Freund completo o incompleto; en la 4* inmunizacién la proteina de fusion estaba disuelta en 0,5 ml (sin
adyuvante).

Dia 0: 1* Inmunizacién (adyuvante de Freund completo)

Dia 28:  2° Inmunizacién (adyuvante de Freund incompleto; icFA)

Dia 56:  3* Inmunizacion (icFA)

Dia 84: 4* Inmunizacién (PBS)

Dia 87:  Fusi6on

Se sometieron a prueba sobrenadantes de hibridomas en inmunotransferencia de tipo Western. Se detectaron anti-
cuerpos monoclonales segtn la invencion.

(Tabla pasa a pdgina siguiente)
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TABLA 1

Expresion de ADN segiin la invencion en embriones de raton

Dkk-1 Dkk-2 Dkk-3
Neuroepitelio
ES.5 +++ ventral +++ medial + medial
diencéfalo
E 125 telencéfalo M hipotalamo telencéfalo M
/manto /zona
ventricular
Ojo epitelio membrana retina
pigmentado coroidea
Médula -/+ - placa del
espinal techo de zona
ventricular
Mesodermo:
Corazdn Endocardio endotelio miocardio
E10 de bulbo
arterioso,
Septo
transverso
Corazén almohaditla endotelio almohadilla
E12 endocardica endocardica
Vasos sanguineos  +++ aorta +++ arteria +++ aorta
pulmonar + arteria
pulmonar
Mesénquima del E9 S D

primordio de la

extremidad
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Hueso
E12
Hueso
E15

Urogenital

Paladar

Foliculo piloso

Mesénquima
dental
Mesodermo

troncal
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pericondrio

centros de osificacion

cuerpo en
forma de coma, cuerpo
en

formade S

del conducto

renal

+++

+++ mesénquima +
epitelio

+/-

S/mesénquima

mesénquima

metanéfrico

++

+++

pericondrio

I/mesénquima

+++

++

Leyenda: Mesodermo: (D) decp (“dorsal ectoderm primordium”, primordio

ectodérmico dorsal), (I) intermedio, (L) lateral, (M) medial, (S), superficial.

Nivel de expresion: (-) ausencia, (+/-) expresion muy débil, (+) media, (++) fuerte,

(+++) muy fuerte.
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REIVINDICACIONES

1. Proteina inhibidora de la ruta de sefializacién de wnt, codificindose la proteina por el ADN de la figura 2.1, 2.3,
2.4,2.5,2.6 62.7 o por un ADN relacionado con este ADN mediante el cédigo genético degenerado.

2. ADN, que codifica para la proteina segtin la reivindicacién 1, siendo el ADN aquél de la figura 2.1, 2.3,2.4, 2.5,
2.6 6 2.7 o un ADN relacionado con este ADN mediante el codigo genético degenerado.

3. Plasmido de expresion, que comprende el ADN segtn la reivindicacién 2.
4. Transformante, que contiene el plasmido de expresién segun la reivindicacion 3.

5. Procedimiento para la produccién de la proteina segun la reivindicacién 1, que comprende el cultivo del trans-
formante segun la reivindicacién 4 en condiciones adecuadas.

6. Anticuerpo monoclonal, dirigido frente a la proteina segun la reivindicacién 1.
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ES 2306 483 T3

LISTA DE SECUENCIAS

(1) DATOS GENERALES:
(i) SOLICITANTE:

(A) NOMBRE: Deutsches Krebsforschungszentrum (Centro aleman de investigacion del cancer)
(B) CALLE: Im Neuenheimer Feld 280
(C) CIUDAD: Heidelberg
(E) PAIS: Alemania
(F) CODIGO POSTAL: 69120

(ii) TITULO DE LA INVENCION: Proteina inhibidora de la ruta de sefializacién de wnt

(iii) NUMERO DE SECUENCIAS: 7

(iv) VERSION LEGIBLE POR ORDENADOR:
(A) SOPORTE DE DATOS: disco flexible
(B) ORDENADOR: IBM PC compatible
(C) SISTEMA OPERATIVO: PC-DOS/MS-DOS
(D) SOFTWARE: PatentIn Release n° 1.0, Versién n° 1.30 (EPA)

(v) DATOS DE LA SOLICITUD PREVIA:

NUMERO DE SOLICITUD: DE 19747418.7

(2) DATOS PARA LA SEQ ID NO: 1:

(i) CARACTERISTICAS DE SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 1297 Pares de base
(B) TIPO: Nucleétido
(C) FORMA DE LA CADENA: Monocatenaria
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN genémico

(ili) HIPOTETICO: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

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

o). Laedamdrion
L R

CGRTGIITCT
TSACCRACTC
ACTACCCITCT
TGGATICCTA
GTCACASTTS
STTGLTITGAG
STGTGCAGCA

AAAACTATAA

CATTTGGAAT
GTGTGCCAGE

ATGAAGGCCA

GTIGGEGCTE
TTETGGTTAC
TATTGTCTTT

ARCTCCATC
GAGCGTCAGT
CTTECTCTAC
CAEAAACGET
GTACGCTATE
AZATCRAGAG

TEATGCTGAT

GCAGCCCTTT
TCTATGCTGT

AGTGTGCALCC

AGCSTTGTTA
TITTTAAAAS
AAGGACTTTC
TTACATGAAG
GAGSAACTTC
GAGACCTGTA
AACCTGCCAT

Ay M
CATATATTAT

CATTTCTAAN

CTGTGGTGCC
ATCGAGACTT
TCTARATTAR
TGCTCTGGTC
CTAATTRATG
AAAACTGTAA
CTTGTACATT
ATTALTGTAGA

CTTANARAACA

(2) DATOS PARA LA SEQ ID NO: 2:

ES 2 306 483 T3

CAGCATCAA

TGAGTCTE3T
TGGGGTTTTA
RAGAATETGC
COGGACTCCC
AGTTGCAIZG
BACTCTCTGG
TGCTGTACZAG
CGCTTCCrAL

CATGCAACAA

ARAGGCCGTG
GCCCGTCATY
AAGCACAGGA
GGACTCTCGT
CACACTTGCC
GCTAATTAAG
TTCCCTGAAC
CTAATTACAG
ATACCCGTCT
CCGACGIGCT
GTTTACGTCT

AARARAALLN

(i) CARACTERISTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 881 Pares de base
(B) TIPO: Nucleétido
(C) FORMA DE LA CADENA: Monocatenaria
(D) TOPOLOGIA: lineal

GGGATTTATC
TGGACAGAGE
TCTTGGATGG
CSECGGCREC
TATATGATAT
AACATGATGA
TTTCCTTGSC
GCAACTACTG
ARCCAGGGATA

TEGATALTCA

ATGGTGATGT
TCTGGTCAAA
GGAAAGGCTC
GCCGGTTACA
ARAGACACTA
ACTTTGGTAC
CCGGAAGCTG
TAAATTACTG
ATAGAAAGTG
CTTCCCTTTT
ACTATGTCTG

AAANAAD

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN genémico

(iiiy HIPOTETICO: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

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

TTGGAGGATT
AATGGGCAST
CGCACTTGGT
AGCAGTTCAG
TGCCAACAAS
CIGTGCICTY
ATGCCGCA

TAGC

LCGGA

CCTGGRAGAA

TTCCARRTTR

TTGCCTCCGA
GATCTGCAAG
TCACGGGCTA
GAAAGSAGRA
AGCGAGGCCT

CTGCATSTTA

TCTGAETTCT
ARCATGTTCC
TITGTCATGA
CCCRTTGGCT
TACCARCCTC
GATGAATTCT
CGCAGARAGT
RTTTGTGTCC
ACCATICTGE

ACCACTTCCC

TCAACTGACT
CCGSTCCTTG
GAGATTYTCC
TTTACARCTG
ACAGAGCCTG

TTTTCTCAGT

CGCARCTTGT
TGTTGTAAAT
TACATGATCT
TATATATATA

TATTTITAAT

TETTTTTET
BCTACGCARG
CTCTATTGT
TATATATAAA

TEAANTARRN

W

96¢C

102¢

108C

1140
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< 3

1ot
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TICAGGIATS
SETACCIYTS
AAGGTTIATC
TGTSTTGICC
TCACTCCACA
ATTCTAATT
TAAAAGSACA
GTGCTIGCCA
CCAANCINCG
o~ i o e

AQSSTCTETC

TATGCTAGAA

AACAAGGACT
CASCAGTGAT
AGCITGCATG
TGETACCCGC
TATCCIAGCT
TGACCTGGGA
TCGAAGGAGAC
CTTTTGGACC
CAAGAAGGGT
CTECARACTG

GATCIGATAR

ES 2306 483 T3

GGGTTCGGCS
AAGGAATCTS
CTCTGTAGGA
TGCRATAATG
CTGGATGGCA
TGGCAGAATC
CCATGTCTAC
ARRATCOTGCN
TCGCACCGGC
TGGAARGATG

ACACTGGAAG

GCAGTGAGARA
ARGTTGGAAG
GGAALLAGAR
GRATCTGCAT
CCCGGCATA
TAGGAAGGCC
GSTCATCAGA
KRCCAGTGET
TECAGATTTT
CTACCTACTC

AGTCATCACT

GGGCAMAACT
ATACTGCCAC
ACGATCEIZAC
CCCAGTCALT
AGATCGCART
ACACTICRAC

Tak Woals Kok B ol
CTGTATTGAT

CCATCAGGESS
CCACAGCTCT
T“Cﬁ‘ an "rﬂf"

AGCAGACTGT

CTGGGGLAGS
AGTCCOCLACC
ACAGATGGGA
GAGAGCATCC
CATGGTCACT
ATGCTTCATA
SGOTTITGTT
GAARGTCTGTA
GACTGTGCAA
AGACTCIATS

GAATTIGTGT

ATTTAATGCA TTATGGCATG ATGGAAACCT GGATTGCAAT GCGGAAGAAT GAGGGATGTS
GTARGAATGT GGAGCAGAAG AGGGCAGGAC TGRATCAACT AGAGTCGRCA ACAACCARAG
TACTACCAGT GCTTCCGTTA TGTGCCTCAT CTATGTAAAT AATGTACACA TTTGTCAAAN

TGCTATTATT AABAGAAAGC ACACCATGGA AATTACAAAR A

(2) DATOS PARA LA SEQ ID NO: 3:

(i) CARACTERISTICAS DE SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 1226 Pares de base
(B) TIPO: Nucleétido
(C) FORMA DE LA CADENA: Monocatenaria
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN genémico

(iii) HIPOTETICO: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 3:
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GACCCACGTG TCTSTCCCTS TTTGCGTCLT TCOGGAGATGA TGGTTGTZTG TGCACCGSCA

>

139

GCTGTCLGST TCTTGECCET GTTTACAATG ATGGCTCTCT GTAGCCTICC TOTGCTAGGA P4
GCCAGTGCCR CCTTGAACTC AGTTCTCATC AATTCCAACS CGATTAAGAA CCITGCCCCCTA i8¢
CCGCTEGRTG GTEITOGG3G GCAGCCEGSC TCTGCTGTCA GTITGGIGCC GEUGAGTTCTC 23
TATGAGGGCG GGAACRAGTA CCAGACTCTT GACAACTACT AGCTTTACCT TTGIGTTGAR 3C¢C
GATGAGGACT GCGICTCTGA CGAGTACTGT TCCAGCCUICA GCTGTGGEGC AGCCGGCSTC 3s¢
GGAGGTGTAC AGATCTGTIT GGCTTGSCCGA AAGCSCAGGA AGTGOTGCAT GACGCACGIT 420
ATGTOCTGCC CCEIGARCTA CTGCAAAAAT GGAATATGCA TGCCCTTCTGA CTACAGCCIAT 420
TYTCCTCCAG GSCAMATTGCR GEARBAGCATC ATTGAAMACT TTGITAATGA CTACAACSCT 3¢l
GCCGCGGGGEG ATGTZATATSS CAGRAGAACT ACACTGACTT CAAARLTATA TCIATACCAAA 500
GGACARAGAAG GUTZASTETG CCTCCGATCA TCAGACTGTCE CCECAGSSCT GTETTGTGTA 8<l
AGACACTTCT GGTICAAGAT CTGTAAACCT GTCCTTARAG ARGGTCAGST STGCACCAAG 728
CACARACGSRE AAGGECTCCCA CGGGCTGGAG ATATTCCAGC GCTETTAITS IGGSGAARGECT 78S
CTGGCTTSCA ZTACAGAR ECGATCACCAT CAAGCCAGCA ATTITTLCTAG SITCCACACC 84cC
TGCCAGACGAC ACTAAACCGA CAGTCTAAAT ATGATGGACT CTTTTTATCT AATATATGCT 900
ACGAAALTCC TTTATSATTT GTCAGCTCAA TCOCCAAGGAT GTAGGAATCT TTAGTGTGTA §5°8

ATTAAGCATT CCCA TAC TTTCCARAAG CTITGGAGTG TAAGGATTTT STTTCTTGAT LCz%
SGAACTCSCC TGTSATTIGSA GTAAATTACT CTGTTGTARR TCCTCAGTGT SGCACTTACC 1082

TATARATGCA GCARMAACTTT TAATTATTT! TCTAGAGCTG TGSTACATTG TCTTGTT:ECT 1128

CTTGCATCTA AATTTTTTTT GTACACGSTT GATTGTCITG ACTCATAMAAT ATTCTATATT 12C0

GGAGTAGAAA AAARARAARA AARAAA 1226

(2) DATOS PARA LA SEQ ID NO: 4:

(i) CARACTERISTICAS DE SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 768 Pares de base
(B) TIPO: Nucleétido
(C) FORMA DE LA CADENA: Monocatenaria
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN genémico

(iiiy HIPOTETICO: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 4:
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ATACGACTCA
SATATTGCCA
AGCGCTGECA
CCCAGTTAC
GAGATCCGARA
ACACACTRA
ACTGCATTCA
TECATCEASS
TLUCAGCETTG
CCTCTAAAGT
ATTCGCAGACT
ATSCAGAAGA

AARMARBRAAG

CTATAGGGAA
CAGTCCCCAC
CCGAGATGGC
TGAAAGCATC
CCACGETCAT
GATITCACAT
AGZSTTTTGC
GGAAGTCTGT
CGACTGTGCS
CAGACTCCAT
GTSAACTTOT
ATGSCTAAAA

ATEIGGCEGT

ES 2306 483 T3

TTTGGCCLT

CARGGATCAT
ATGTGCTGCC
TTAACCCCTC
TACTCAMCC
ATAARAGGGC
TGTGCTCETC
ACCRAACAXC
AAGGGCCTGT
GTGTGTCAGA
GTATTTAATG
TAAGAAACGT

AAGCTTATTC

GAGGCCRAGA
CGGCCTGCAT
CTAGTACCCS
ACATCCCGSC
ATGACTTGEGS
ATGAAGGAGA
ATTTCTGGAL
GCARGAAESS
CTTGCAAAGT
ARATTTGATC
CATTATAGCA
GATAAGAATA

CCTTTAGTGA

(2) DATOS PARA LA SEQ ID NO: 5:

(i) CARACTERISTICAS DE SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 828 Pares de base
(B) TIPO: Nucleétido
(C) FORMA DE LA CADENA: Monocatenaria
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN genémico

(iii) HIPOTETICO: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

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

ATTCGGCACG
GETGTATCGG
CTGCAATAAT
TCTGGATGGT
ATGGCAGAAT
CCCCTGCSTA
CAAAATCTGE
TTCTCATSSES
ATGGAAAGAT
ACCATTEAGS
TGSTASAAAR
TAGATGATSA

GGGTTAAT

AGGGTTGGGA
AGAAARAAGA
GGCATCTGTA
ACTCGGCACA
CTAGGAAGARC
CGATCATCAS
AMACCAGTS

CTGGAAATTT
GCCACCTALT
ARCATCATCA
TAAGGTTCAS

CAAARAAAAR
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TGGCCCTGCA CGTTABAAAT TCGGCACGAG GGTCTGGCAC TCAGAGOATG CTCTGACCTT 60
SAAAGGSTCT TATCTGSAGA CCAGGGAGTA CAACGTGOLTS AATGTGTGCG GUTCAGGGAS 120
CATTTGGTAA CCITGCATTT GGGAGCAGTG GGCRCTAACC GGTITTGGAG AGGTGGACAC 130
ATAAGGACTS TGATCAGOGC CCGGGTCCAAR GAGGGCEGST ACCTGSACCT CTGGGTGCCT 240
CACCCTCTCC CCSAACTOTT CCCACAGCCG TACCLGIGCG CAGAGTACGA GGAGTGOGGE 0o
ACTGATGAGT ACTSCCCTAG TCCCACCCCG CGGAGGGGAC CSCCGSCCGT GCAAATCTGT 36¢C
CTCGCCTEOA GGAAGCGCCG MARAACGCTGC ATGOGTIACG CTATGTGCTG CCTCCGGGAAT £2¢C
TACTGCAAAA ATSSAATATS TGTGTCTTCT GATCAAAATC ATTTICCGAGG AGAAATTGAC 480
GAAACCATCA CTSAAAGCTT TGSTAATCAT CATAGCACCT TGOATGGGTA TTTCAGARGA 549
ACCACCTTET CTTCAAAAAT GTATCACATT RAAGGACAAG AAGETTLTET TTGTCTCCSG 600
TCATCASACT QT2ZCTCAGG ATTGTCOTTST GCTAGACACT TCTGSITCCAA SATCTGTAAN §6C
CCTGTCSTTGRA AAGAACSTCA AGTSTGTACC AAGCATAGGA GAAAASGCTC TCATGGACTA 72C
GAAATATTSY ASGTITTGTTA CTSTGGAGHA GSTCTSTLTT GCCGEATACA GAMACATCAC T8¢
CATCAAGCCA GTAATTCTTC TASGCTTCAC ACTTGTCAGA GACACTAA 826
(2) DATOS PARA LA SEQ ID NO: 6:
(i) CARACTERISTICAS DE SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 432 Pares de base
(B) TIPO: Nucleétido
(C) FORMA DE LA CADENA: Monocatenaria
(D) TOPOLOGIA: lineal
(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN genémico
(iii) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 6:
GCCGTGITTG CCEITCTAGA ATAGTGGATC CCTCGGICTS CAGTSAATTIE SCACGASCGS €0
CTGCGGECZC AGAGCGGAGA TGCAGCGSCT TGGGCCACTS TGLCTITGCCT STTGITGSLG 120
GCGGLGSTCT CCATGGTIIC CGCGCCCTCT CTGACSGIGA CCTCSSITCC AGTCAAGCCEC 180
GGCCCGGITC TCAZCTAZCC GCAGGAGGAS GTTACCCTIA ATGASATOTT CCSCGGETEA 24C
GGAACTSGATS GAZSATACGC AGCACAAATT GTGCAGOGTGE GTGIAAGAGE TGGAGGCAGA 300
AGAAGCTICT GCTAAAGCAA TCATCAGAAG TGAACCTGSC AAACTTACCT ZIZCAGCTATC 360
ACAATGACGAS CAXZACAGAC ACGAAGTTTG GAAATAATAA CCATCCATCET SCACCGAGAA 42¢
ATTCACASGT TT 422
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(2) DATOS PARA LA SEQ ID NO: 7:

(i) CARACTERISTICAS DE SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 1383 Pares de base
(B) TIPO: Nucleétido
(C) FORMA DE LA CADENA: Monocatenaria
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN genémico

(iii) HIPOTETICO: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 7:
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CGSOGASCEE CAGCGBTGSC TGAGSAGCSC CGGGGATGCS GOGGGGAGAG GRACCESCGE 60
CGCGGCGGLE ATGGCTGCTG CTGTTGGCTG TGEOTESCGSC TCTETAITGS GICErnatas 120
GGAGCGSTEG GEBGCGGEGA GCGGCCAGTC TGOGOGAGAT GCTGCEGGAG GTGGAGSCEC 18¢
TGATGSAGGA CACSCAGCAC AAGCTGOGTA ACGCCSTGCA GCASATGGAR GCTGARGAASD 230
AAGGGSTAAA AAAACTGTCA GAAGTARACT TTGAAAACTT ACCTCCCACC TACCATAATG 300
AGTCCAACAC AGAAACCAGA ATTGSTAATA ARACTGTTCA SACTCATCAA GAAATTCATA 360
AGSTTACAGA TAMNCAGAACT GGATCAACAA TTTTTTCCGA GACAATTATT ACATCTATAA 420
AGGGTGGAGA AAACAAAAGA AATCATGAGT GTATCATTGA TGAAGACTST SAAACAGGAA 48¢
AGTATTSSCA GTTCTCCACC TTTGAATACA ASTGTCAGCC CTCTAAAACT CAGCATACAC 540
ACTGCTCACG AGATGTTGAA TGCTGCGEAG ACCAGSTTTS TOTTTESIGT GAGTGCAGGA 500
ARGECACYTC AAGAGGAGAA AATGGTACTA TTTGTGAGAA CCAACATGAC TGCAALDCAS 6§50
GAACSTSCTE TGOTTTTCAG SAACTGC TSTTTCCTST STGCACTCCS TTACCCGAAG 720
ARAGGTGAACC TTGCCATGAT CCTTCAAACA GACTTCTCAN CCTGATCACT TGSSAACTGE 733
AXCCTGATGS ACTACTAGAG CGCTGCCCAT GTGCAAGTGS CTTGATCTGC CAACCTCAGA §4:
GCAGCCACAS TACTACATCT GTGTGTGAAC TSTTCTCCAA TGAMACCACS AAARACGAAA 390
AAGAAGATCC CTTGAACATG GATGAGATGT CATTTATCAG TTTAATACCC AGAGATATTC $60
TTTCTGATTA CSAAGAAAGC AGCGTCATTC AGGAAGTGCS TAAAGAATTY GAAAGECTGS 1020
AGGACCANGC AGGTGTGAAG TCTGAGCATG ACCCSGCTCA TGACCTATTT CTGGGAGATG 1080
AAATATGAAG TTCAAACACC ACTTTAGTTA GTCCTAGAAA TTGTTETCTA GTGTCTTGCT 1140
TACATACACC CTTAACAGAT ACTGCTGGAT AGAAGTOCAA TAAACATCTT CATTCACCAT 1200
CEGTTTTCST GCACCAAACC TGCATGTTCA RATTCATGTT SAATTCACTC AATCTTTGGA 1269
CCAAACTTTC CATZAAAGAC AMATGAGAAA GSCATCAGTG TTTCCTTTGS ATTAATCCTT 1322
TCCTTTSTAC AGCAGAAATA AACGTATCAG TACTCGTACT CATTARAAAL ACACACGGAG 138¢
CAT 1383
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