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DESCRIPCION

Composicion que comprende un anticuerpo que se une selectivamente a proteina segregada rica en cisteina
(CRSP)

Antecedentes de lainvencion

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

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

Sumario de lainvencién

La presente invencion se basa, al menos en parte, en el descubrimiento de moléculas de acido nucleico que
codifican para una familia novedosa de proteinas segregadas, denominadas en el presente documento proteinas
segregadas ricas en cisteina (“CRSP” o “proteinas CRSP”). Las moléculas CRSP de la presente invencion son utiles
como agentes moduladores para regular una variedad de procesos celulares. Consecuentemente, se dan a conocer
moléculas de &cido nucleico aisladas que codifican para proteinas CRSP o partes biolégicamente activas de las
mismas, asi como fragmentos de &cido nucleico adecuados como cebadores o sondas de hibridacion para la
deteccioén de acidos nucleicos que codifican para CRSP.

Una molécula de acido nucleico de CRSP puede ser homéloga en un 60% a la secuencia de nucleétidos mostrada
en SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:3 o un complemento de la misma. Una molécula de acido nucleico de ACRSP puede
ser homdloga en un 80% a la secuencia de nucle6tidos mostrada en SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:6, la secuencia de
nucledtidos del inserto de ADN del plasmido depositado en la ATCC con el nimero de registro 98634 o0 un
complemento de la misma. Una molécula de acido nucleico de CRSP puede ser homéloga en un 60% a la secuencia
de nucleétidos mostrada en SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:9, la secuencia de nucleétidos del inserto de ADN del
plasmido depositado en la ATCC con el nimero de registro 98633, la secuencia de nucleétidos del inserto de ADN
del plasmido depositado en la ATCC con el numero de registro 98452 o un complemento de la misma. Una molécula
de acido nucleico de CRSP puede ser homologa en un 85% a la secuencia de nucleétidos mostrada en SEQ ID
NO:7, SEQ ID NO:9, la secuencia de nucledtidos del inserto de ADN del plasmido depositado en la ATCC con el
namero de registro 98633, la secuencia de nucledétidos del inserto de ADN del plasmido depositado en la ATCC con
el nimero de registro 98452 o un complemento de la misma. Una molécula de &cido nucleico de CRSP puede ser
homdloga en un 70% a la secuencia de nucleétidos mostrada en SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:12 o un complemento
de la misma. Una molécula de acido nucleico de CRSP aislada puede tener la secuencia de nucleétidos mostrada
en SEQ ID NO:3 o un complemento de la misma. Una molécula de acido nucleico de CRSP puede comprender
ademas los nucledtidos 1-37 de SEQ ID NO:1. Una molécula de &cido nucleico de CRSP puede comprender
ademas los nucleétidos 1088-2479 de SEQ ID NO:1. Una molécula de acido nucleico de CRSP aislada puede tener
la secuencia de nucledtidos mostrada en SEQ ID NO:1.

Una molécula de &cido nucleico de CRSP aislada puede tener la secuencia de nucleétidos mostrada en SEQ ID
NO:6, o un complemento de la misma. Una molécula de &cido nucleico de CRSP puede comprender ademas los
nucledtidos 1-125 de SEQ ID NO:4. Una molécula de &cido nucleico de CRSP puede comprender ademas los
nucleétidos 797-848 de SEQ ID NO:4. Una molécula de acido nucleico de CRSP aislada puede tener la secuencia
de nucledtidos mostrada en SEQ ID NO:4.

Una molécula de &cido nucleico de CRSP aislada puede tener la secuencia de nucledtidos mostrada en SEQ ID
NO:9, la secuencia de nucledtidos del inserto de ADN del plasmido depositado en la ATCC con el nimero de
registro 98633, la secuencia de nucleétidos del inserto de ADN del plasmido depositado en la ATCC con el nimero
de registro 98452 o un complemento de la misma. Una molécula de &cido nucleico de CRSP puede comprender
ademés los nucledtidos 1-92 de SEQ ID NO:7. Una molécula de é&cido nucleico de CRSP puede comprender
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ademas los nucledtidos 891-1529 de SEQ ID NO:7. En otra realizacion preferida, una molécula de &cido nucleico de
CRSP aislada puede tener la secuencia de nucleétidos mostrada en SEQ ID NO:7.

Una molécula de &cido nucleico de CRSP aislada puede tener la secuencia de nucleétidos mostrada en SEQ ID
NO:12, o un complemento de la misma. Una molécula de &cido nucleico de CRSP puede comprender ademas los
nucledtidos 538-702 de SEQ ID NO:10. Una molécula de acido nucleico de CRSP aislada puede tener la secuencia
de nucleétidos mostrada en SEQ ID NO:10.

Una molécula de acido nucleico de CRSP puede incluir una secuencia de nucleétidos que codifica para una proteina
que tiene una secuencia de aminoéacidos suficientemente homoéloga a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO:2, SEQ ID 5, SEQ ID NO:8 o SEQ ID NO:11. Una molécula de &cido nucleico de CRSP puede incluir una
secuencia de nucleétidos que codifica para una proteina que tiene una secuencia de aminoacidos homéloga en al
menos un 60% a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:2. Una molécula de acido nucleico de CRSP puede
incluir una secuencia de nucleotidos que codifica para una proteina que tiene una secuencia de aminoacidos
homologa en al menos un 60% a la secuencia de aminoéacidos de SEQ ID NO:5. Una molécula de &cido nucleico de
CRSP puede incluir una secuencia de nucleétidos que codifica para una proteina que tiene una secuencia de
aminoacidos homologa en al menos un 60% a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:8. Una molécula de
acido nucleico de CRSP puede incluir una secuencia de nucleétidos que codifica para una proteina que tiene una
secuencia de aminoacidos homéloga en al menos un 75% a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:8. Una
molécula de &cido nucleico de CRSP puede incluir una secuencia de nucleétidos que codifica para una proteina que
tiene una secuencia de aminoacidos homoéloga en al menos un 65% a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO:11.

Una molécula de &cido nucleico aislada puede codificar para una proteina CRSP que incluye una secuencia sefial y
al menos un dominio rico en cisteina, y puede secretarse. Una molécula de &cido nucleico aislada puede codificar
para una proteina CRSP que incluye una secuencia sefial y al menos un dominio rico en cisteina, preferiblemente
una region rica en cisteina, y puede secretarse. Una molécula de acido nucleico de CRSP puede codificar para una
proteina CRSP y puede ser una secuencia de nucleétidos que se produce de manera natural.

Se dan a conocer moléculas de &cido nucleico de CRSP que detectan especificamente moléculas de acido nucleico
de CRSP en relaciéon con moléculas de acido nucleico que codifican para proteinas que no son CRSP. Por ejemplo,
una molécula de acido nucleico de CRSP puede hibridar en condiciones rigurosas con una molécula de &acido
nucleico que comprende los nucledtidos 470-2479 de la secuencia de nucleétidos mostrada en SEQ ID NO:1, con
los nucleodtidos 1-475 de la secuencia de nucleétidos mostrada en SEQ ID NO:4, o con los nucleétidos 1-600 de la
secuencia de nucledtidos mostrada en SEQ ID NO:7, o hibridar en condiciones rigurosas con la secuencia de
nucledtidos del inserto de ADN del plasmido depositado en la ATCC con el nimero de registro 98634, con la
secuencia de nucleétidos del inserto de ADN del plasmido depositado en la ATCC con el nUmero de registro 98633,
0 con la secuencia de nucledtidos del inserto de ADN del plasmido depositado en la ATCC con el nimero de registro
98452. La molécula de acido nucleico de CRSP puede tener al menos 500 nucleétidos de longitud e hibridar en
condiciones rigurosas con una molécula de acido nucleico que comprende la secuencia de nucleétidos mostrada en
SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:7 0 SEQ ID NO:10 o un complemento de la misma.

También se da a conocer una molécula de &cido nucleico aislada que es antisentido con respecto a la cadena
codificante de un &cido nucleico de CRSP.

También se da a conocer un vector que comprende una molécula de acido nucleico de CRSP. El vector puede ser
un vector de expresion recombinante. Se da a conocer una célula huésped que contiene un vector de este tipo. Se
da a conocer un método para producir una proteina CRSP cultivando en un medio adecuado, una célula huésped de
este tipo que contiene un vector de expresion recombinante de manera que se produce una proteina CRSP.

Se dan a conocer polipéptidos y proteinas CRSP aislados y recombinantes. Una proteina CRSP aislada puede tener
una secuencia sefial y al menos un dominio rico en cisteina, preferiblemente una region rica en cisteina, y puede
secretarse. Una proteina CRSP aislada puede ser una secuencia de aminoacidos suficientemente homéloga a la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:8 o SEQ ID NO:11. Una proteina CRSP
puede tener una secuencia de aminoacidos homologa en al menos aproximadamente un 60% a la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:2. Una proteina CRSP puede tener una secuencia de aminoacidos homaéloga en al
menos aproximadamente un 60% a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:5. Una proteina CRSP puede tener
una secuencia de aminoacidos homadloga en al menos aproximadamente un 60% a la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO:8. Una proteina CRSP puede tener una secuencia de aminoacidos homéloga en al menos
aproximadamente un 75% a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:8. Una proteina CRSP puede tener una
secuencia de aminoacidos homéloga en al menos aproximadamente un 65% a la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO:11. Una proteina CRSP puede tener la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:5, SEQ ID
NO:8 0 SEQ ID NO:11.

También se da a conocer una proteina CRSP aislada que esta codificada por una molécula de acido nucleico que
tiene una secuencia de nucle6tidos homdéloga en al menos aproximadamente un 60% a una secuencia de
nucledtidos de SEQ ID NO:1, o un complemento de la misma. Se da a conocer una proteina CRSP aislada que esta
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codificada por una molécula de &cido nucleico que tiene una secuencia de nucleétidos homoéloga en al menos
aproximadamente un 80% a una secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO:4, o un complemento de la misma. Se da
a conocer una proteina CRSP aislada que esta codificada por una molécula de acido nucleico que tiene una
secuencia de nucledtidos homdloga en al menos aproximadamente un 60% a una secuencia de nucle6tidos de SEQ
ID NO:7, o un complemento de la misma. Se da a conocer una proteina CRSP aislada que esta codificada por una
molécula de &cido nucleico que tiene una secuencia de nucledtidos homoéloga en al menos aproximadamente un
85% a una secuencia de nucledtidos de SEQ ID NO:7, o un complemento de la misma. Se da a conocer una
proteina CRSP aislada que estd codificada por una molécula de &cido nucleico que tiene una secuencia de
nucledtidos homologa en al menos aproximadamente un 70% a una secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO:10, o
un complemento de la misma. Se da a conocer una proteina CRSP aislada que esta codificada por una molécula de
acido nucleico que tiene una secuencia de nucleétidos que hibrida en condiciones de hibridacién rigurosas con una
molécula de acido nucleico que comprende la secuencia de nucledtidos de SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:4, SEQ ID
NO:7, SEQ ID NO:10 o un complemento de la misma.

Las proteinas CRSP o partes bioldgicamente activas de las mismas, pueden estar operativamente unidas a un
polipéptido distinto de CRSP para formar proteinas de fusion de CRSP. La invencién caracteriza anticuerpos que se
unen especificamente a proteinas CRSP, tales como anticuerpos monoclonales o policlonales. Las proteinas CRSP
0 partes biolégicamente activas de las mismas pueden incorporarse a composiciones farmacéuticas, que
opcionalmente incluyen vehiculos farmacéuticamente aceptables.

Se da a conocer un método para detectar la expresion de CRSP en una muestra biolégica poniendo en contacto la
muestra biolégica con un agente que puede detectar un polipéptido, una proteina o una molécula de acido nucleico
de CRSP, de manera que se detecta la presencia de un polipéptido, una proteina o una molécula de acido nucleico
de CRSP en la muestra bioldgica.

Se da a conocer un método para detectar la presencia de actividad de CRSP en una muestra biolégica poniendo en
contacto la muestra bioldgica con un agente que puede detectar un indicador de actividad de CRSP de manera que
se detecta la presencia de actividad de CRSP en la muestra bioldgica.

Se da a conocer un método para modular la actividad de CRSP que comprende poner en contacto la célula con un
agente que modula la actividad de CRSP de tal manera que se modula la actividad de CRSP en la célula. El agente
puede inhibir la actividad de CRSP o estimular la actividad de CRSP. El agente puede ser un anticuerpo que se une
especificamente a una proteina CRSP. El agente puede modular la expresion de CRSP modulando la transcripcion
de un gen de CRSP o la traduccion de un ARNm de CRSP. El agente puede ser una molécula de &cido nucleico que
tiene una secuencia de nucledtidos que es antisentido con respecto a la cadena codificante de un ARNm de CRSP o
un gen de CRSP.

Los métodos pueden usarse para tratar a un sujeto que tiene un trastorno caracterizado por actividad o expresion de
acido nucleico o proteina CRSP aberrante administrando un agente que es un modulador de CRSP al sujeto. El
modulador de CRSP puede ser una proteina CRSP. El modulador de CRSP puede ser una molécula de éacido
nucleico de CRSP. El modulador de CRSP puede ser un péptido, molécula peptidomimética u otra molécula
pequefia. El trastorno caracterizado por expresion de acido nucleico o proteina CRSP aberrante puede ser un
trastorno del desarrollo, de diferenciacién o proliferativo.

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

Se da a conocer un método para identificar un compuesto que se une a, o0 modula la actividad de, una proteina
CRSP, proporcionando una composicién indicadora que comprende una proteina CRSP que tiene actividad de
CRSP, poniendo en contacto la composicion indicadora con un compuesto de prueba, y determinando el efecto del
compuesto de prueba sobre la actividad de CRSP en la composicién indicadora para identificar un compuesto que
modula la actividad de una proteina CRSP.

La presente invencion proporciona una composicion formulada para administracion parenteral, que comprende un
vehiculo farmacéuticamente aceptable y un anticuerpo que se une selectivamente a un polipéptido aislado que
consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 8 (CRSP-3), en la que el vehiculo comprende un diluyente
estéril para inyeccion.

El anticuerpo puede ser un anticuerpo monoclonal. El anticuerpo puede ser un anticuerpo recombinante. La
composicion puede formularse para inyeccién. La composicidn puede ser una disolucién inyectable estéril, en la que
el anticuerpo se incorpora en un disolvente apropiado con un o una combinacion de componentes seleccionados del
grupo que consiste en solucién salina fisiolégica, agua bactariostatica, solucion salina tamponada con fosfato o un
disolvente que contiene agua, etanol, poliol o0 mezclas adecuadas de los mismos.

Otras caracteristicas y ventajas de la invencion seran evidentes a partir de la siguiente descripcion detallada y
reivindicaciones.
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Breve descripcién de los dibujos

La figura 1 representa la secuencia de ADNc y la secuencia de aminoacidos prevista de CRSP-1 humana. La
secuencia de nucleétidos corresponde a los acidos nucleicos 1 a 2479 de SEQ ID NO: 1. La secuencia de
aminoacidos corresponde a los aminoéacidos 1 a 350 de SEQ ID NO: 2.

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

La figura 3 representa la secuencia de ADNc y la secuencia de aminoacidos prevista de CRSP-3 humana. La
secuencia de nucleétidos corresponde a los &cidos nucleicos 1 a 1529 de SEQ ID NO: 7. La secuencia de
aminoacidos corresponde a los aminoacidos 1 a 266 de SEQ ID NO: 8.

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

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

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

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

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

La figura 9 es un diagrama esquematico que representa la relacién entre la secuencia de nucleétidos de CRSP-1 y
las de RIG y 7-1 de tipo RIG (nimeros de registro U32331 y AF034208, respectivamente).

Descripcién detallada de la invencion

La presente invencion se basa en el descubrimiento de moléculas novedosas, denominadas en el presente
documento como moléculas de acido nucleico y proteinas CRSP, que comprenden una familia de moléculas que
tienen ciertas caracteristicas estructurales y funcionales conservadas. Se pretende que el término “familia” cuando
se refiere a la proteina y moléculas de acido nucleico signifigue dos o mas proteinas o moléculas de acido nucleico
que tienen un dominio estructural comin y que tienen suficiente homologia de secuencia de aminoacidos o
nucleétidos tal como se define en el presente documento. Tales miembros de familia pueden producirse de manera
natural y pueden ser o bien de la misma especie o bien de diferentes especies. Por ejemplo, una familia puede
contener una primera proteina de origen humano, asi como otras proteinas distintas de origen humano, o
alternativamente pueden contener homélogos de origen no humano. Los miembros de una familia también pueden
tener caracteristicas funcionales comunes.

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

Un dominio rico en cisteina preferido tiene al menos aproximadamente 10, al menos aproximadamente 15, 16, 17,
18, 19 o preferiblemente 20 residuos de cisteina ubicados en la misma posicion de aminoacido relativa que los
residuos de cisteina en CRSP-1 humana que tiene SEQ ID NO: 2. Por ejemplo, tal como se muestra en la figura 6,
CRSP-2 tiene al menos aproximadamente 10 residuos de cisteina ubicados en la misma posicion de aminoacido
relativa que los residuos de cisteina en CRSP-1 humana que tiene SEQ ID NO: 2 (por ejemplo, cys151 en CRSP-2,
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SEQ ID NO: 5, esta ubicada en la misma posicion de amino4cido relativa que cys214 en CRSP-1, SEQ ID NO: 2;
cys156 en CRSP-2, SEQ ID NO: 5, esta ubicada en la misma posicion de aminoacido relativa que cys219 en CRSP-
1, SEQ ID NO: 2; y cys157 en CRSP-2, SEQ ID NO: 5, esta ubicada en la misma posicién de aminoacido que
cys220 en CRSP-1, SEQ ID NO: 2). De manera similar, tal como se muestra en la figura 6, CRSP-3 tiene al menos
aproximadamente 10 residuos de cisteina ubicados en la misma posicion de aminoacido relativa que los residuos de
cisteina en CRSP-1 humana que tiene SEQ ID NO: 2. Tal como también se muestra en la figura 6, CRSP-4 tiene al
menos aproximadamente 10 residuos de cisteina ubicadas en la misma posicién de aminoacido relativa que los
residuos de cisteina en CRSP-1 humana que tiene SEQ ID NO: 2.

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

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

Ademas de los dominios ricos en cisteina, la regién rica en cisteina puede contener una regién espaciadora que
separa el primer y segundo dominio rico en cisteina. Tal como se usa en el presente documento, la “regién
espaciadora” se refiere a residuos de aminoacidos que estan ubicados entre los dominios ricos en cisteina primero y
segundo de una region rica en cisteina e incluye residuos de aminoacidos ubicados en C-terminal con respecto al
primer dominio rico en cisteina y en N-terminal con respecto al segundo dominio rico en cisteina. Tal como se define
en el presente documento, una “region espaciadora” se refiere a un dominio proteico de aproximadamente 5-70, de
manera preferible de aproximadamente 10-65 aminoacidos, de manera mas preferible de aproximadamente 15-60
aminoécidos, de manera incluso méas preferible de aproximadamente 20-55, y de manera incluso méas preferible de
aproximadamente 25-50, 30-45 6 35-40 aminoacidos. Por ejemplo, la proteina CRSP-1 contiene una region
espaciadora de aproximadamente los aminoacidos 196-200 de SEQ ID NO: 2; la proteina CRSP-2 contiene una
regiéon espaciadora de aproximadamente los aminoacidos 91-137 de SEQ ID NO: 5; la proteina CRSP-3 contiene
una region espaciadora de aproximadamente los aminoacidos 139-181 de SEQ ID NO: 8; y la proteina CRSP-4
contiene una region espaciadora de aproximadamente los aminoacidos 48-95 de SEQ ID NO: 11.

La proteina CRSP puede tener al menos un dominio rico en cisteina, preferiblemente una region rica en cisteina, y
una secuencia sefial. Tal como se usa en el presente documento, una “secuencia sefial” se refiere a un péptido que
contiene aproximadamente 20 amino&cidos que se produce en el extremo N-terminal de proteinas de membrana
secretoras e integrales y que contiene un gran nimero de residuos de aminoacidos hidr6fobos. Por ejemplo, una
secuencia sefial contiene al menos aproximadamente 14-28 residuos de aminodacidos, de manera preferible
aproximadamente 16-26 residuos de aminodacidos, de manera mas preferible aproximadamente 18-24 residuos de
aminoacidos, y de manera mas preferible aproximadamente 20-22 residuos de aminoacidos, y tiene al menos
aproximadamente el 40-70%, de manera preferible aproximadamente el 50-65%, y de manera mas preferible
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aproximadamente el 55-60% de residuos de aminoécidos hidréfobos (por ejemplo, alanina, valina, leucina,
isoleucina, fenilalanina, tirosina, triptéfano, o prolina). Tal “secuencia sefial”’, también se denomina en la técnica
como un “péptido sefal”, sirve para dirigir una proteina que contiene una secuencia de este tipo hacia una bicapa
lipidica. Por ejemplo, una proteina CRSP-1 puede contener una secuencia sefial de aproximadamente los
aminoacidos 1-23 de SEQ ID NO: 2. Una proteina CRSP-2 puede contener una secuencia sefial de
aproximadamente los aminoacidos 1-19 de SEQ ID NO: 5. Una proteina CRSP-3 contiene una secuencia sefal de
aproximadamente los aminoacidos 1-20 de SEQ ID NO: 8.

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

Consecuentemente, se da a conocer una proteina CRSP que tiene al menos un dominio rico en cisteina,
preferiblemente al menos una region rica en cisteina. Se da a conocer una proteina CRSP que tiene al menos una
region rica en cisteina, en la que la region rica en cisteina incluye al menos un dominio rico en cisteina. Se da a
conocer una proteina CRSP que tiene al menos una region rica en cisteina, en la que la regién rica en cisteina
incluye al menos dos dominios ricos en cisteina. Se da a conocer una proteina que tiene homologia del 20, 30, 40,
50, 60, 70, 80, 90, 95, 6 99% con respecto a un dominio rico en cisteina de una proteina CRSP de la invencion (por
ejemplo, CRSP-1, CRSP-2, CRSP-3, 0 CRSP-4).

También se da a conocer una proteina CRSP que tiene al menos un dominio rico en cisteina, preferiblemente al
menos una region rica en cisteina y un péptido sefial. Se da a conocer una proteina CRSP que tiene al menos un
dominio rico en cisteina, preferiblemente al menos una region rica en cisteina y un péptido sefial, en la que la region
rica en cisteina incluye al menos dos dominios ricos en cisteina. Se da a conocer una proteina CRSP que tiene al
menos un dominio rico en cisteina, preferiblemente al menos una regién rica en cisteina y un péptido sefial, en la
gue la region rica en cisteina incluye al menos dos dominios ricos en cisteina y un espaciador.

Moléculas CRSP preferidas tienen una secuencia de aminoacidos suficientemente homologa a la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 8 o SEQ ID NO 11. Tal como se usa en el presente
documento, el término “suficientemente homdloga” se refiere a una primera secuencia de aminoacidos o de
nucledtidos que contiene un namero suficiente 0 minimo de residuos de aminoéacidos o de nucle6tidos idénticos o
equivalentes (por ejemplo, un residuo de aminoacidos que tiene una cadena lateral similar) con respecto a una
segunda secuencia de aminoacidos o nucleétidos de manera que las secuencias de aminoacidos o nucleétidos
primera y segunda compartan dominios estructurales comunes y/o una actividad funcional comuan. Por ejemplo, las
secuencias de aminoacidos o nucleétidos que comparten dominios estructurales comunes tienen al menos
aproximadamente un 40% de homologia, preferiblemente un 50% de homologia, méas preferiblemente un 60%-70%
de homologia a lo largo de la secuencia de aminoacidos de los dominios y contienen al menos un, preferiblemente
dos, mas preferiblemente tres, e incluso mas preferiblemente cuatro, cinco o seis dominios estructurales, se definen
en el presente documento como suficientemente homélogas. Ademas, las secuencias de aminoacidos o nucledtidos
que comparten al menos un 40%, preferiblemente un 50%, mas preferiblemente un 60, 70, u 80% de homologia y
comparten una actividad funcional se definen en el presente documento como suficientemente homologas.

Tal como se usa indistintamente en el presente documento, una “actividad de CRSP”, “actividad biol6égica de CRSP”
o “actividad funcional de CRSP”, se refiere a una actividad ejercida por una molécula de acido nucleico, polipéptido o
proteina CRSP sobre una célula sensible a CRSP tal como se determina in vivo, o in vitro, segin las técnicas
habituales. Una actividad de CRSP puede ser una actividad directa, tal como una asociacion con una molécula diana
de CRSP. Tal como se usa en el presente documento, una “molécula diana” es una molécula con la que se une o
interactla una proteina CRSP en la naturaleza, de manera que se logra funcion mediada por CRSP. Una molécula
diana de CRSP puede ser una molécula distinta de CRSP o un polipéptido o proteina CRSP. Por ejemplo, una
molécula diana de CRSP es una proteina unida a membrana (por ejemplo, un receptor de superficie celular o
“receptor de CRSP”) o una forma modificada de una proteina de este tipo que se ha alterado de manera que la
proteina es soluble (por ejemplo, producida recombinantemente de manera que la proteina no exprese un dominio
de unién a membrana). Una diana de CRSP puede ser una segunda molécula de proteina soluble (por ejemplo, una
“pareja de unidon a CRSP” o “sustrato de CRSP”). Una pareja de unién a CRSP puede ser una segunda proteina
distinta de CRSP soluble o una segunda molécula de proteina CRSP. Alternativamente, una actividad de CRSP es
una actividad indirecta, tal como una actividad de sefializacion celular mediada por interaccién de la proteina CRSP
con una segunda proteina (por ejemplo, un receptor de CRSP). Tal como se usa en el presente documento, el
término “receptor de CRSP” se refiere a una proteina o complejo de proteina, al que puede unirse una proteina
CRSP, por ejemplo, CRSP humana. Un receptor puede ser un receptor de superficie celular, por ejemplo, un
receptor de hormona nuclear. Los receptores de CRSP pueden aislarse mediante métodos conocidos en la técnica y
descritos adicionalmente en el presente documento. La interaccion de una proteina CRSP con un receptor de CRSP
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puede dar como resultado la transduccion de una sefial desde la superficie celular hasta el nicleo. La sefal
transducida puede ser, un aumento del calcio intracelular, un aumento de fosfatidilinositol u otra molécula, y puede
dar como resultado, por ejemplo, la fosforilacion de proteinas especificas, una modulacion de transcripcién génica y
cualquiera de las otras actividades biologicas expuestas en el presente documento.

Una actividad de CRSP puede ser al menos una o mas de las siguientes actividades: (i) interaccién de una proteina
CRSP con, y/o unién a, una segunda molécula, (por ejemplo, una proteina, tal como un receptor de CRSP, una
forma soluble de un receptor de CRSP, un receptor para un miembro de la familia de wnt de las proteinas de
sefializacion, o una molécula de sefializacion distinta de CRSP); (ii) interaccion de una proteina CRSP con una
proteina intracelular a través de un receptor de CRSP unido a membrana; (iii) formaciéon de complejo entre una
proteina CRSP soluble y una segunda pareja de union a CRSP soluble (por ejemplo, una molécula de proteina
distinta CRSP o una segunda molécula de proteina CRSP); (iv) interaccién con otras proteinas extracelulares (por
ejemplo, regulacion de adhesion celular dependiente de wnt a componentes de matriz extracelular); (v) uniéon a y
eliminacion de una molécula no deseable (por ejemplo, una actividad desintoxicante o funcion de defensa); y/o (vi)
una actividad enzimatica. Una actividad de CRSP puede ser al menos una 0 mas de las siguientes actividades: (1)
modulacion de transduccién de sefiales celulares, o bien in vitro o bien in vivo (por ejemplo, antagonismo de la
actividad de miembros de la familia de wnt de proteinas segregadas o supresion de transduccion de sefiales
dependiente de wnt); (2) regulacién de comunicacion entre células (por ejemplo, regulacion de interacciones célula-
célula dependientes de wnt); (3) regulacion de expresion de genes cuya expresion estd modulada por la unién de
CRSP (por ejemplo, CRSP-1) a un receptor; (4) regulacién de transcripcion génica en una célula implicada en el
desarrollo o diferenciacién, o bien in vitro o bien in vivo (por ejemplo, induccion de diferenciacion celular); (5)
regulacion de transcripcion génica en una célula implicada en el desarrollo o diferenciacion, en la que al menos un
gen codifica para proteina especifica de diferenciacion; (6) regulacién de transcripcion génica en una célula
implicada en el desarrollo o diferenciaciéon, en la que al menos un gen codifica para una segunda proteina
segregada; (7) regulacién de transcripcion génica en una célula implicada en el desarrollo o diferenciacion, en la que
al menos un gen codifica para una molécula de transduccion de sefiales; (8) regulacion de proliferacion celular, o
bien in vitro o bien in vivo (por ejemplo, induccién de proliferacién celular o inhibicion de proliferacion como en el
caso de supresién de tumorigénesis (por ejemplo, supresion de formacion de glioblastoma)); (9) formacion y
mantenimiento de disposiciones espaciales ordenadas de tejidos diferenciados en vertebrados, tanto adultos como
embrionarios (por ejemplo, induccién de formaciéon de cabeza durante el desarrollo del vertebrado o mantenimiento
de células progenitoras hematopoyéticas); (10) modulacion de muerte celular, tal como estimulacion de
supervivencia celular; (11) regulaciéon de migracién celular; y/o (12) modulacion inmunitaria.

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

Por consiguiente, también se dan a conocer proteinas CRSP aisladas y polipéptidos que tienen una actividad de
CRSP. Proteinas CRSP preferidas tienen al menos una region rica en cisteina y una actividad de CRSP. La proteina
CRSP puede tener al menos una regién rica en cisteina, en la que la region rica en cisteina comprende al menos un
dominio rico en cisteina, y una actividad de CRSP. La proteina CRSP puede tener al menos una region rica en
cisteina, en la que la region rica en cisteina comprende al menos dos dominios ricos en cisteina, y una actividad de
CRSP. Una proteina CRSP puede comprender ademas una secuencia sefial. Una proteina CRSP puede tener una
region rica en cisteina, una actividad de CRSP y una secuencia de aminoacidos suficientemente homéloga a una
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 8 0 SEQ ID NO 11.

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

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

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

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

Se describen diversos aspectos de la invencién con mas detalle en las siguientes subsecciones:
I. Moléculas de &cido nucleico aisladas

Se dan a conocer moléculas de acido nucleico aisladas que codifican para proteinas CRSP o partes biolégicamente
activas de las mismas, asi como fragmentos de acido nucleico suficientes para usarse como sondas de hibridacion
para identificar acidos nucleicos que codifican para CRSP (por ejemplo, ARNm de CRSP) y fragmentos para usarse
como cebadores de PCR para la amplificacion o mutacion de moléculas de acido nucleico de CRSP. Se pretende
que el término “molécula de acido nucleico”, tal como se usa en el presente documento, incluya moléculas de ADN
(por ejemplo, ADNc o ADN gendmico) y moléculas de ARN (por ejemplo, ARNm) y analogos del ADN o ARN
generado usando analogos de nucleodtidos. La molécula de acido nucleico puede ser de cadena sencilla o de cadena
doble, pero preferiblemente es ADN de cadena doble.

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

Una molécula de acido nucleico que tiene la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO:
7 o SEQ ID NO 10, la secuencia de nucleétidos del inserto de ADN del plasmido depositado en la ATCC con el
nuamero de registro 98634, la secuencia de nucleétidos del inserto de ADN del plasmido depositado en la ATCC con
el niUmero de registro 98633, la secuencia de nucleétidos del inserto de ADN del plasmido depositado en la ATCC
con el nimero de registro 98452 o una parte de la misma, puede aislarse usando técnicas de biologia molecular
habituales y la informacion de secuencia proporcionada en el presente documento. Usando todo o una parte de la
secuencia de acido nucleico de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 7, o SEQ ID NO: 10, o la secuencia de
nucledtidos del inserto de ADN del plasmido depositado en la ATCC con el nimero de registro 98634, la secuencia
de nucledtidos del inserto de ADN del plasmido depositado en la ATCC con el numero de registro 98633, o la
secuencia de nucledtidos del inserto de ADN del plasmido depositado en la ATCC con el nimero de registro 98452
como una sonda de hibridaciéon, pueden aislarse moléculas de &cido nucleico de CRSP usando técnicas de
hibridacion y clonacién habituales (por ejemplo, tales como se describen en Sambrook, J., Fritsh, E. F., y Maniatis, T.
Molecular Cloning: A Laboratory Manual. 22 Ed., Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor Laboratory
Press, Cold Spring Harbor, NY, 1989).

Ademas, una molécula de &cido nucleico que abarca toda o parte de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 7, 0
SEQ ID NO: 10, o la secuencia de nucleétidos del inserto de ADN del plasmido depositado en la ATCC con el
ndmero de registro 98634, la secuencia de nucleétidos del inserto de ADN del plasmido depositado en la ATCC con
el nimero de registro 98633, o la secuencia de nucledtidos del inserto de ADN del plasmido depositado en la ATCC
con el numero de registro 98452 puede aislarse mediante la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) usando
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cebadores de oligonucle6tidos disefiados basandose en la secuencia de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO:
7, 0 SEQ ID NO: 10, o la secuencia de nucledtidos del inserto de ADN del plasmido depositado en la ATCC con el
namero de registro 98634, la secuencia de nucleétidos del inserto de ADN del plasmido depositado en la ATCC con
el nimero de registro 98633, o la secuencia de nucleétidos del inserto de ADN del plasmido depositado en la ATCC
con el numero de registro 98452.

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

Una molécula de acido nucleico aislada de la invencién comprende la secuencia de nucleétidos mostrada en SEQ ID
NO: 1. La secuencia de SEQ ID NO: corresponde al ADNc de CRSP-1 humana. Este ADNc comprende secuencias
gue codifican para la proteina CRSP-1 humana (es decir, “la region codificante”, desde los nuclettidos 38-1087), asi
como secuencias no traducidas en 5’ (nucledtidos 1 a 37) y secuencias no traducidas en 3’ (nucledtidos 1088 a
2479). Alternativamente, la molécula de acido nucleido puede comprender soélo la region codificante de SEQ ID NO:
1, (por ejemplo, nucleodtidos 38 a 1087, correspondientes a SEQ ID NO: 3). Se depositd un plasmido que contiene la
secuencia de nucleétidos de longitud completa que codifica para CRSP-1 en la coleccién americana de cultivos tipo
(ATCC), Rockville, Maryland, el 11 de Junio de 1997 y se asigné el nimero de registro 98452. Se depositdé un
plasmido que contiene la secuencia de nucleétidos de longitud completa que codifica para CRSP-1 en la coleccion
americana de cultivos tipo (ATCC), Rockville, Maryland, el 16 de enero de 1998 y se asigno el nimero de registro
98634.

Otra molecula de acido nucleico aislada comprende la secuencia de nucleétidos mostrada en SEQ ID NO: 4. La
secuencia de SEQ ID NO: 4 corresponde al ADNc de CRSP-2 humana. Este ADNc comprende secuencias que
codifican para la proteina CRSP-2 humana (es decir, “la regiéon codificante”, desde los nucleétidos 126-796), asi
como secuencias no traducidas en 5’ (nucledtidos 1 a 125) y secuencias no traducidas en 3’ (nucle6tidos 797 a 848).
Alternativamente, la molécula de acido nucleico puede comprender sélo la regién codificante de SEQ ID NO: 4 (por
ejemplo, nucledtidos 126 a 796, correspondientes a SEQ ID NO: 6).

Otra molécula de acido nucleico aislada comprende la secuencia de nucleétidos mostrada en SEQ ID NO: 7. La
SEQ ID NO: 7 corresponde al ADNc de CRSP-3 humana. Este ADNc comprende secuencias que codifican para la
proteina CRSP-3 humana (es decir, “la region codificante”, desde los nucleotidos 93-890), asi como las secuencias
no traducidas en 5’ (nucle6tidos 1 a 92) y secuencias no traducidas en 3’ (nucledétidos 891 a 1529). Alternativamente,
la molécula de acido nucleico puede comprender sélo la region codificante de SEQ ID NO: 7 (por ejemplo,
nucledtidos 93 a 890 correspondientes a SEQ ID NO: 9). Se deposité un plasmido que contiene la secuencia de
nucledtidos de longitud completa que codifica para CRSP-3 en la coleccibn americana de cultivos tipo (ATCC),
Rockville, Maryland, el 16 de enero de 1998 y se asigno el nimero de registro 98633.

Otra molécula de acido nucleico aislada comprende la secuencia de nucleétidos mostrada en SEQ ID NO: 10. La
secuencia de SEQ ID NO: 10 corresponde al ADNc de CRSP-4 humana. Este ADNc comprende secuencias que
codifican para la proteina CRSP-4 humana (es decir, “la region codificante”, desde nucle6tidos 1-537), asi como las
secuencias no traducidas en 3’ (nucledtidos 538 a 702). Alternativamente, la molécula de acido nucleico puede
comprender solo la region codificante de SEQ ID NO: 10 (por ejemplo, nucleotidos 1 a 537, correspondientes a SEQ
ID NO: 12).

Otra molécula de acido nucleico aislada comprende una molécula de &cido nucleico que es un complemento de la
secuencia de nucleétidos mostrada en SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 7 o0 SEQ ID NO: 10, la secuencia
de nucleétidos del inserto de ADN del plasmido depositado en la ATCC con el nUmero de registro 98634, la
secuencia de nucleétidos del inserto de ADN del plasmido depositado en la ATCC con el nimero de registro 98633,
la secuencia de nucleétidos del inserto de ADN del plasmido depositado en la ATCC con el nimero de registro
98452, o una parte de cualquiera de estas secuencias de nuclettidos. Una molécula de acido nucleico que es
complementaria a la secuencia de nucleétidos mostrada en SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 7 o SEQ ID
NO: 10, la secuencia de nucleétidos del inserto de ADN del plasmido depositado en la ATCC con el nimero de
registro 98634, la secuencia de nucledtidos del inserto de ADN del plasmido depositado en la ATCC con el numero
de registro 98633, o la secuencia de nucleétidos del inserto de ADN del plasmido depositado en la ATCC con el
namero de registro 98452, es una que es suficientemente complementaria a la secuencia de nucleétidos mostrada
en SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 7 0 SEQ ID NO: 10, o la secuencia de nucleétidos del inserto de ADN
del plasmido depositado en la ATCC con el nimero de registro 98634, la secuencia de nucleétidos del inserto de
ADN del plasmido depositado en la ATCC con el nimero de registro 98633, o la secuencia de nucleétidos del inserto
de ADN del plasmido depositado en la ATCC con el nimero de registro 98452, de manera que puede hibridar con la
secuencia de nucleétidos mostrada en SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 7 o SEQ ID NO: 10, o la
secuencia de nucleétidos del inserto de ADN del plasmido depositado en la ATCC con el nUmero de registro 98634,
la secuencia de nucleétidos del inserto de ADN del plasmido depositado en la ATCC con el nimero de registro
98633, 0 la secuencia de nucledtidos del inserto de ADN del plasmido depositado en la ATCC con el nimero de
registro 98452, formando de ese modo un duplex estable.
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Otra invencién de la molécula de acido nucleico aislada comprende una secuencia de nucleétidos que es homdloga
en al menos aproximadamente un 30-35%, de manera preferible aproximadamente un 40-45%, de manera mas
preferible aproximadamente un 50-55%, incluso de manera mas preferible aproximadamente un 60-65%, e incluso
mas preferiblemente en al menos aproximadamente un 70-75%, 80-85%, 90-95% a las secuencias de nucle6tidos
mostradas en en SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 7 o SEQ ID NO: 10, la secuencia de nucle6tidos del
inserto de ADN del plasmido depositado en la ATCC con el nimero de registro 98634, la secuencia de nucleétidos
del inserto de ADN del plasmido depositado en la ATCC con el nimero de registro 98633, la secuencia de
nucledtidos del inserto de ADN del plasmido depositado en la ATCC con el nimero de registro 98452 o una parte de
cualquiera de estas secuencias de nucledétidos.

Ademas, la molécula de acido nucleico puede comprender una parte de la secuencia de acido nucleico de SEQ ID
NO: 1, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 10, la secuencia de nucleétidos del inserto de ADN del plasmido
depositado en la ATCC con el ndmero de registro 98634, la secuencia de nucledtidos del inserto de ADN del
plasmido depositado en la ATCC con el nimero de registro 98633, o la secuencia de nucleétidos del inserto de ADN
del plasmido depositado en la ATCC con el nimero de registro 98452, por ejemplo un fragmento que puede usarse
como sonda o un fragmento que codifica para una parte biolégicamente activa de una proteina CRSP. La secuencia
de nucledtidos determinada a partir de la clonacion de los genes de CRSP humana permite la generacion de sondas
y cebadores disefiados para su uso en la identificacién y/o clonacion de homélogos de CRSP en otros tipos de
células, por ejemplo, de otros tejidos, asi como homélogos de CRSP de otros mamiferos. La sonda/el cebador
comprende normalmente de manera sustancial un oligonucleétido purificado. El oligonucleétido comprende
normalmente una region de secuencia de nucleétidos que hibrida en condiciones rigurosas con al menos
aproximadamente 12, de manera preferible aproximadamente 25, de manera mas preferible aproximadamente 40,
50 6 75 nucledtidos consecutivos de una secuencia sentido de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 7, SEQ ID
NO: 10, la secuencia de nucleétidos del inserto de ADN del plasmido depositado en la ATCC con el nimero de
registro 98634, la secuencia de nuclettidos del inserto de ADN del plasmido depositado en la ATCC con el nimero
de registro 98633, o la secuencia de nucleétidos del inserto de ADN del plasmido depositado en la ATCC con el
namero de registro 98452, de una secuencia antisentido de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 7, SEQ ID
NO: 10, la secuencia de nucledtidos del inserto de ADN del plasmido depositado en la ATCC con el nimero de
registro 98634, la secuencia de nuclettidos del inserto de ADN del plasmido depositado en la ATCC con el nUmero
de registro 98633, o la secuencia de nucledtidos del inserto de ADN del plasmido depositado en la ATCC con el
namero de registro 98452, o de un mutante que se produce de manera natural de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 4,
SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 10, la secuencia de nucleétidos del inserto de ADN del plasmido depositado en la ATCC
con el nimero de registro 98634, la secuencia de nucleétidos del inserto de ADN del plasmido depositado en la
ATCC con el nimero de registro 98633, o la secuencia de nucledtidos del inserto de ADN del plasmido depositado
en la ATCC con el niumero de registro 98452. Una molécula de &cido nucleico puede comprender una secuencia de
nucledtidos que hibrida en condiciones de hibridacién rigurosas con una molécula de acido nucleico que comprende
los nucleétidos 470-2479 de SEQ ID NO: 1 o con una molécula de acido nucleico que comprende los nucleétidos 1-
475 de SEQ ID NO: 4.

Sondas basadas en la secuencia de nuclettidos de CRSP humana pueden usarse para detectar transcritos o
secuencias genomicas que codifican para proteinas idénticas u homélogas. Por ejemplo, cebadores basados en el
acido nucleico representado en SEQ ID NO: 1 6 3 pueden usarse en reacciones de PCR para clonar homologos de
CRSP (por ejemplo, homdlogos de CRSP-1). Pueden clonarse homélogos de CRSP mediante amplificacién por
PCR (por ejemplo, RT-PCR) usando cebadores que hibridan con una parte de la secuencia de nucleétidos que
codifica para el dominio rico en cisteina de CRSP. De igual manera, pueden usarse sondas basadas en las
secuencias de CRSP objeto para detectar transcritos o secuencias genémicas que codifican para proteinas idénticas
u homologas. La sonda puede comprender ademdas un grupo marcador unido a la misma, por ejemplo, el grupo
marcador puede ser un radiois6topo, un compuesto fluorescente, una enzima, o un cofactor enzimatico. Tales
sondas pueden usarse como parte de un kit de prueba diagnoéstica para identificar células o tejido que expresan
errbneamente una proteina CRSP, tal como midiendo un nivel de un acido nucleico que codifica para CRSP en una
muestra de células de un sujeto por ejemplo, detectando niveles de ARNm de CRSP o determinando si un gen de
CRSP gendmico ha mutado o se ha delecionado.

Un fragmento de &cido nucleico que codifica para una “parte biolégicamente activa de una proteina CRSP” puede
prepararse aislando una parte de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 10, la secuencia de
nucledtidos del inserto de ADN del plasmido depositado en la ATCC con el nimero de registro 98634, la secuencia
de nucledtidos del inserto de ADN del plasmido depositado en la ATCC con el namero de registro 98634, o la
secuencia de nucleétidos del inserto de ADN del plasmido depositado en la ATCC con el nimero de registro 98452,
gue codifica para un polipéptido que tiene una actividad biolégica de CRSP (las actividades biologicas de las
proteinas CRSP se han descrito previamente), expresando la parte codificada de la proteina CRSP (por ejemplo,
mediante expresién recombinante in vitro) y evaluando la actividad de la parte codificada de la proteina CRSP.

Se dan a conocer ademéas moléculas de acido nucleico que difieren de la secuencia de nucle6tidos mostrada en
SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 10, la secuencia de nucledtidos del inserto de ADN del
plasmido depositada en la ATCC con el nimero de registro 98634, la secuencia de nucleétidos del inserto de ADN
del plasmido depositada en la ATCC con el nimero de registro 98633, o la secuencia de nucle6tidos del inserto de
ADN del plasmido depositada en la ATCC con el numero de registro 98452, debido a la degeneracion del codigo
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genético y por tanto codifican para las mismas proteinas CRSP que las codificadas por la secuencia de nucledtidos
mostrada en SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 10, la secuencia de nucleétidos del inserto
de ADN del plasmido depositado en la ATCC con el nimero de registro 98634, la secuencia de nucleétidos del
inserto de ADN del plasmido depositado en la ATCC con el nimero de registro 98633, o la secuencia de nucleotidos
del inserto de ADN del plasmido depositado en la ATCC con el nimero de registro 98452. Una molécula de acido
nucleico aislada de la invencion puede tener una secuencia de nucleétidos que codifica para una proteina que tiene
una secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 8 0 SEQ ID NO: 11.

Ademas de las secuencias de nuclet6tidos de CRSP humana mostradas en SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 4, SEQ ID
NO: 7, SEQ ID NO: 10, la secuencia de nucledtidos del inserto de ADN del plasmido depositado en la ATCC con el
numero de registro 98634, la secuencia de nucleétidos del inserto de ADN del plasmido depositado en la ATCC con
el nimero de registro 98633, o la secuencia de nucledtidos del inserto de ADN del plasmido depositado en la ATCC
con el nimero de registro 98452,, los expertos en la técnica apreciaran que los polimorfismos de la secuencia de
ADN que dan lugar a cambios en la secuencia de aminoéacidos de las proteinas CRSP pueden existir dentro de una
poblacion (por ejemplo, la poblacion humana). Pueden existir tales polimorfismos genéticos en los genes de CRSP
entre individuos dentro de una poblacion debido a variacion alélica natural. Tal como se usa en el presente
documento, los términos “gen” y “gen recombinante” se refieren a moléculas de acido nucleico que comprenden un
marco de lectura abierto que codifica para una proteina CRSP, preferiblemente una proteina CRSP de mamifero.
Tales variaciones alélicas naturales pueden dar normalmente como resultado una varianza del 1-5% en la secuencia
de nucleétidos de un gen de CRSP. Se dan a conocer todas y cada una de tales variaciones nucleotidicas y
polimorfismos de aminoacidos resultantes en los genes de CRSP que son el resultado de variacion alélica natural y
gue no alteran la actividad funcional de una proteina CRSP.

Ademas, se dan a conocer moléculas de acido nucleico que codifican para proteinas CRSP de otras especies, y que
por tanto tienen una secuencia de nucleétidos que difiere de la secuencia humana de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 4,
SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 10, la secuencia de nucleétidos del inserto de ADN del plasmido depositado en la ATCC
con el niumero de registro 98634, la secuencia de nucleétidos del inserto de ADN del plasmido depositado en la
ATCC con el nimero de registro 98633, o la secuencia de nucledtidos del inserto de ADN del plasmido depositado
en la ATCC con el nimero de registro 98452. Por ejemplo, se ha identificado un ADNc de CRSP-1 murina
basandose en la secuencia de nucledtidos de CRSP-1 humana. La secuencia de nucledtidos de CRSP-1 murina
(SEQ ID NO: 16) codifica para una proteina CRSP-1 que tiene 349 aminoéacidos. Las secuencias de aminoacidos y
nucledtidos de CRSP-1 murina se muestran en la figura 8. La region codificante de CRSP-1 murina esta
representada por SEQ ID NO: 18.

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

Por consiguiente, una molécula de acido nucleico aislada de la invencion puede tener al menos 15 nucleétidos de
longitud e hibrida en condiciones rigurosas con la molécula de &cido nucleico que comprende la secuencia de
nucleétidos de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 10, la secuencia de nucleétidos del inserto
de ADN del plasmido depositada en la ATCC con el nimero de registro 98634, la secuencia de nucleétidos del
inserto de ADN del plasmido depositada en la ATCC con el nimero de registro 98633, o la secuencia de nucleotidos
del inserto de ADN del plasmido depositada en la ATCC con el nimero de registro 98452. El acido nucleico puede
tener al menos 30, 50, 100, 250 6 500 nucleétidos de longitud. Tal como se usa en el presente documento, se
pretende que el término “hibrida en condiciones rigurosas” describa las condiciones de hibridacién y lavado en las
cuales la secuencia de nucledtidos homdlogas en al menos un 60% entre si permanecen normalmente hibridadas
entre si. Preferiblemente, las condiciones son tales que secuencias homdlogas en al menos aproximadamente un
70%, de manera mas preferible en al menos aproximadamente un 80%, de manera incluso més preferible en al
menos aproximadamente un 85% 6 90% entre si permanecen hibridadas entre si. Los expertos en la técnica
conocen tales condiciones rigurosas y pueden encontrarse en Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley &
Sons, N.Y. (1989), 6.3.1-6.3.6. Un ejemplo no limitante preferido de condiciones de hibridacién rigurosas es
hibridacion en 6X cloruro de sodio/citrato de sodio (SSC) a aproximadamente 45°C, seguido por uno o mas lavados
en 0,2 X SSC, SDS al 0,1% a 50-65°C. Preferiblemente, una molécula de 4cido nucleico aislada que hibrida en
condiciones rigurosas con la secuencia de SEQ ID NO: 1 corresponde a una molécula de acido nucleico que se
produce de manera natural. Tal como se usa en el presente documento, una molécula de acido nucleico “que se
produce de manera natural” se refiere a una molécula de ARN o ADN que tiene una secuencia de nucledtidos que
se produce en la naturaleza (por ejemplo, codifica para una proteina natural).
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Ademas de variantes alélicas que se producen de manera natural de las secuencias de CRSP que pueden existir en
la poblacioén, el experto en la técnica apreciara adicionalmente que pueden introducirse cambios mediante mutacion
en las secuencias de nucleétidos de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 10, la secuencia de
nucledtidos del inserto de ADN del plasmido depositada en la ATCC con el nimero de registro 98634, la secuencia
de nucledtidos del inserto de ADN del plasmido depositada en la ATCC con el namero de registro 98633, o la
secuencia de nucleétidos del inserto de ADN del plasmido depositada en la ATCC con el nimero de registro 98452,
conduciendo asi a cambios en la secuencia de aminoacidos de las proteinas CRSP codificadas, sin alterar la
capacidad funcional de las proteinas CRSP. Por ejemplo, pueden hacerse sustituciones de nucledtidos que
conducen a sustituciones de aminoacidos (particularmente sustituciones de aminoacidos conservativas) en residuos
de aminoécidos “no esenciales” en la secuencia de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 10, la
secuencia de nucleétidos del inserto de ADN del plasmido depositada en la ATCC con el nUmero de registro 98634,
la secuencia de nucleétidos del inserto de ADN del plasmido depositada en la ATCC con el niUmero de registro
98633, o la secuencia de nucleétidos del inserto de ADN del plasmido depositada en la ATCC con el nimero de
registro 98452. Un residuo de aminoacido “no esencial” es un residuo que puede alterarse de la secuencia de tipo
natural de CRSP (por ejemplo, la secuencia de SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 8, o SEQ ID NO: 11) sin
alterar la actividad bioldgica, mientras que un residuo de aminoacido “esencial” se requiere para la actividad
bioldgica. Por ejemplo, residuos de aminoacidos que se conservan entre las proteinas CRSP (por ejemplo, residuos
de cisteina dentro de dominios ricos en cisteina), se espera que sean particularmente poco susceptibles de
alteracion. Ademas, los residuos de aminoacidos que se conservan entre proteina CRSP y otras proteinas que
tienen dominio rico en cisteina es poco probable que sean susceptibles de alteracion.

Por consiguiente, se dan a conocer moléculas de acido nucleico que codifican para proteinas CRSP que contienen
cambios en residuos de amino&cidos que no son esenciales para la actividad. Tales proteinas CRSP difieren en la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 8, o SEQ ID NO: 11 aunque mantienen la
actividad biolégica. En una realizacién, la molécula de &acido nucleico aislada comprende una secuencia de
nucledtidos que codifica para una proteina, en la que la proteina comprende una secuencia de aminoacidos
homdloga en al menos aproximadamente un 60% con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO:
5, SEQ ID NO: 8, o SEQ ID NO: 11. Preferiblemente, la proteina codificada por la molécula de acido nucleico es
homdloga en al menos aproximadamente un 65-70% con SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 8, o SEQ ID
NO: 11, de manera mas preferible homologa en al menos aproximadamente un 75-80% con SEQ ID NO: 2, SEQ ID
NO: 5, SEQ ID NO: 8, 0o SEQ ID NO: 11, de manera incluso mas preferible homologa en al menos aproximadamente
un 85-90% con SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 8, o SEQ ID NO: 11, y de la manera mas preferible
homoéloga en al menos aproximadamente un 95% con SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 8, o SEQ ID NO:
11.

Una molécula de acido nucleico aislada que codifica para un proteina CRSP homéloga a la proteina de SEQ ID NO:
2, SEQ ID NO : 5, SEQ ID NO: 8, 0 SEQ ID NO: 11 puede prepararse introduciendo una o0 mas sustituciones,
adiciones o deleciones de nucleétidos en la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO:
7, SEQ ID NO: 10, la secuencia de nuclettidos del inserto de ADN del plasmido depositada en la ATCC con el
namero de registro 98634, la secuencia de nucleétidos del inserto de ADN del plasmido depositada en la ATCC con
el nimero de registro 98633, o la secuencia de nucleétidos del inserto de ADN del plasmido depositada en la ATCC
con el nimero de registro 98452, de manera que se introducen una 0 mas sustituciones, adiciones o deleciones de
aminoécidos en la proteina codificada. Pueden introducirse mutaciones en SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 4, SEQ ID
NO: 7, SEQ ID NO: 10, la secuencia de nucledtidos del inserto de ADN del plasmido depositada en la ATCC con el
numero de registro 98634, la secuencia de nucleétidos del inserto de ADN del plasmido depositada en la ATCC con
el nimero de registro 98633, o la secuencia de nucledtidos del inserto de ADN del plasmido depositada en la ATCC
con el nimero de registro 98452, mediante técnicas habituales, tales como mutagénesis dirigida al sitio y
mutagénesis mediada por PCR. Preferiblemente, las sustituciones de aminoacidos conservativas se hacen en uno o
mas residuos de aminoacidos no esenciales previstos. Una “sustitucion de aminoacidos conservativa’ es una en la
gue el residuo de aminoéacido se sustituye por un residuo de aminoacido que tiene una cadena lateral similar. En la
técnica se han definido familias de residuos de aminoéacidos que tienen cadenas laterales similares. Estas familias
incluyen aminoacidos con cadenas laterales basicas (por ejemplo, lisina, arginina, histidina), cadenas laterales
acidas (por ejemplo, acido aspartico, acido glutdmico), cadenas laterales no cargadas (por ejemplo, glicina,
asparagina, glutamina, serina, treonina, tirosina, cisteina), cadenas laterales no polares (por ejemplo, alanina, valina,
leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina, metionina, triptéfano), cadenas laterales ramificadas en beta (por ejemplo,
treonina, valina, isoleucina) y cadenas laterales aromaticas (por ejemplo, tirosina, fenilalanina, triptéfano, histidina).
Por tanto, un residuo de aminoacido no esencial previsto en una proteina CRSP (por ejemplo, uno no ubicado en un
dominio rico en cisteina) se sustituye preferiblemente por otro residuo de aminoéacido de la misma familia de cadena
lateral. Alternativamente, pueden introducirse mutaciones aleatoriamente a lo largo de todo o parte de una secuencia
que codifica para de CRSP, tal como mediante mutagénesis por saturacion, y los mutantes resultantes pueden
examinarse para seleccionar actividad biolégica de CRSP para identificar mutantes que conservan actividad. Tras la
mutagénesis de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 10, la secuencia de nucleétidos del
inserto de ADN del plasmido depositad en la ATCC con el nimero de registro 98634, la secuencia de nucleétidos del
inserto de ADN del plasmido depositada en la ATCC con el numero de registro 98633, o la secuencia de nucleotidos
del inserto de ADN del plasmido depositada en la ATCC con el nimero de registro 98452, puede expresarse
recombinantemente la proteina codificada y puede determinarse la actividad de la proteina.
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Una proteina CRSP mutante puede someterse a ensayo para determinar calcio intracelular, un aumento de
fosfatidilinositol u otra molécula, y puede dar como resultado, por ejemplo, la fosforilacion de proteinas especificas,
una modulacién de transcripcién génica y cualquiera de las otras actividades biolégicas expuestas en el presente
documento.

Una proteina CRSP mutante también puede someterse a ensayo para determinar la capacidad de (1) modular la
transduccion de sefial celular, o bien in vitro o in vivo; (2) regular la comunicacion entre células; (3) regular la
expresion de genes cuya expresion estd modulada por la unién de CRSP (por ejemplo, CRSP-1) a un receptor; (4)
regular la transcripcién génica en una célula implicada en el desarrollo o diferenciacién, o bien in vitro o bien in vivo;
(5) regular la proliferacion celular, o bien in vitro o bien in vivo; (6) formar y/o mantener disposiciones espaciales
ordenadas de tejidos diferenciados en vertebrados; (7) modular la muerte celular (por ejemplo supervivencia celular);
(8) regular la migracion celular; y/o (9) modular la funcién del sistema inmunitario.

Ademas de las moléculas de acido nucleico que codifican para las proteinas CRSP descritas anteriormente, se dan
a conocer moléculas de acido nucleico aisladas que son antisentido con respecto a las mismas. Un acido nucleico
“antisentido” comprende una secuencia de nucleétidos que es complementaria a un &cido nucleico “sentido” que
codifica para una proteina, por ejemplo, complementario a la cadena codificante de una molécula de ADNc de
cadena doble o complementario a una secuencia de ARNm. Por consiguiente, un acido nucleico antisentido puede
unirse mediante enlace de hidrégeno a un &cido nucleico sentido. El &cido nucleico antisentido puede ser
complementario a una cadena que codifica para CRSP entera, 0 sélo a una parte de la misma. Una molécula de
acido nucleico antisentido puede ser antisentido con respecto a una “region codificante” de la cadena codificante de
una secuencia de nucleétidos que codifica para CRSP. El término “regién codificante” se refiere a la region de la
secuencia de nucledtidos que comprende codones que se traducen en residuos de aminoacidos (por ejemplo, la
region codificante de CRSP-1 humana corresponde a SEQ ID NO: 3, la region codificante de CRSP-2 humana
corresponde a SEQ ID NO: 6, la region codificante de CRSP-3 humana corresponde a SEQ ID NO: 9, la region
codificante de CRSP-4 humana corresponde a SEQ ID NO: 12, y la region codificante de N terminal de tipo CRSP
humana corresponde a SEQ ID NO: 15). La molécula de &cido nucleico antisentido puede ser antisentido con
respecto a una “region no codificante” de la cadena codificante de una secuencia de nucleétidos que codifica para
CRSP. El término “regién no codificante” se refiere a secuencias en 5’ y 3' que flanquean la regién codificante que
no se traducen en aminoacidos (es decir, también denominadas regiones no traducidas en 5’y 3’).

Dadas las secuencias de cadena codificante codifican para CRSP descritas en el presente documento (por ejemplo,
SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 9, o SEQ ID NO: 12), pueden disefiarse acidos nucleicos antisentido
segun las reglas de apareamiento de bases de Watson y Crick. La molécula de acido nucleico antisentido puede ser
complementaria a la region codificante entera de ARNm de CRSP, pero mas preferiblemente es un oligonucleétido
que es antisentido a s6lo una parte de la region codificante o no codificante de ARNm de CRSP. Por ejemplo, el
oligonucleétido antisentido puede ser complementario a la region que rodea el sitio de inicio de traduccién de ARNm
de CRSP. Un oligonucleétido antisentido puede tener, por ejemplo, aproximadamente 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40,
45 6 50 nucledtidos de longitud. Un acido nucleico antisentido puede construirse usando sintesis quimica y
reacciones de ligamiento enzimatico usando procedimientos conocidos en la técnica. Por ejemplo, un acido nucleico
antisentido (por ejemplo, un oligonucleétido antisentido) puede sintetizarse quimicamente usando nucledtidos que se
producen de manera natural o nucleétidos diversamente modificados disefiados para aumentar la estabilidad
biolégica de las moléculas o para aumentar la estabilidad fisica del diplex formado entre los acidos nucleico
antisentido y sentido, por ejemplo, pueden usarse derivados de fosforotioato y nucleétidos sustituidos con acridina.
Ejemplos de nucledtidos modificados que pueden usarse para generar el &cido nucleico antisentido incluyen 5-
fluorouracilo, 5-bromouracilo, 5-clorouracilo, 5-yodouracilo, hipoxantina, xantina, 4-acetilcitosina, 5-
(carboxihidroxilmetil)uracilo, 5-carboximetilaminometil-2-tiouridina, 5-carboximetilaminometiluracilo, dihidrouracilo,
beta-D-galactosilqueosina, inosina, N6-isopenteniladenina, 1l-metilguanina, 1-metilinosina, 2,2-dimetilguanina, 2-
metiladenina, 2-metilguanina, 3-metilcitosina, 5-metilcitosina, N6-adenina, 7-metilguanina, 5-metilaminometiluracilo,
5-metoxiaminometil-2-tiouracilo, beta-D-manosilqueosina, 5’-metoxicarboximetiluracilo, 5-metoxiuracilo, 2-metiltio-
N6-isopenteniladenina, acido uracil-5-oxiacético (v), wybutoxosina, pseudouracilo, queosina, 2-tiocitosina, 5-metil-2-
tiouracilo, 2-tiouracilo, 4-tiouracilo, 5-metiluracilo, éster metilico del acido uracil-5-oxiacético, acido uracil-5-oxiacético
(v), 5-metil-2-tiouracilo, 3-(3-amino-3-N-2-carboxipropil)uracilo, (acp3)w y 2,6-diaminopurina. Alternativamente,
puede producirse biolégicamente el acido nucleico antisentido usando un vector de expresién en el que se ha
subclonado un acido nucleico en una orientacién antisentido (es decir, el ARN transcrito a partir del acido nucleico
insertado sera de orientacion antisentido con respecto a un acido nucleico diana de interés, descrito en detalle a en
la siguiente subseccion).

Las moléculas de &cido nucleico antisentido se administran normalmente a un sujeto o se generan in situ de manera
que hibridan con, o se unen a, ARNm celular y/o ADN gendmico que codifica para una proteina CRSP para asi
inhibir la expresion de la proteina, por ejemplo, inhibiendo la transcripcion y/o traduccion. La hibridacion puede ser
mediante complementariedad de nucle6tido convencional para formar un diplex estable, o, por ejemplo, en el caso
de una molécula de &cido nucleico antisentido que se une a duplex de ADN, mediante interacciones especificas en
la ranura principal de la doble hélice. Un ejemplo de via de administracion de moléculas de acido nucleico
antisentido de la invencién incluye inyeccién directa en un sitio tisular. Alternativamente, pueden modificarse
moléculas de acido nucleico antisentido para dirigirse a células seleccionadas y luego administrarse
sistematicamente. Por ejemplo, para administracion sistémica, pueden modificarse moléculas antisentido de manera
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gque se unen especificamente a receptores o antigenos expresados sobre una superficie celular seleccionada, por
ejemplo, uniendo las moléculas de acido nucleico antisentido a péptidos o anticuerpos que se unen a receptores o
antigenos de superficie celular. Las moléculas de acido nucleico antisentido también pueden administrarse a células
usando los vectores descritos en el presente documento. Para lograr concentraciones intracelulares suficientes de
moléculas antisentido, se prefieren constructos de vectores en los que se coloca la molécula de &cido nucleico
antisentido bajo el control de un promotor pol Il o pol Il fuerte.

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

Un &cido nucleico antisentido de la invencion puede ser una ribozima. Las ribozimas son moléculas de ARN
cataliticas con actividad ribonucleasa que pueden escindir un acido nucleico de cadena sencilla, tal como un ARNm,
con el que tienen una region complementaria. Por tanto, pueden usarse ribozimas (por ejemplo, ribozimas cabeza de
martillo (descritas en Haselhoff y Gerlach (1988) Nature 334:585-591)) para escindir cataliticamente transcritos de
ARNmM de CRSP para asi inhibir la traduccion de ARNm de CRSP. Puede disefiarse una ribozima que tiene
especificidad por un acido nucleico que codifica para CRSP basandose en la secuencia de nucleétidos de ADNc de
CRSP descrita en el presente documento (es decir, SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 10, la
secuencia de nucleétidos del inserto de ADN del plasmido depositada en la ATCC con el nimero de registro 98634,
0 la secuencia de nucle6tidos del inserto de ADN del plasmido depositado en la ATCC con el nimero de registro
98633). Por ejemplo, puede construirse un derivado de un ARN de Tetrahymena L-19 IVS en el que la secuencia de
nucledtidos del sitio activo es complementaria a la secuencia de nucleétidos que debe escindirse en un ARNm que
codifica para CRSP. Véase, por ejemplo, Cech et al. patente estadounidense nimero 4.987.071; y Cech et al.
patente estadounidense nimero 5.116.742. Alternativamente, puede usarse ARNm de CRSP para seleccionar un
ARN catalitico que tiene una actividad ribonucleasa especifica de una combinacion de moléculas de ARN. Véase,
por ejemplo, Bartel, D. y Szostak, J. W. (1993) Science 261:1411-1418.

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

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

Los PNA de moléculas de acido nucleico de CRSP pueden usarse en aplicaciones terapéuticas y de diagnéstico.
Por ejemplo, pueden usarse PNA como agentes antisentido o antigenos para la modulacién especifica de secuencia
de la expresion génica mediante, por ejemplo, induccion de la parada de transcripcion o traduccién o inhibicién de la
replicacion. Los PNA de moléculas de &cido nucleico de CRSP también pueden usarse en el andlisis de mutaciones
de un Unico par de bases en un gen, (por ejemplo, mediante adicién de estructura de union por PCR dirigida por
PNA); como “enzimas de restriccion artificiales” cuando se usan en combinacién con otras enzimas, (por ejemplo,
nucleasas S 1 (Hyrup B. (1996) citado anteriormente)); o como sondas o cebadores para la hibridacion o
secuenciacion de ADN (Hyrup B. et al. (1996) citado anteriormente; Perry-O’Keefe citado anteriormente).

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

El oligonucleétido puede incluir otros grupos unidos tales como péptidos (por ejemplo, para seleccionar como diana
receptores de células huésped in vivo), o agentes que facilitan el transporte a través de la membrana celular (véase,
por ejemplo, Letsinger et al. (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. US. 86:6553-6556; Lemaitre et al. (1987) Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 84:648-652; publicacién PCT numero W088/09810, publicada el 15 de diciembre de 1988) o la barrera
hematoencefalica (véase, por ejemplo, la publicacion PCT namero WO089/10134, publicada el 25 de abril de 1988).
Ademas pueden modificarse los oligonucleétidos con agentes de escision activada por la hibridacién (véase, por
ejemplo, Krol et al. (1988) BioTechniques 6:958-976) o agentes intercalables. (Véase, por ejemplo, Zon (1988)
Pharm. Res. 5:539-549). Con este fin, el oligonucleétido puede conjugarse con otra molécula, (por ejemplo, un
péptido, un agente de reticulacion activada por la hibridacion, un agente de transporte o agente de escision activada
por la hibridacion).

Il. Proteinas CRSP aisladas y anticuerpos anti-CRSP

Se dan a conocer proteinas CRSP aisladas, y partes biolégicamente activas de las mismas, asi como fragmentos de
polipéptidos adecuados para su uso como inmundgenos para crear anticuerpos anti-CRSP. En una realizacion, las
proteinas CRSP nativas pueden aislarse a partir de fuentes celulares o tisulares mediante un esquema de
purificacion apropiado usando técnicas de purificacion de proteinas habituales. Las proteinas CRSP pueden
producirse mediante técnicas de ADN recombinante. Como alternativa a la expresion recombinante, puede
sintetizarse quimicamente un polipéptido o proteina CRSP usando técnicas de sintesis de péptidos habituales.

Una proteina “aislada” o “purificada” o una parte biol6gicamente activa de la misma esta sustancialmente libre de
material celular u otras proteinas contaminantes de la fuente celular o tisular de la que se deriva la proteina CRSP, o
sustancialmente libre de precursores quimicos u otros productos quimicos cuando se sintetizan quimicamente. La
expresion “sustancialmente libre de material celular” incluye preparaciones de proteina CRSP en las que la proteina
est4 separada de componentes celulares de las células de las que se aisla o produce recombinantemente. La
expresion “sustancialmente libre de material celular” incluye preparaciones de proteina CRSP que tienen menos de
aproximadamente un 30% (en peso seco) de proteina distinta de CRSP (también denominada en el presente
documento como “proteina contaminante”), de manera mas preferible menos de aproximadamente un 20% de
proteina distinta de CRSP, de manera aun mas preferible menos de aproximadamente un 10% de proteina distinta
de CRSP, y de la manera mas preferible menos de aproximadamente un 5% de proteina distinta de CRSP. Cuando
se produce de manera recombinante la proteina CRSP o parte biolégicamente activa de la misma, también esta de
manera preferible sustancialmente libre de medio de cultivo, es decir, el medio de cultivo representa menos de
aproximadamente el 20%, de manera mas preferible menos de aproximadamente el 10%, y de la manera mas
preferible menos de aproximadamente el 5% del volumen de la preparacion de proteina.

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

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

Una parte biolégicamente activa de una proteina CRSP puede comprender al menos una region rica en cisteina.
Una parte biolégicamente activa de una proteina CRSP puede comprender al menos una region rica en cisteina, en
la que la regién rica en cisteina incluye al menos un dominio rico en cisteina. Una parte biol6gicamente activa de una
proteina CRSP puede comprender al menos una secuencia sefial.
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Una parte biolégicamente activa de una proteina CRSP puede comprender una secuencia de aminoacidos de CRSP
que carece de una secuencia sefial.

Debe entenderse que una parte biologicamente activa de una proteina CRSP preferida puede contener al menos
uno de los dominios estructurales anteriormente identificados. Una parte biolégicamente activa mas preferida de una
proteina CRSP puede contener al menos dos de los dominios estructurales anteriormente identificados. Una parte
biolbgicamente activa incluso mas preferida de una proteina CRSP puede contener al menos tres de los dominios
estructurales anteriormente identificados. Una parte biolégicamente activa particularmente preferida de una proteina
CRSP de la presente invencion puede contener al menos cuatro de los dominios estructurales anteriormente
identificados.

Ademas, otras partes biolégicamente activas, en las que se delecionan otras regiones de la proteina, pueden
prepararse mediante técnicas recombinantes y evaluarse para determinar una o mas actividades funcionales de una
proteina CRSP nativa.

La proteina CRSP puede tener una secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO:2 o una secuencia de
aminoacidos homologa en al menos aproximadamente un 55% a SEQ ID NO:2. La proteina CRSP puede tener una
secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO:5 o una secuencia de aminoacidos homéloga en al menos
aproximadamente un 35% a SEQ ID NO:5. La proteina CRSP puede tener una secuencia de aminoacidos mostrada
en SEQ ID NO:8 o una secuencia de aminoacidos homdloga en al menos aproximadamente un 85% a SEQ ID
NO:8. La proteina CRSP puede tener una secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO:11 o una secuencia
de aminoacidos homologa en al menos aproximadamente un 35% a SEQ ID NO:11. Una proteina CRSP puede
comprender una secuencia de aminoacidos que es homoéloga en al menos aproximadamente un 30-35%, de manera
preferible aproximadamente un 40-45%, de manera mas preferible aproximadamente un 50-55%, incluso de manera
mas preferible aproximadamene un 60-65%, e incluso mas preferiblemente al menos aproximadamente un 70-75%,
80-85%, 90-95% 0 mas a las secuencias de aminoacidos mostradas en SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:8
0 SEQ ID NO:11.

La proteina CRSP puede ser sustancialmente homologa a SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:8 o SEQ ID
NO:11, y, preferiblemente, conserva la actividad funcional de la proteina de SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:5, SEQ ID
NO:8 o0 SEQ ID NO:11, aunque difiere en la secuencia de aminoacidos debido a mutagénesis o variacion alélica
natural, tal como se describié con detalle en la subseccion | anterior. Por consiguiente, la proteina CRSP puede ser
una proteina que comprende una secuencia de aminoacidos homologa en al menos aproximadamente un 60% a la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:8 o SEQ ID NO:11 vy, preferiblemente,
conserva la actividad funcional de las proteinas CRSP de SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO: 8 0 SEQ ID
NO:11, respectivamente. De manera preferible, la proteina es homologa en al menos aproximadamente un 70% a
SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:8 o SEQ ID NO:11, méas preferiblemente homéloga en al menos
aproximadamente un 80% a SEQ ID NO:2, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO:8 o SEQ ID NO:11, incluso mas
preferiblemente homoéloga en al menos aproximadamente un 90% a SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:8 o
SEQ ID NO:11, y lo més preferiblemente homologa en al menos aproximadamente un 95% o mas a SEQ ID NO:2,
SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:8 0 SEQ ID NO:11.

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

También se dan a conocer proteinas quiméricas o de fusién de CRSP. Tal como se usa en el presente documento,
una “proteina quimérica” o “proteina de fusién” de CRSP comprende un polipéptido de CRSP operativamente unido
a un polipéptido distinto de CRSP. Un “polipéptido de CRSP” se refiere a un polipéptido que tiene una secuencia de
aminoacidos correspondiente a CRSP, mientras que un “polipéptido distinto de CRSP” se refiere a un polipéptido
gue tiene una secuencia aminoacidos correspondiente a una proteina que no es sustancialmente homoéloga a la
proteina CRSP, por ejemplo, una proteina que es diferente de la proteina CRSP y que se deriva de un organismo
idéntico o diferente. Dentro de una proteina de fusion de CRSP el polipéptido de CRSP puede corresponder a todo o
una parte de una proteina CRSP. Una proteina de fusion de CRSP puede comprender al menos una parte
biolégicamente activa de una proteina CRSP. Una proteina de fusién de CRSP puede comprender al menos dos
partes bioldgicamente activas de una proteina CRSP. Una proteina de fusion de CRSP puede comprender al menos
tres partes biolégicamente activas de una proteina CRSP. Dentro de la proteina de fusion, se pretende que el
término “operativamente unido” indiqgue que el polipéptido de CRSP y el polipéptido distinto de CRSP estan
fusionados en marco entre si. El polipéptido distinto de CRSP puede fusionarse al extremo N-terminal o C-terminal
del polipéptido de CRSP.

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

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

La proteina de fusién puede ser una proteina de fusion CRSP-inmunoglobulina en la que las secuencias de CRSP
que comprenden principalmente las regiones ricas en cisteina de CRSP estan fusionadas a secuencias derivadas de
otro miembro de la familia de proteinas de inmunoglobulina. También se han preparado derivados solubles de
glucoproteinas de superficie celular en la superfamilia de genes de inmunoglobulina que consisten en un dominio
extracelular de la glucoproteina de superficie celular unido a una regién constante (Fc) de inmunoglobulina (véase
por ejemplo, Capon, D.J. et al. (1989) Nature 337:525-531 y Capon patentes estadounidenses nimeros 5.116.964 y
5.428.130 [constructos CD4-1gGl]; Linsley, P.S. et al. (1991) J. Exp. Med. 173:721-730 [un constructo CD28-1gG1 y
un constructo B7-1-IgG1]; y Linsley, P.S. et al. (1991) J. Exp. Med. 174:561-569 y patente estadounidense nimero
5.434.131 [un CTLA4-IgG1]). Tales proteinas de fusién han resultado ser dtiles para modular las interacciones
receptor-ligando. Se han preparado derivados solubles de proteinas de superficie celular del receptor de las
proteinas de la superfamilia del receptor de factor de necrosis tumoral (TNPR) que consisten en un dominio
extracelular del receptor de superficie celular fusionado con una regién constante (Fc) de inmunoglobulina (véase
por ejemplo Moreland et al. (1997) N. Engl. J. Med. 337(3):141-147; van der Poll et al. (1997) Blood 89(10):3727-
3734; y Ammann et al. (1997) J. Clin. Invest. 99 (7):1699-1703.)

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

Preferiblemente, una proteina de fusion o quimérica de CRSP se produce mediante técnicas de ADN recombinante
habituales. Por ejemplo, fragmentos de ADN que codifican para diferentes secuencias polipeptidicas estan ligados
juntos en marco segun técnicas habituales, por ejemplo empleando extremos romo o en asta para ligamiento,
digestién por enzimas de restriccion para proporcionar los extremos apropiados, bloqueo de extremos cohesivos
seglin convenga, tratamiento con fosfatasa alcalina para evitar union no deseable y ligamiento enzimatica. En otra
realizacion, el gen de fusion puede sintetizarse meditante técnicas convencionales incluyendo sintetizadores de ADN
automatizados. Alternativamente, la amplificacion por PCR de fragmentos génicos puede realizarse usando
cebadores de anclaje que dan lugar a proyecciones complementarias entre dos fragmentos génicos consecutivos
gue pueden aparearse posteriormente y volver a amplificarse para generar una secuencia génica quimérica (véase,
por ejemplo, Current Protocols in Molecular Biology, eds. Ausubel et al. John Wiley & Sons: 1992). Ademas, hay
muchos vectores de expresion comercialmente disponibles que ya codifican para un resto de fusion (por ejemplo, un
polipéptido de GST). Un acido nucleico que codifica para CRSP puede clonarse en un vector de expresion de este
tipo de manera que el resto de fusion esté unido en marco a la proteina CRSP.
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También se dan a conocer variantes de las proteinas CRSP que funcionan o bien como agonistas de CRSP
(compuestos miméticos) o bien como antagonistas de CRSP. Pueden generarse variantes de las proteinas CRSP
mediante mutagénesis, por ejemplo, mutacién puntual diferenciada o truncamiento de una proteina CRSP. Un
agonista de las proteinas CRSP puede conservar sustancialmente la misma, o un subconjunto, de las actividades
biologicas de la forma que se produce de manera natural de una proteina CRSP. Un antagonista de una proteina
CRSP puede inhibir una o mas actividades de la forma que se produce de manera natural de la proteina CRSP
mediante, por ejemplo, uniébn competitiva a un elemento aguas abajo o aguas arriba de una cascada de sefalizacion
celular que incluye la proteina CRSP. Por tanto, puede provocarse efectos biol6gicos especificos mediante
tratamiento con una variante de funcion limitada. El tratamiento de un sujeto con una variante que tiene un
subconjunto de las actividades biolégicas de la forma que se produce de manera natural de la proteina puede tener
menos efectos secundarios en un sujeto con respecto al tratamiento con la forma que se produce de manera natural
de la proteina CRSP.

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

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

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

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

Una proteina CRSP aislada, o una parte o fragmento de la misma, puede usarse como un inmunégeno para generar
anticuerpos que se unen a CRSP usando técnicas habituales para la preparacidon de anticuerpo policlonal y
monoclonal. Puede usarse una proteina CRSP de longitud completa o, alternativamente, la invencion proporciona
fragmentos de péptidos antigénicos de CRSP para su uso como inmundgenos. El péptido antigénico de CRSP
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comprende al menos 8 residuos de aminoacidos de la secuencia de aminoaidos mostrada en SEQ ID NO. 2, SEQ ID
NO: 5, SEQ ID NO: 8 0 SEQ ID NO: 11 y abarca un epitopo de CRSP de manera que un anticuerpo preparado
contra el péptido forma un complejo inmunitario especifico con CRSP. Preferiblemente, el péptido antigénico
comprende al menos 10 residuos de aminoacidos, mas preferiblemente al menos 15 residuos de aminoacidos,
incluso més preferiblemente al menos 20 residuos de aminoacidos, y lo mas preferiblemente al menos 30 residuos
de aminoacidos.

Epitopos preferidos abarcados por el péptido antigénico son regiones de CRSP que estan ubicadas sobre la
superficie de la proteina, por ejemplo, regiones hidrofilas.

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

Por consiguiente, la invencién se refiere a una composicion segun la reivindicacién 1 que comprende anticuerpos
anti-CRSP. El término “anticuerpo” tal como se usa en el presente documento se refiere a moléculas de
inmunoglobulina y partes inmunoldgicamente activas de moléculas de inmunoglobulinas, es decir, moléculas que
contienen un sitio de union a antigeno que se une especificamente a (inmunorreacciona con) un antigeno, tal como
CRSP. Ejemplos de partes inmunoldégicamente activas de moléculas de inmunoglobulinas incluyen fragmentos F(ab)
y F(ab’)2 que pueden generarse tratando el anticuerpo con una enzima tal como pepsina. La invencién proporciona
anticuerpos policlonales y monoclonales que se unen a CRSP. El término “anticuerpo monoclonal” o “composicion
de anticuerpo monoclonal”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a una poblacion de moléculas de
anticuerpo que contienen soélo una especie de sitio de union a antigeno que puede inmunorreaccionar con un
epitopo particular de CRSP. Por tanto, una composicién de anticuerpo monoclonal presenta una afinidad de union
Unica para una proteina CRSP particular con la que inmunorreacciona.

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

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

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

Adicionalmente, anticuerpos anti-CRSP-3 recombinantes, tal como anticuerpos monoclonales quiméricos y
humanizados, que comprenden tanto partes humanas como no humanas, que pueden prepararse usando técnicas
de ADN recombinante habituales, pueden ser parte de la composicion de la invencion. Tales anticuerpos
monoclonales quiméricos y humanizados pueden producirse mediante técnicas de ADN recombinante conocidas en
la técnica, por ejemplo usando métodos descritos en Robinson et al. solicitud internacional numero
PCT/US86/02269; Akira, et al. solicitud de patente europea 184.187; Taniguchi, M., solicitud de patente europea
171.496; Morrison et al. solicitud de patente europea 173.494; Neuberger et al. publicacion PCT internacional
nimero WO 86/01533; Cabilly et al. patente estadounidense ndmero 4.816.567; Cabilly et al. solicitud de patente
europea 125.023; Better et al. (1988) Science 240:1041-1043; Liu et al. (1987) PNAS 84:3439-3443; Liu et al. (1987)
J. Immunol. 139:3521-3526; Sun et al. (1987) PNAS 84:214-218; Nishimura et al. (1987) Canc. Res. 47:999-1005;
Wood et al. (1985) Nature 314:446-449; y Shaw et al. (1988) J Natl. Cancer Inst. 80:1553-1559); Morrison, S. L.
(1985) Science 229:1202-1207; Oi et al. (1986) BioTechniques 4:214; Winter patente estadounidense numero
5.225.539; Jones et al. (1986) Nature 321:552-525; Verhoeyan et al. (1988) Science 239:1534; y Beidler et al. (1988)
J Immunol. 141:4053-4060.

Puede usarse un anticuerpo anti-CRSP (por ejemplo, anticuerpo monoclonal) para aislar CRSP mediante técnicas
habituales, tales como cromatografia de afinidad o inmunoprecipitacion. Un anticuerpo anti-CRSP puede facilitar la
purificacion de CRSP natural a partir de células y de CRSP producidas de manera recombinante expresadas en
células huésped. Ademas, puede usarse un anticuerpo anti-CRSP para detectar proteina CRSP (por ejemplo, en un
lisado celular o sobrenadante celular) con el fin de evaluar la abundancia y patron de expresion de la proteina
CRSP. Pueden usarse anticuerpos anti-CRSP de manera diagnéstica para monitorizar niveles de proteina en tejido,
por ejemplo, como parte de procedimiento de ensayo clinico, para, por ejemplo, determinar la eficacia de un régimen
de tratamiento dado. Puede facilitarse la deteccién acoplando (es decir, uniendo fisicamente) el anticuerpo a una
sustancia detectable. Ejemplos de sustancias detectables incluyen diversas enzimas, grupos prostéticos, materiales
fluorescentes, materiales luminiscentes, materiales bioluminiscentes, y materiales radiactivos. Ejemplos de enzimas
adecuadas incluyen peroxidasa de rdbano, fosfatasa alcalina, p-galactosidasa, o acetilcolinesterasa; ejemplos de
complejos de grupo prostético incluyen estreptavidina/biotina y avidina/biotina; ejemplos de materiales fluorescentes
adecuados incluyen umbeliferona, fluoresceina, isocianato de fluoresceina, rodamina, diclorotriazinilamina
fluoresceina, cloruro de dansilo o ficoeritrina; un ejemplo de un material luminiscente incluye luminol; ejemplos de
materiales bioluminiscentes incluyen luciferasa, luciferina, y aequorina, y ejemplos de materiales radiactivos
adecuados incluyen I, 3%, 335 ¢ 3H.

lll. Vectores de expresién recombinantes v células huésped

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

Los vectores de expresion recombinantes comprenden un acido nucleico en una forma adecuada para la expresién
del acido nucleico en una célula huésped, lo que significa que los vectores de expresion recombinantes incluyen una
0 mas secuencias reguladoras, seleccionadas basandose en las células huésped que van a usarse para la
expresion, que estan operativamente unidas a la secuencia de acido nucleico secuencia que va a expresarse.
Dentro de un vector de expresién recombinante, se pretende que “operativamente unido” signifique que la secuencia
de nucledtidos de interés esta unida a la(s) secuencia(s) reguladora(s) de una manera que permite la expresion de la
secuencia de nucledtidos (por ejemplo, en un sistema transcripcidn/traduccion in vitro o en una célula huésped
cuando se introduce el vector en la célula huésped). Se pretende que el término “secuencia reguladora” incluya
promotores, potenciadores y otros elementos de control de expresion (por ejemplo, sefales de poliadenilacion).
Tales secuencias reguladoras se describen, por ejemplo, en Goeddel; Gene Expression Technology: Methods in
Enzymology 185, Academic Press, San Diego, CA (1990). Las secuencias reguladoras incluyen las que dirigen
expresion constitutiva de una secuencia de nucleétidos en muchos tipos de célula huésped y las que dirigen la
expresion de la secuencia de nucleotidos solo en ciertas células huésped (por ejemplo, secuencias reguladoras
especificas de tejido). Los expertos en la técnica apreciaran que el disefio del vector de expresion puede depender
de factores tales como la eleccion de la célula huésped que va a transformarse, el nivel de expresion de proteina
deseado, etc. Los vectores de expresion pueden introducirse en células huésped para asi producir proteinas o
péptidos, incluyendo péptidos o proteinas de fusion, codificadas por acidos nucleicos tal como se describio en el
presente documento (por ejemplo, proteinas CRSP, formas mutantes de CRSP, proteinas de fusion, etc.).

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

La expresion de proteinas en procariotas se realiza lo mas a menudo en E. coli con vectores que contienen
promotores constitutivos o inducibles que dirigen la expresion de proteinas o bien de fusién o bien no de fusién. Los
vectores de fusion afiaden una variedad de amino&cidos a una proteina codificada en los mismos, normalmente en
el extremo amino-terminal de la proteina recombinante. Tales vectores de fusion normalmente sirven para tres fines:
1) aumentar la expresién de proteina recombinante; 2) aumentar la solubilidad de la proteina recombinante; y 3)
ayudar en la purificacion de la proteina recombinante actuando como un ligando en purificaciéon por afinidad. A
menudo, en vectores de expresion de fusion, se introduce un sitio de escisién proteolitica en la union del resto de
fusion y la proteina recombinante para permitir la separacion de la proteina recombinante del resto de fusién
posterior a la purificacion de la proteina de fusion. Tales enzimas, y sus secuencias de reconocimiento relacionadas,
incluyen factor Xa, trombina y enterocinasa. Los vectores de expresion de fusion tipicos incluyen pGEX (Pharmacia
Biotech Inc; Smith, D. B. y Johnson, K. S. (1988) Gene 67:31-40), pMAL (New England Biolabs, Beverly, MA) y
pRIT5 (Pharmacia, Piscataway, NJ) que fusionan glutation S-transferasa (GST), proteina de unién a maltosa E, o
proteina A, respectivamente, a la proteina recombinante diana.

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

Ejemplos de vectores de expresion de E. coli no de fusién inducibles adecuados incluyen pTrc (Amann et al., (1988)
Gene 69:301-315) y pET 11d (Studier et al., Gene Expression Technology: Methods in Enzymology 185, Academic
Press, San Diego, California (1990) 60-89). La expresion de gen diana a partir del vector pTrc se basa en la
transcripcion de ARN polimerasa del huésped a partir de un promotor de fusién hibrido trp-lac. La expresién del gen
diana a partir del vector pET 11d se basa en la transcripcion a partir de un promotor de fusion gnl0-lac de T7
mediada por una ARN polimerasa viral coexpresada (gnl de T7). Esta polimerasa viral se suministra por cepas
huésped BL21(DE3) o HMS174(DE3) de un profago A residente que alberga un gen gnl de T7 bajo control
transcripcional del promotor 5 lacUV.

Una estrategia para maximizar la expresion de proteina recombinante en E. coli es expresar la proteina en una
bacteria huésped con una capacidad afectada para escindir proteoliticamente la proteina recombinante (Gottesman,
S., Gene Expression Technology: Methods in Enzymology 185, Academic Press, San Diego, California (1990) 119-
128). Otra estrategia es alterar la secuencia de acido nucleico del acido nucleico que va a insertarse en un vector de
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expresion de manera que los codones individuales para cada aminoacido son los utilizados preferentemente en E.
coli (Wada et al., (1992) Nucleic Acids Res. 20:2111-2118). Tal alteraciéon de secuencias de acido nucleico puede
realizarse mediante técnicas de sintesis de ADN habituales.

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

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

Puede expresarse un &cido nucleico de la invencion en células de mamifero usando un vector de expresiéon de
mamifero. Ejemplos de vectores de expresion de mamiferos incluyen pCDM8 (Seed, B. (1987) Nature 329:840) y
pMT2PC (Kaufman et al. (1987) EMBO J. 6:187-195). Cuando se usa en células de mamifero, las funciones de
control del vector de expresién se proporcionan a menudo por elementos reguladores virales. Por ejemplo,
promotores comunmente usados derivan de polioma, adenovirus 2, citomegalovirus y virus de simio 40. Para otros
sistemas de expresién adecuados tanto para células procariotas como eucariotas véanse los capitulos 16 y 17 de
Sambrook, J., Fritsh, E. F., y Maniatis, T. Molecular Cloning: A Laboratory Manual. 2% ed., Cold Spring Harbor
Laboratory, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 1989.

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

Se da a conocer un vector de expresion recombinante que comprende una molécula de ADN clonada en el vector de
expresion en una orientacion antisentido. Es decir, la molécula de ADN esta operativamente unida a una secuencia
reguladora de una manera que permite la expresion (mediante transcripcion de la molécula de ADN) de una
molécula de ARN que es antisentido con respecto a ARNm de CRSP. Pueden elegirse secuencias reguladoras
operativamente unidas a un acido nucleico clonado en la orientacion antisentido que dirijan la expresion continua de
una molécula de ARN antisentido en una variedad de tipos de células, por ejemplo potenciadores y/o promotores
virales, o pueden elegirse secuencias reguladoras que dirijan la expresion especifica de tejido o especifica de tipo de
célula constitutiva de ARN antisentido. El vector de expresion antisentido puede estar en forma de un plasmido
recombinante, faguémido o virus atenuado en el que los acidos nucleicos antisentido se producen bajo el control de
una region reguladora de alta eficacia, cuya actividad puede determinarse por el tipo de célula en la que se introduce
el vector. Para una evaluacion de la regulaciéon de expresiéon génica usando genes antisentido véase Weintraub, H.
et al., Antisense ARN as a molecular tool for genetic analysis, Reviews - Trends in Genetics, Vol. 1 (1) 1986.

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

Una célula huésped puede ser cualquier célula procariota o eucariota. Por ejemplo, puede expresarse una proteina
CRSP en células bacterianas tales como E. coli, células de insecto, células de levadura o mamifero (tales como
células de ovario de hamster chino (CHO) o células COS). Los expertos en la técnica conocen otras células huésped
adecuadas.

El ADN del vector puede introducirse en células procariotas o eucariotas mediante técnicas de transfeccién o
transformacion convencionales. Tal como se usa en el presente documento, se pretende que los términos
“transformacion” y “transfeccién” se refieran a una variedad de técnicas reconocidas en la técnica para introducir
acido nucleico foraneo (por ejemplo, ADN) en una célula huésped, incluyendo coprecipitacion de fosfato de calcio o
cloruro de calcio, transfeccion mediada por DEAE-dextrano, lipofeccion, o electroporacion. Métodos adecuados para
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transformar o transfectar células huésped pueden encontrarse en Sambrook, et al. (Molecular Cloning: A Laboratory
Manual. 22, ed., Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY,
1989), y otros manuales de laboratorio.

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

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

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

Un animal transgénico puede crearse introduciendo un acido nucleico que codifica para CRSP en el prontcleo
masculino de un ovocito fertilizado no humano, por ejemplo, mediante microinyeccion, infeccion retroviral, y
permitiendo que el ovocito se desarrollo en un animal de acogida hembra pseudoprefiada. La secuencia de ADNc de
CRSP humana de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 7 o SEQ ID NO: 10 puede introducirse como un
transgén en el genoma de un animal no humano. Alternativamente, un homélogo no humano de un gen de CRSP
humana, tal como un gen de CRSP de raton, puede aislarse basandose en la hibridacién con el ADNc de CRSP
humana (descrito adicionalmente en la subseccién | anterior) y usarse como un transgén. También pueden incluirse
secuencias intronicas y sefiales de poliadenilacion en el transgén para aumentar la eficacia de la expresion del
transgén. Puede(n) unirse operativamente una(s) secuencia(s) reguladora(s) especifica(s) de tejido al transgén de
CRSP para dirigir la expresion de la proteina CRSP a células particulares. Los métodos para generar animales
transgénicos no humanos mediante manipulaciéon embrionaria y microinyeccion, particularmente en animales tales
como ratones, se han convertido en convencionales en la técnica y se describen, por ejemplo, en las patentes
estadounidenses nimeros 4.736.866 y 4.870.009, ambas concedidas a Leder et al., patente estadounidense ndmero
4.873.191 concedida a Wagner et al., y en Hogan, B., Manipulating the Mouse Embryo, (Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y., 1986). Se usan métodos similares para la produccién de otros animales
transgénicos. Un animal fundador transgénico puede identificarse basandose en la presencia del transgén de CRSP
en su genoma y/o expresion de ARNm de CRSP en tejidos o células de los animales. Entonces puede usarse un
animal fundador transgénico no humano para criar animales adicionales que llevan el transgén. Ademas, los
animales transgénicos no humanos que llevan un transgén que codifica para CRSP pueden criarse adicionalmente
para generar otros animales transgénicos que llevan otros transgenes.

Para crear un animal no humano recombinante homologo, se prepara un vector que contiene al menos una parte de
un gen de CRSP en el que se ha introducido una delecidn, adicidn o sustitucién para asi alterar, por ejemplo, afectar
funcionalmente, el gen de CRSP. El gen de CRSP puede ser un gen humano (por ejemplo, el ADNc de SEQ ID NO:
3, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 9 0 SEQ ID NO: 12), pero mas preferiblemente, es un homélogo no humano de un
gen de CRSP humano. Por ejemplo, un gen de CRSP de ratén de SEQ ID NO: 16 puede usarse para construir un
vector de recombinacién homologo adecuado para alterar un gen de CRSP enddgeno en el genoma del raton. El
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vector puede disefiarse de manera que, tras la recombinacién homéloga, el gen de CRSP enddgeno se altera
funcionalmente (es decir, ya no codifica para una proteina funcional; también denominado como un vector
“deficiente”). Alternativamente, puede disefiarse el vector de manera que, tras la recombinacion homologa, el gen de
CRSP enddgeno se muta o de otra manera se altera pero aun codificara para proteina funcional (por ejemplo, puede
alterarse la region reguladora en sentido 5’ para asi alterar la expresion de la proteina CRSP enddgena). En el
vector de recombinacién homologo, la parte alterada del gen de CRSP esta flanqueada en sus extremos 5’ y 3’ por
acido nucleico adicional del gen de CRSP para permitir que se produzca la recombinacion homéloga entre el gen de
CRSP exdgeno llevado por el vector y un gen de CRSP enddgeno en una célula madre embrionaria no humana. El
acido nucleico de CRSP flanqueante adicional es de suficiente longitud como para una recombinacion homéloga
satisfactoria con el gen endégeno. Normalmente, se incluyen varias kilobases de ADN flanqueante (tanto en el
extremo 5’ como 3’) en el vector (véase por ejemplo, Thomas, K.R. y Capecchi, M.R. (1987) Cell 51:503 para una
descripcién de vectores de recombinacion homoélogos). Se introduce el vector en una linea de células madre
embrionarias no humanas (por ejemplo, mediante electroporacion) y se seleccionan células en las que el gen de
CRSP introducido se ha recombinado de manera homologa con el gen de CRSP enddgeno (véase por ejemplo, Li,
E. et al., (1992) Cell 69:915). Las células seleccionadas se inyectan entonces en un blastocito de un animal no
humano (por ejemplo, un ratén) para formar quimeras de agregacion (véase por ejemplo, Bradley, A. en
Teratocarcinomas and Embryonic Stem Cells A Practical Approach, E. J. Robertson, ed. (IRL, Oxford, 1987) péags.
113-152). Entonces puede implantarse un embrion quimérico no humano en un animal de acogida no humano
hembra pseudoprefiada adecuada y llevar el embrién a término. La progenie que alberga el ADN recombinado de
manera homéloga en sus células germinales puede usarse para criar animales en los que todas las células del
animal contienen el ADN recombinado de manera homologa por la transmision de linea germinal del transgén. Se
describen adicionalmente métodos para construir vectores de recombinacién homdlogos y animales recombinantes
homoélogos en Bradley, A. (1991) Current Opinion in Biotechnology 2:823-829 y en las publicaciones internacionales
PCT nimeros: WO 90/11354 por Le Mouellec et al.; WO 91/01140 por Smithies et al; WO 92/0968 por Zijlstra et al.;
y WO 93/04169 por Berns et al.

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

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

IV. Composiciones farmacéuticas

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

Una composicion farmacéutica se formula para que sea compatible con su via de administracion deseada. Ejemplos
de vias de administracion incluyen la administracién parenteral, por ejemplo, via intravenosa, intradérmica,
subcutanea, oral (por ejemplo, inhalacién), transdérmica (topica), transmucosa, y rectal. Las disoluciones o
suspensiones utilizadas para la aplicacion parenteral, intradérmica, o subcutdnea pueden incluir los siguientes
componentes: un diluyente estéril, tal como agua para inyeccién, solucién salina, aceites fijos, polietilenglicoles,
glicerina, propilenglicol u otros disolventes sintéticos; agentes antibacterianos tales como alcohol bencilico o
parabenos metilicos; antioxidantes tales como acido ascorbico o bisulfito de sodio; agentes quelantes tales como
acido etilendiaminotetraacético; tampones tales como acetatos, citratos o fosfatos y agentes para el ajuste de la
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tonicidad tales como el cloruro de sodio o la dextrosa. El pH puede ajustarse con acidos o bases, tales como acido
clorhidrico o hidréxido de sodio. La preparacion parenteral puede incluirse en ampollas, jeringas desechables o
viales de dosis multiples hechos de vidrio o plastico. La presente invencién proporciona una composicion formulada
para administracion parenteral, que comprende un vehiculo farmacéuticamente aceptable y un anticuerpo que se
une selectivamente a un polipéptido aislado que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 8 (CRSP-
3), en la que el vehiculo comprende un diluyente estéril para inyeccion. El anticuerpo puede ser un anticuerpo
monoclonal. El anticuerpo puede ser un anticuerpo recombinante. La composicién puede formularse para inyeccion.
La composicion puede ser una disolucién inyectable estéril, en la que el anticuerpo se incorpora en un disolvente
apropiado con un o una combinacién de componentes seleccionados del grupoq que consiste en solucién salina
fisiolégica, agua bacteriostatica, solucion salina tamponada con fosfato o un disolvente que contiene agua, etanol,
poliol 0 mezclas adecuadas de los mismos.

Las composiciones farmacéuticas adecuadas para el uso inyectable incluyen disoluciones acuosas estériles (que
son solubles en agua) o dispersiones y polvos estériles para la preparacion improvisada de la dispersion o las
disoluciones inyectables estériles. Para la administracion intravenosa, los vehiculos adecuados incluyen solucion
salina fisiolégica, agua bacteriostatica, Cremophor EL™ (BASF, Parsippany, NJ) solucion salina tamponada con
fosfato (PBS). En todos los casos, la composicion debe ser estéril y debe ser fluida hasta el grado de que exista una
facil capacidad de inyeccion. Debe ser estable en las condiciones de fabricacion y almacenamiento y debe
conservarse frente a la accidon contaminante de microorganismos tales como bacterias y hongos. El vehiculo puede
ser un disolvente 0 medio de dispersion que contiene, por ejemplo, agua, etanol, poliol (por ejemplo, glicerol,
propilenglicol, y polietilenglicol liquido, y similares), y mezclas adecuadas de los mismos. La fluidez apropiada puede
mantenerse, por ejemplo, mediante el uso de un recubrimiento tal como lecitina, mediante el mantenimiento del
tamafio de particula requerido en el caso de la dispersion y mediante el uso de tensioactivos. La prevencion de la
accion de los microorganismos puede lograrse mediante diversos agentes antibacterianos y antifingicos, por
ejemplo, parabenos, clorobutanol, fenol, acido ascoérbico, timerosal, y similares. En muchos casos, sera preferible
incluir agentes isotdnicos, por ejemplo, azucares, polialcoholes tales como manitol, sorbitol, cloruro de sodio, en la
composicion. Puede provocarse la absorcion prolongada de las composiciones inyectables incluyendo en la
composicion un agente que retrasa la absorcién, por ejemplo, monoestearato de aluminio y gelatina.

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

En una realizacion, los principios activos se preparan con vehiculos que protegeran al compuesto frente a la rapida
eliminacion del organismo, tales como una formulacion de liberacion controlada, incluyendo implantes y sistemas de
administracion microencapsulados. Pueden usarse polimeros biodegradables, biocompatibles, tales como acetato
de etilenvinilo, polianhidridos, acido poliglicolico, colageno, poliortoésteres y acido polilacico. Los métodos para la
preparacion de tales formulaciones seran evidentes para los expertos en la técnica. Los materiales también pueden
obtenerse comercialmente de Alza Corporation y Nova Pharmaceuticals, Inc. También pueden utilizarse
suspensiones de liposomas (incluyendo liposomas dirigidos para células infectadas con anticuerpos monoclonales
frente a antigenos virales) como vehiculos farmacéuticamente aceptables. Estos pueden prepararse segun los
métodos conocidos por los expertos en la técnica, por ejemplo, tal como se describe en la patente estadounidense
namero 4.522.811.

Resulta especialmente ventajoso formular las composiciones parenterales en formas farmacéuticas unitarias para
facilitar la administracion y la uniformidad de la dosificacion. La forma farmacéutica unitaria, tal como se usa en el
presente documento, se refiere a unidades fisicamente diferenciadas adecuadas como dosificaciones unitarias para
el sujeto que va a tratarse; conteniendo cada unidad una cantidad predeterminada del principio activo calculada para
producir el efecto terapéutico deseado en asociacion con el vehiculo farmacéutico requerido. La especificacion para
las formas farmacéuticas unitarias de la invencién estan dictadas por y dependen directamente de las caracteristicas
Unicas del principio activo y del efecto terapéutico particular que va a lograrse, y de las limitaciones inherentes en la
técnica de la formulacién de un principio activo de este tipo para el tratamiento de los individuos.

La toxicidad y la eficacia terapéutica de los compuestos de este tipo pueden determinarse mediante procedimientos
farmacéuticos habituales en cultivos celulares o animales de experimentacion, por ejemplo, para determinar la DL50
(la dosis letal para el 50% de la poblacién) y la DE50 (la dosis terapéuticamente eficaz en el 50% de la poblacién).
La razon de dosis entre los efectos toxicos y los terapéuticos es el indice terapéutico y puede expresarse como la
razén DL50/DES0. Se prefieren los compuestos que muestran indices terapéuticos elevados. Aunque pueden
utilizarse compuestos que muestran efectos secundarios toxicos, debe tenerse cuidado en disefiar un sistema de
administracion que dirija tales compuestos al sitio del tejido afectado con el fin de minimizar el posible dafio a células
no infectadas y, de esta manera, reducir los efectos secundarios.
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Pueden utilizarse los datos obtenidos a partir de ensayos con cultivos celulares y estudios con animales para
formular un intervalo de dosificacion para su uso en seres humanos. La dosificacion de tales compuestos se
encuentra preferiblemente dentro de un intervalo de concentraciones circulantes que incluyen la DE50 con poca o
ninguna toxicidad. La dosificacion puede variar dentro de este intervalo, dependiendo de la forma farmacéutica
empleada y de la via de administracion utilizada. Para cualquier compuesto usado en la invencion, la dosis
terapéuticamente eficaz puede calcularse inicialmente a partir de los ensayos del cultivo celular. Puede formularse
una dosis en modelos animales para lograr un intervalo de concentraciones plasmaticas circulantes que incluyen la
CI50 (es decir, la concentracion del compuesto de prueba que logra la mitad de la inhibicion méxima de los
sintomas) tal como se determina en el cultivo celular. Tal informacion puede utilizarse para determinar mas
exactamente las dosis Utiles en humanos. Pueden medirse los niveles en plasma, por ejemplo, mediante
cromatografia de liquidos de alta resolucién.

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

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

V. Usos y métodos

Las moléculas de la presente invencion (por ejemplo, moléculas de acidos nucleicos, proteinas, homélogos de
proteinas, y anticuerpos descritos en el presente documento) pueden utilizarse en uno o mas de los siguientes
métodos: a) ensayos de seleccion; b) medicina de diagnéstico (por ejemplo, ensayos de diagndsticos, ensayos de
pronostico, ensayos clinicos de monitorizacion, y ensayos farmacogenéticos); y c) métodos de tratamiento (por
ejemplo, terapéuticos y profilacticos). Tal como se describe en el presente documento, una proteina CRSP tiene una
0 mas de las siguientes actividades: calcio intracelular, un aumento en el fosfatidilinositol u otra molécula, y puede
dar como resultado, por ejemplo, la fosforilacion de proteinas especificas, una modulacion de la transcripcion génica
y cualquiera de las otras actividades bioldgicas explicadas en el presente documento.

Preferiblemente, una actividad de CRSP es al menos una o mas de las siguientes actividades: (i) interacciéon de una
proteina CRSP con y/o unién a una segunda molécula, (por ejemplo, una proteina, tal como un receptor de CRSP
(por ejemplo, CRSP-1), una forma soluble de un receptor de CRSP, un receptor para un miembro de la familia wnt
de proteinas de sefializacién, o una molécula de sefializacién distinta de CRSP); (ii) interaccién de una proteina
CRSP con una proteina intracelular mediante un receptor de CRSP unido a la membrana; (iii) formacion de complejo
entre una proteina CRSP soluble y una segunda pareja de unién de CRSP soluble (por ejemplo, una molécula de
proteina distinta de CRSP o una segunda molécula de proteina CRSP); (iv) interaccion con otras proteinas
extracelulares (por ejemplo, regulacion de la adhesién celular dependiente de wnt a los componentes de la matriz
extracelular); (v) unién a y eliminacion de una molécula no deseada (por ejemplo, una funcién de actividad
detoxificante o de defensa); y/o (vi) una actividad enzimatica, y por tanto puede utilizarse en, por ejemplo, (1)
modulacion de transduccidn de sefiales celulares, ya sea in vitro o in vivo (por ejemplo, antagonismo de la actividad
de los miembros de la familia wnt de proteinas segregadas o supresion de la transduccion de sefiales dependientes
de wnt); (2) regulacion de la comunicacion entre células (por ejemplo, regulacion de interacciones célula-célula
dependientes de wnt); (3) regulacion de la expresion de genes cuya expresion estd modulada mediante la unién de
la CRSP (por ejemplo, CRSP-1) a un receptor; (4) regulacion de la transcripcion génica en una célula que participa
en el desarrollo o la diferenciacion, ya sea in vitro o in vivo (por ejemplo, induccién de diferenciacion celular); (5)
regulacion de la transcripcidon génica en una célula que participa en el desarrollo o la diferenciacion, en la que al
menos un gen codifica para una proteina especifica de diferenciacion; (6) regulaciéon de la transcripcion génica en
una célula que participa en el desarrollo o la diferenciacién, en la que al menos un gen codifica para una segunda
proteina segregada; (7) regulacion de la transcripciébn génica en una célula que participa en el desarrollo o la
diferenciacion, en la que al menos un gen codifica para una molécula de transduccién de sefiales; (8) regulacién de
la proliferacion celular, ya sea in vitro o in vivo (por ejemplo, induccién de la proliferacién celular o inhibicién de la
proliferacion como en el caso de la supresion de la tumorigénesis (por ejemplo, supresién de formacién de
glioblastoma)); (9) formacion y mantenimiento de disposiciones espaciales ordenadas de tejidos diferenciados en
vertebrados, tanto adultos como embrionarios (por ejemplo, inducciéon de la formacion de la cabeza durante el
desarrollo de vertebrados o mantenimiento de las células progenitoras hematopoyéticas); (10) modulacién de la
muerte celular, tal como estimulacion de la supervivencia celular; (11) migracién de las células de regulacion; y/o
(12) modulacion inmunitaria.

En consecuencia, se da a conocer un método de uso (por ejemplo, un ensayo diagndstico, un ensayo prondéstico, o
un método profilactico / terapéutico de tratamiento) en el que se usa una molécula (por ejemplo, una proteina CRSP,
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un &cido nucleico de CRSP o un modulador de CRSP), por ejemplo, para diagnosticar, pronosticar y/o tratar una
enfermedad y/o estado en el que esta indicada cualquiera de las actividades anteriormente mencionadas (es decir,
actividades (i) - (vi) y (1) - (12) en el parrafo anterior). También se da a conocer un método de uso (por ejemplo, un
ensayo diagnéstico, un ensayo prondstico, o un método de tratamiento profilactico / terapéutico) en el que se usa
una molécula (por ejemplo, una proteina CRSP, &cido nucleico de CRSP o un modulador de CRSP), por ejemplo,
para el diagndstico, prondstico y/o tratamiento de sujetos, preferiblemente de un sujeto humano, en el que esta
alterada patolégicamente cualquiera de las actividades anteriormente mencionadas. Los métodos de uso (por
ejemplo, ensayos de diagndsticos, ensayos de prondstico, o métodos de tratamiento profilacticos / terapéuticos)
suponen la administracion a un sujeto, preferiblemente un sujeto humano, de una composicion de la presente
invencién para el diagndstico, pronéstico y/o tratamiento terapéutico. Los métodos de uso (por ejemplo, ensayos de
diagnosticos, ensayos de prondstico, o métodos de tratamiento profilacticos / terapéuticos tratamiento) pueden
suponer la administracion a un sujeto humano de una composicion de la presente invencion.

Se da a conocer el uso de moléculas de &cidos nucleicos aisladas de la invencion que pueden usarse, por ejemplo,
para expresar la proteina CRSP (por ejemplo, mediante un vector de expresion recombinante en una célula huésped
en aplicaciones de terapia génica), para detectar ARNm de CRSP (por ejemplo, en una muestra bioldgica) o una
alteracion genética en un gen de CRSP, y para modular la actividad de CRSP, tal como se describe adicionalmente
méas adelante. Ademas, las proteinas CRSP pueden usarse como farmacos o compuestos de seleccién que
modulan la actividad de CRSP, asi como para tratar trastornos caracterizados por produccion insuficiente o excesiva
de proteina CRSP o producciéon de formas de proteina CRSP que tienen actividad diminuida o aberrante en
comparacién con la proteina CRSP de tipo natural (por ejemplo, trastornos del desarrollo, enfermedades
proliferativas tales como cancer asi como enfermedades, estados o trastornos caracterizados por la diferenciacion
y/o supervivencia celular anémala, una estructura extracelular anémala, o una anomalia en un mecanismo de
defensa). Ademas, los anticuerpos anti-CRSP pueden utilizarse para detectar y aislar proteinas CRSP, regular la
biodisponibilidad de las proteinas CRSP, y modular la actividad de CRSP. La expresién “una actividad aberrante”, tal
como se aplica a una actividad de una proteina tal como CRSP (por ejemplo, CRSP-1), se refiere a una actividad
que difiere de la actividad de la proteina natural o nativa o que difiere de la actividad de la proteina en un sujeto
sano. Una actividad de una proteina puede ser aberrante debido a que es mas fuerte que la actividad de su
homdloga nativa. Alternativamente, una actividad puede ser aberrante debido a que es mas débil o0 a que esta
ausente con respecto a la actividad de su homéloga nativa. Una actividad aberrante también puede ser un cambio
en una actividad. Por ejemplo una proteina aberrante puede interaccionar con una proteina diferente con respecto a
su homoéloga nativa. Una célula puede tener una actividad de CRSP aberrante (por ejemplo, CRSP-1) debido a la
expresion superior o inferior a lo normal del gen que codifica para CRSP.

A. Ensayos de seleccién:

Se da a conocer un método (también denominado en el presente documento un “ensayo de seleccidén”) para
identificar moduladores, es decir, compuestos o agentes de prueba o candidatos (por ejemplo, péptidos,
peptidomiméticos, pequefias moléculas u otros farmacos) que se unen a las proteinas CRSP o tienen un efecto
estimulante o inhibidor sobre, por ejemplo, la expresion de CRSP o la actividad de CRSP. Los moduladores pueden
incluir, por ejemplo, agonistas de CRSP y/o antagonistas de CRSP. El término “agonista”, tal como se usa en el
presente documento, pretende referirse a un agente que imita o regula por incremento (por ejemplo potencia o
complementa) una bioactividad de CRSP (por ejemplo, CRSP-1). Un agonista de CRSP puede ser un compuesto
gque imita a una bioactividad de una proteina CRSP, tal como la transduccion de una sefial desde un receptor de
CRSP, mediante por ejemplo, la interaccién con un receptor de CRSP-1. Un agonista de CRSP también puede ser
un compuesto que regula por incremento la expresion de un gen de CRSP. Un agonista de CRSP también puede
ser un compuesto que modula la expresiéon o actividad de una proteina que esta situada posteriormente a un
receptor de CRSP, imitando o potenciando asi el efecto de la unién de CRSP a un receptor de CRSP.

“Antagonista” tal como se usa en el presente documento, pretende referirse a un agente que inhibe, disminuye o
suprime una bioactividad de CRSP (por ejemplo, CRSP-1). Un antagonista puede ser un compuesto que disminuye
la sefializacion de una proteina CRSP, por ejemplo, un compuesto que puede producir la unién a CRSP-1 o0 a un
receptor de CRSP-1. Un antagonista de CRSP preferido inhibe la interaccidon entre una proteina CRSP y otra
molécula, tal como un receptor de CRSP. Alternativamente, un antagonista de CRSP puede ser un compuesto que
regula por disminucion la expresion de un gen de CRSP. Un antagonista de CRSP también puede ser un compuesto
que modula la expresién o la actividad de una proteina que esta situada posteriormente a un receptor de CRSP,
antagonizando asi con el efecto de unién de CRSP a un receptor de CRSP.

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

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

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

Un ensayo puede ser un ensayo basado en células en el que una célula que expresa un receptor de CRSP en la
superficie celular estd en contacto con un compuesto de prueba y se determina la capacidad del compuesto de
prueba para unirse a un receptor de CRSP. La célula, por ejemplo, puede ser de origen mamifero o una célula de
levadura. La determinacion de la capacidad del compuesto de prueba para unirse a un receptor de CRSP puede
llevarse a cabo, por ejemplo, mediante el acoplamiento del compuesto de prueba con un radioisétopo o un marcador
enzimatico, de manera que la unién del compuesto de prueba al receptor de CRSP puede determinarse detectando
el compuesto marcado en un complejo. Por ejemplo, los compuestos de prueba pueden marcarse con ¥, ¥s, *c,
o °H, ya sea directa o indirectamente, y el radioisétopo puede detectarse mediante el recuento directo de
radioemisién o mediante recuento por centelleo. Alternativamente, los compuestos de prueba pueden marcarse
enzimaticamente con, por ejemplo, peroxidasa de rabano picante, fosfatasa alcalina o luciferasa, y el marcador
enzimatico puede detectarse mediante la determinacion de la conversion de un sustrato apropiado en producto.

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

El ensayo puede comprender poner en contacto una célula que expresa un receptor de CRSP en la superficie
celular con una proteina CRSP o una parte bioldgicamente activa de la misma, para formar una mezcla de ensayo,
poner en contacto la mezcla de ensayo con un compuesto de prueba, y determinar la capacidad del compuesto de
prueba para interaccionar con un receptor de CRSP, en la que la determinacién de la capacidad del compuesto de
prueba para interaccionar con un receptor de CRSP comprende determinar la capacidad del compuesto de prueba
unirse preferentemente al receptor de CRSP en comparacion con la capacidad de CRSP, o de una parte
biol6gicamente activa de la misma, para unirse al receptor.

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

La determinacion de la capacidad de la proteina CRSP para unirse o interaccionar con una molécula diana de CRSP
puede llevarse a cabo mediante uno de los métodos descritos anteriormente para determinar la union directa. La
determinacion de la capacidad de la proteina CRSP para unirse o interaccionar con una molécula diana de CRSP
puede llevarse a cabo mediante la determinacion de la actividad de la molécula diana. Por ejemplo, la actividad de la
molécula diana puede determinarse mediante la deteccion de la induccion de un segundo mensajero celular de la
molécula diana (es decir ca®" intracelular, diacilglicerol, IP3, etc.), deteccion de la actividad catalitica / enzimatica de
la molécula diana de un sustrato apropiado, deteccion de la induccion de un gen indicador (que comprende un
elemento regulador sensible a CRSP unido operativamente a un acido nucleico que codifica para un marcador
detectable, por ejemplo, luciferasa), o deteccidon de una respuesta celular, por ejemplo, desarrollo, diferenciacién o
velocidad de proliferacion.

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

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

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

El ensayo libre de células puede suponer poner en contacto una proteina CRSP o parte biolégicamente activa de la
misma con un compuesto conocido que se une a la proteina CRSP para formar una mezcla de ensayo, poner en
contacto el mezcla de ensayo con un compuesto de prueba, y determinar la capacidad del compuesto de prueba
para interaccionar con la proteina CRSP, en la que la determinacion de la capacidad del compuesto de prueba para
interaccionar con la proteina CRSP comprende determinar la capacidad de la proteina CRSP para unirse
preferentemente a o para modular la actividad de una molécula diana de CRSP.

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

Los ensayos libres de células son susceptibles de usarse con formas solubles y/o unidas a la membrana de
proteinas aisladas (por ejemplo proteinas CRSP o partes bioldgicamente activas de las mismas o moléculas diana
de CRSP). En el caso de los ensayos libres de células en los que se usa una forma unida a la membrana de
proteina aislada (por ejemplo, una molécula diana o receptor de CRSP) puede ser deseable utilizar un agente
solubilizante de manera que la forma unida a la membrana de la proteina aislada se mantenga en disolucion.
Ejemplos de agentes solubilizantes de este tipo incluyen detergentes no iénicos tales como n-octilglucésido, n-
dodecilglucésido, n-dodecilmaltésido, octanoil-N-metilglucamida, decanoil-N-metilglucamida, Triton® X-100, Triton®
X-114, Thesit®, isotridecipoli(etilenglicol éter),, sulfonato de 3-[(3-colamidopropil)dimetilaminio]-1-propano (CHAPS),
sulfonato de 3-[(3-colamidopropil)dimetilaminio]-2-hidroxi-1-propano (CHAPSO), o N-dodecil=N, sulfonato de N-
dimetil-3-amonio-1-propano.
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En mas de una alternativa de los métodos de ensayo anteriores, puede ser deseable inmovilizar o bien CRSP o bien
su molécula diana para facilitar la separaciéon de las formas complejadas de las no complejadas de una o ambas
proteinas, asi como adaptar la automatizacién del ensayo. La unién de un compuesto de prueba a una proteina
CRSP, o la interaccion de una proteina CRSP con una molécula diana en presencia y ausencia de un compuesto
candidato, puede llevarse a cabo en cualquier recipiente adecuado para contener los reactivos. Ejemplos de tales
recipientes incluyen placas de microtitulacién, tubos de ensayo y tubos de microcentrifuga. Puede proporcionarse
una proteina de fusién que afiade un dominio que permite que una o ambas proteinas se unan a una matriz. Por
ejemplo, las proteinas de fusion glutation-S-transferasa/CRSP o las proteinas de fusién glutation-S-
transferasa/proteina diana pueden adsorberse en perlas de glutation-Sepharosa (Sigma Chemical, St. Louis, MO) o
placas de microtitulacion derivatizadas con glutation, que entonces se combinan con el compuesto de prueba o el
compuesto de prueba y o bien la proteina diana no adsorbida o bien la proteina CRSP, y la mezcla se incuba en
estados conductores para la formacion de complejos (por ejemplo, en estados fisiolégicos para sal y pH). Tras la
incubacién, las perlas o pocillos de las placas de microtitulacion se lavan para eliminar cualquier componente no
unido, la matriz se inmoviliza en el caso de las perlas, el complejo se determina directa o indirectamente, por
ejemplo, tal como se describié anteriormente. Alternativamente, los complejos pueden disociarse de la matriz y
puede determinarse el nivel de unién o actividad de la CRSP utilizando técnicas habituales.

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

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

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

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

Se dan a conocer agentes novedosos identificados mediante los ensayos de seleccién descritos anteriormente y
procedimientos para producir tales agentes mediante el uso de estos ensayos. Por consiguiente, se da a conocer un
compuesto o0 agente que puede obtenerse mediante un método que comprende las etapas de uno cualquiera de los
ensayos de seleccion mencionados anteriormente (por ejemplo, ensayos basados en célula o ensayos libres de
células). Por ejemplo, se da a conocer un compuesto 0 agente que puede obtenerse mediante un método que
comprende poner en contacto una célula que expresa una molécula diana de CRSP con un compuesto de prueba y
determinar la capacidad del compuesto de prueba para unirse a, 0 modular la actividad de, la molécula diana de
CRSP. Se da a conocer un compuesto o agente que puede obtenerse mediante un método que comprende poner en
contacto una célula que expresa una molécula diana de CRSP con una proteina CRSP o una parte bioldégicamente
activa de la misma, para formar una mezcla de ensayo, poner en contacto la mezcla de ensayo con un compuesto
de prueba y determinar la capacidad del compuesto de prueba para interaccionar con, o modular la actividad de, la
molécula diana de CRSP. Se da a conocer un compuesto o agente que puede obtenerse mediante un método que
comprende poner en contacto una proteina CRSP o una parte biolégicamente activa de la misma con un compuesto
de prueba y determinar la capacidad del compuesto de prueba para unirse a, 0 modular (por ejemplo, estimular o
inhibir) la actividad de, la proteina CRSP o la parte biolégicamente activa de la misma. Se da a conocer un
compuesto o agente que puede obtenerse mediante un método que comprende poner en contacto una proteina
CRSP o0 una parte biolégicamente activa de la misma con un compuesto conocido que se une a la proteina CRSP
para formar una mezcla de ensayo, poner en contacto la mezcla de ensayo con un compuesto de prueba y
determinar la capacidad del compuesto de prueba para interaccionar con, o modular la actividad de la proteina
CRSP.

Por consiguiente, se da a conocer el uso adicional de un agente identificado tal como se describe en el presente
documento en un modelo animal apropiado. Por ejemplo, puede usarse un agente identificado tal como se describe
en el presente documento (por ejemplo, un agente modulador de CRSP, una molécula de acido nucleico de CRSP
antisentido, un anticuerpo especifico para CRSP, o una pareja de unibn a CRSP) en un modelo animal para
determinar la eficacia, toxicidad o efectos secundarios del tratamiento con tal agente. Alternativamente, un agente
identificado tal como se describe en el presente documento puede usarse en un modelo animal para determinar el
mecanismo de accioén de tal agente.

Se dan a conocer usos de agentes novedosos identificados mediante los ensayos de seleccion descritos
anteriormente para diagnosticos, prondsticos y tratamientos, tal como se describe en el presente documento. Por
consiguiente, se da a conocer el uso de tales agentes en el disefio, formulacion, sintesis, fabricacién, y/o produccion
de un farmaco o composicion farmacéutica para usase en el diagnéstico, prondstico o tratamiento, tal como se
describe en el presente documento. Por ejemplo, se da a conocer un método para sintetizar o producir un farmaco o
composicion farmacéutica haciendo referencia a la estructura y/o las propiedades de un compuesto que puede
obtenerse mediante uno de los ensayos de seleccién descritos anteriormente. Por ejemplo, un farmaco o
composicion farmacéutica puede sintetizarse basandose en la estructura y/o propiedades de un compuesto obtenido
mediante un método en el que una célula que expresa una molécula diana de CRSP se pone en contacto con un
compuesto de prueba y se determina la capacidad del compuesto de prueba para unirse a, 0 modular la actividad
de, la molécula diana de CRSP. Se da a conocer un método para sintetizar o producir un fArmaco o una composicién
farmacéutica basandose en la estructura y/o las propiedades de un compuesto que puede obtenerse mediante un
método en el que una proteina CRSP o una parte bioldgicamente activa de la misma se pone en contacto con un
compuesto de prueba y se determina la capacidad del compuesto de prueba para unirse a, 0 modular (por ejemplo,
estimular o inhibir) la actividad de, la proteina CRSP o la parte biolégicamente activa de la misma.

B. Ensayos de deteccidn

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

1. Mapeo de cromosomas

Una vez se ha aislado la secuencia (0 una parte de la secuencia) de un gen, puede usarse esta secuencia para
mapear la ubicacién del gen en un cromosoma. Este procedimiento se denomina mapeo cromosomico. Por
consiguiente, partes o fragmentos de la secuencia de nucleétidos de CRSP, descritos en el presente documento,
pueden usarse para mapear la ubicacion de los genes de CRSP en un cromosoma. El mapeo de las secuencias de
CRSP en los cromosomas es una primera etapa importante para correlacionar estas secuencias con genes
asociados con enfermedad.
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En resumen, los genes de CRSP pueden mapearse en cromosomas para preparar cebadores de PCR
(preferiblemente de 15-25 pb de longitud) a partir de la secuencia de nucleétidos de CRSP. Puede usarse un andlisis
informatico de las secuencias de CRSP para predecir cebadores que no se expanden mas de un exén en el ADN
gendmico, complicando asi el procedimiento de amplificacion. Después pueden usarse estos cebadores para
examen por PCR de hibridos de células somaticas que contienen cromosomas humanos individuales. Soélo los
hibridos que contienen el gen humano correspondiente a las secuencias de CRSP dardn como resultado un
fragmento amplificado.

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

El mapeo por PCR de hibridos de células somaticas es un procedimiento rapido para asignar una secuencia
particular a un cromosoma particular. Pueden asignarse tres o mas secuencias por dia usando un ciclador térmico
sencillo. Usando la secuencia de nucleétidos de CRSP para disefiar cebadores oligonucleotidicos, puede lograrse la
sublocalizacion con paneles de fragmentos de cromosomas especificos. Otras estrategias de mapeo que pueden
usarse de manera similar para mapear una secuencia 90, 1p, o 1v para su cromosoma incluyen hibridacién in situ
(descrita en Fan, Y. et al. (1990) PNAS, 87:6223-27), preseleccion con cromosomas separados por citometria de
flujo marcados y preseleccién mediante hibridacion con bibliotecas de ADNc especificas de cromosomas.

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

Pueden usarse reactivos para el mapeo de cromosomas individualmente para marcar un nico cromosoma o un sitio
Unico en ese cromosoma, 0 pueden usarse paneles de reactivos para marcar sitios multiples y/o cromosomas
multiples. De hecho, se prefieren los reactivos correspondientes a regiones no codificantes de los genes con fines de
mapeo. Es mas probable que las secuencias codificantes se conserven dentro de las familias de genes, aumentando
asi la posibilidad de hibridaciones cruzadas durante el mapeo cromosémico.

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

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

2. Tipificacién tisular

También pueden usarse las secuencias de CRSP para identificar individuos a partir de muestras biolégicas minimas.
El ejército de los Estados Unidos, por ejemplo, esta considerando el uso de polimorfismos en la longitud de los
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fragmentos de restriccién (RFLP) para la identificacion de su personal. En esta técnica, se digiere el ADN gendmico
de un individuo con una 0 mas enzimas de restriccién, y se examinan con sondas en una transferencia tipo Southern
para dar lugar a bandas Unicas para la identificacion. Este método no adolece de las limitaciones actuales de las
“Dog Tags” (placas identificativas del ejército de los EE.UU.) que pueden perderse, cambiarse, o robarse,
dificultando la identificacion positiva. Las secuencias son Utiles como marcadores adicionales de ADN para RFLP
(descritas en la patente estadounidense numero 5.272.057).

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

Los paneles de secuencias de ADN correspondientes de individuos, preparados de esta manera, pueden
proporcionar identificaciones individuales unicas, dado que cada individuo tendrd un conjunto Unico de tales
secuencias de ADN debido a diferencias alélicas. Las secuencias pueden usarse para obtener tales secuencias de
identificacion a partir de individuos y de tejidos. La secuencia de nucledtidos de CRSP (nicamente representa partes
del genoma humano. La variacion alélica se produce hasta cierto grado en las regiones codificantes de estas
secuencias, y en mayor grado en las regiones no codificantes. Se estima que la variacion alélica entre individuos
humanos se produce con una frecuencia de aproximadamente una vez por cada 500 bases. Cada una de las
secuencias descritas en el presente documento puede usarse, hasta cierto grado, como un patrén frente al que
puede compararse el ADN de un individuo con fines identificativos. Dado que se producen mayores nuimeros de
polimorfismos en las regiones no codificantes, se necesitan menos secuencias para diferenciar individuos. Las
secuencias no codificantes de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 7 o SEQ ID NO: 10, pueden proporcionar
comodamente identificacion de individuo positiva con un panel de quizas 10 a 1.000 cebadores, cada uno de los
cuales da como resultado una secuencia amplificada no codificante de 100 bases. Si se usan las secuencias
codificantes previstas, tales como las de SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 9, 0 SEQ ID NO: 12, un nimero
mas apropiado de cebadores para la identificacion de individuo positiva serd de 500-2.000.

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

3. Uso de secuencias de CRSP parciales en biologia forense

También pueden usarse técnicas de identificacion basadas en ADN en biologia forense. La biologia forense es un
campo cientifico que emplea tipificacion genética de evidencias biol6gicas encontradas en la escena de un crimen
como medio para identificar positivamente, por ejemplo, al autor principal de un crimen. Para realizar tal
identificacion, puede usarse tecnologia de PCR para amplificar secuencias de ADN tomadas a partir de muestras
bioldgicas muy pequefias tales como tejidos, por ejemplo, cabello o piel, o fluidos corporales, por ejemplo, sangre,
saliva, 0 semen encontrados en la escena de un crimen. La secuencia amplificada puede compararse entonces con
un patrén, permitiendo asi la identificacion del origen de la muestra biolédgica.

Las secuencias pueden usarse para proporcionar reactivos polinucleotidicos, por ejemplo, cebadores de PCR,
dirigidos hacia loci especificos en el genoma humano, lo que puede potenciar la fiabilidad de las identificaciones
forenses basadas en ADN, por ejemplo, proporcionando otro “marcador de identificacion” (es decir otra secuencia de
ADN que es Unica para un individuo particular). Tal como se mencion6 anteriormente, la informacion bésica real de
secuencia puede usarse para la identificacion como una alternativa precisa a los patrones formada por fragmentos
generados por enzimas de restriccion. Las secuencias dirigidas hacia regiones no codificantes de SEQ ID NO: 1,
SEQ ID NO:4, SEQ ID NO: 7 o SEQ ID NO:10 son particularmente apropiadas para este uso, dado que se produce
un mayor numero de polimorfismos en las regiones no codificantes, haciendo que sea mas facil diferenciar a los
individuos usando esta técnica. Ejemplos de reactivos polinucleotidicos incluyen las secuencias de nucleétidos de
CRSP o una parte de las mismas, por ejemplo, los fragmentos derivados de las regiones no codificantes de SEQ ID
NO: 1, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO: 7 0 SEQ ID NO:10 que tienen una longitud de al menos 20 bases, preferiblemente
de al menos 30 bases.

Las secuencias de nucledtidos de CRSP descrita en el presente documento puede usarse adicionalmente para
proporcionar reactivos polinucleotidicos, por ejemplo, sondas marcadas o que se pueden marcar que pueden usarse
en, por ejemplo, una técnica de hibridacion in situ, para identificar un tejido especifico, por ejemplo, tejido cerebral.
Esto puede ser muy util en casos en los que un patologo forense se presenta con un tejido de origen desconocido.
Los paneles de tales sondas de CRSP pueden usarse para identificar tejidos mediante especies y/o por tipo de
6rgano.

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

En el campo de la medicina de diagnéstico, se usan ensayos de diagnéstico, ensayos de prondstico y ensayos
clinicos de monitorizaciéon con fines de prondstico (predictivos) para tratar asi a un individuo profilacticamente. Por
consiguiente, se dan a conocer ensayos de diagnéstico para determinar la proteina CRSP y/o la expresion del acido
nucleico, asi como la actividad de CRSP, en el contexto de una muestra bioldgica (por ejemplo, sangre, suero,
células, tejido) para determinar asi si un individuo esta afectado por una enfermedad o trastorno o esta en riesgo de
desarrollar un trastorno asociado con la expresion o actividad de CRSP aberrante, tal como la proliferacion,
diferenciacion, y/o supervivencia celular aberrante, dando como resultado por ejemplo una enfermedad
neurodegenerativa o cancer. Se dan a conocer ensayos de prondstico (0 predictivos) para determinar si un individuo
esta en riesgo de desarrollar un trastorno asociado con la actividad, expresion de acido nucleico o proteina CRSP.
Por ejemplo, pueden someterse a ensayo las mutaciones en un gen de CRSP en una muestra biol6gica. Tales
ensayos pueden usarse con fines de prondstico o predictivos para tratar asi profilacticamente a un individuo antes
del comienzo de un trastorno caracterizado por o asociado con la actividad, expresion de acido nucleico o proteina
CRSP.

Se da a conocer la monitorizacion de la influencia de agentes (por ejemplo, farmacos, compuestos) sobre la
expresion o actividad de CRSP en ensayos clinicos.

Estos y otros agentes se describen con detalle a continuacion en las siguientes secciones.

1. Ensayos de diagndstico

Un método a modo de ejemplo para detectar la presencia o ausencia de la proteina CRSP o el &cido nucleico en una
muestra biol6gica implica obtener una muestra biolégica de un sujeto de prueba y poner la muestra biolégica con un
compuesto o agente que puede detectar la proteina CRSP o el &cido nucleico (por ejemplo, ARNm, ADN gendmico)
gue codifica para la proteina CRSP, de manera que se detecte la presencia de proteina CRSP o &cido nucleico en la
muestra bioloégica. Un agente preferido para la detecciéon de ADN gendmico o ARNm de CRSP es una sonda de
acido nucleico marcada que puede hibridarse con ADN genémico o ARNm de CRSP. La sonda de &cido nucleico
puede ser, por ejemplo, un acido nucleico de CRSP de longitud completa, tal como el &cido nucleico de SEQ ID NO:
1, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:10, el inserto de ADN del plasmido depositado en la ATCC con el
namero de registro 98634, el inserto de ADN del plasmido depositado en la ATCC con el nimero de registro 98633,
el inserto de ADN del plasmido depositado en la ATCC con el numero de registro 98452, o una parte del mismo, tal
como un oligonucleétido de al menos 15, 30, 50, 100, 250 6 500 nucledtidos de longitud y suficiente para hibridarse
especificamente en condiciones rigurosas con ADN genomico o ARNm de CRSP. En el presente documento se
describen otras sondas adecuadas para su uso en los ensayos de diagnéstico.

Un agente preferido para detectar la proteina CRSP es un anticuerpo que puede unirse a la proteina CRSP,
preferiblemente un anticuerpo con una marca detectable. Los anticuerpos pueden ser policlonales, o més
preferiblemente, monoclonales. Puede usarse un anticuerpo intacto o un fragmento del mismo (por ejemplo, Fab o
F(ab’),). Se pretende que el término “marcado”, en relacion con la sonda o anticuerpo, englobe el marcaje directo de
la sonda o anticuerpo acoplando (es decir, uniendo fisicamente) una sustancia detectable a la sonda o anticuerpo,
asi como el marcaje indirecto de la sonda o anticuerpo mediante la reaccion con otro reactivo que esta marcado
directamente. Ejemplos de marcaje indirecto incluyen la deteccidon de un anticuerpo primario usando un anticuerpo
secundario marcado por fluorescencia y el marcaje de extremo de una sonda de ADN con biotina de manera que
pueda detectarse con estreptavidina marcada por fluorescencia. Se pretende que el término “muestra biol6gica”
incluya tejidos, células y fluidos biol6gicos aislados de un sujeto, asi como tejidos, células y fluidos presentes en un
sujeto. Es decir, el método de deteccidn puede usarse para detectar ADN gendmico, proteina o ARNm de CRSP en
una muestra bioldgica in vitro asi como in vivo. Por ejemplo, las técnicas in vitro para la deteccion de ARNm de
CRSP incluyen hibridaciones de tipo Northern e hibridaciones in situ. Las técnicas in vitro para la deteccion de
proteina CRSP incluyen ensayos de inmunoabsorcién unido a enzimas (ELISA), inmunotransferencias de tipo
Western, inmunoprecipitaciones e inmunofluorescencia. Las técnicas in vitro para detectar ADN genémico de CRSP
incluyen hibridaciones de tipo Southern. Ademas, las técnica in vitro para la deteccion de proteina CRSP incluyen
introducir un anticuerpo anti-CRSP marcado en un sujeto. Por ejemplo, puede marcarse el anticuerpo con un
marcador radiactivo cuya presencia y ubicacién en un sujeto puede detectarse mediante técnicas de formacién de
imégenes habituales.

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

Los métodos pueden implicar adicionalmente obtener una muestra bioldgica control de un sujeto control, poner en
contacto la muestra control con un compuesto o agente que puede detectar ADN gendémico, ARNm o proteina
CRSP, de manera que se detecte la presencia de ADN genémico, ARNm o proteina CRSP en la muestra biol6gica y
se compare la presencia de ADN genémico, ARNm o proteina CRSP en la muestra control con la presencia de ADN
gendmico, ARNm o proteina CRSP en la muestra de prueba.
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Se dan a conocer kits para detectar la presencia de CRSP en una muestra biolégica. Por ejemplo, el kit puede
comprender un agente o compuesto marcado que puede detectar el ARNm o proteina CRSP en una muestra
bioldgica; medios para determinar la cantidad de CRSP en la muestra; y medios para comparar la cantidad de CRSP
en la muestra con un patron. El compuesto o agente puede estar envasado en un recipiente adecuado.
Adicionalmente, el kit puede comprender instrucciones para usar el kit para detectar acido nucleico o proteina
CRSP.

2. Ensayos de pronéstico

Los métodos de diagndstico descritos en el presente documento pueden utilizarse ademés para identificar sujetos
gue tienen o estan en riesgo de desarrollar una enfermedad o trastorno asociado con actividad o expresién de CRSP
aberrante. Por ejemplo, los ensayos descritos en el presente documento, tal como los anteriores ensayos de
diagnosticos o los siguientes ensayos, pueden utilizarse para identificar a un sujeto que tiene o esta en riesgo de
desarrollar un trastorno asociado con la actividad, la expresion del acido nucleico o la proteina CRSP, tal como un
trastorno proliferativo, un trastorno del desarrollo o de la diferenciacion, un trastorno asi como enfermedades
hematopoyéticas, estados o trastornos caracterizados por supervivencia celular andémala, estructura extracelular
anémala o una anomalia en un mecanismo de defensa. Alternativamente, los ensayos de prondstico pueden
utilizarse para identificar a un sujeto que tiene o esta en riesgo de desarrollar una enfermedad proliferativa o de
diferenciacion (por ejemplo, céncer). Por tanto, se da a conocer un método para identificar una enfermedad o
trastorno asociado con la actividad o la expresién de CRSP aberrante, en el que la muestra de prueba se obtiene a
partir de un sujeto y se detecta el acido nucleico o la proteina CRSP (por ejemplo, ARNm, ADN genémico), en el que
la presencia de acido nucleico o proteina CRSP es diagndstico para un sujeto que tiene o esta en riesgo de
desarrollar una enfermedad o trastorno asociado con la actividad o la expresion de CRSP aberrante. Tal como se
usa en el presente documento, una “muestra de prueba” se refiere a una muestra biologica obtenida de un sujeto de
interés. Por ejemplo, una muestra de prueba puede ser un fluido bioldgico (por ejemplo, suero), muestra celular o
tejido.

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

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

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

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

Pueden identificarse mutaciones en un gen de CRSP de una célula de muestra mediante alteraciones en las rutas
de escision de las enzimas de restriccion. Por ejemplo, se aisla ADN de muestra y control, se amplifica
(opcionalmente), se digiere con una o0 mas endonucleasas de restriccion, y se determinan los tamafios de longitud
de fragmento mediante electroforesis en gel y se comparan. Las diferencias en los tamafios de longitud de
fragmento entre ADN de muestra y control indica mutaciones en el ADN de muestra. Ademas, el uso de ribozimas
especificas de secuencia (véase, por ejemplo, patente estadounidense nimero 5.498.531) puede usarse para
puntuar la presencia de mutaciones especificas por desarrollo o pérdida de un sitio de escision de ribozima.

En otras realizaciones, pueden identificarse las mutaciones genéticas en CRSP hibridando acidos nucleicos de
muestra y control, por ejemplo, ADN o ARN, a ensayos de alta densidad que contienen cientos o miles de sondas
oligonucleotidicas (Cronin, M.T. et al. (1996) Human Mutation 7: 244-255; Kozal, M.J. et al. (1996) Nature Medicine
2: 753-759). Por ejemplo, pueden identificarse mutaciones genéticas en CRSP en matrices bidimensionales que
contienen sondas de ADN generadas por luz tal como se describe en Cronin, M.T. et al. citado anteriormente. En
resumen, una primera matriz de hibridacion de sondas puede usarse para explorar a través de extensiones largas de
ADN en una muestra y control para identificar cambios de bases entre las secuencias realizando matrices lineales
de sondas solapantes de manera secuencial. Esta etapa permite la identificacion de mutaciones puntuales. Esta
etapa va seguida por una segunda serie de hibridaciéon que permite la caracterizacion de mutaciones especificas
usando matrices de sondas especializadas mas pequefias complementarias a todas las variantes 0 mutaciones
detectadas. Cada serie de mutacion esta compuesta por conjuntos de sondas paralelas, uno complementario al gen
de tipo natural y el otro complementario al gen mutante.

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

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

La reaccion de escision por apareamiento erréneo puede emplear una o mas proteinas que reconocen pares de
bases erréneamente apareadas en ADN de cadena doble (denominadas enzimas de “reparacion de apareamiento
erréneo de ADN") en sistemas definidos para detectar y mapear mutaciones puntuales en ADNc de CRSP obtenidos
de muestras de células. Por ejemplo, la enzima mutY de E. coli escinde A en apareamiento erréneo G/A y la timidina
ADN glucosilasa a partir de células HelLa escinde T en apareamientos errébneos G/T (Hsu et al. (1994)
Carcinogenesis 15:1657-1662). Segun una realizacién ejemplo, una sonda basada en una secuencia de CRSP, por
ejemplo, una secuencia de CRSP de tipo natural, hibrida con un ADNc u otro producto de ADN de una(s) célula(s)
de prueba. Se trata el duplex con una enzima de reparacién de apareamiento erroneo de ADN, y los productos de
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escision, si hay alguno, pueden detectarse a partir de protocolos de electroforesis o similares. Véase, por ejemplo, la
patente estadounidense nimero 5.459.039.

Pueden usarse alteraciones en la movilidad electroforética para identificar mutaciones en genes de CRSP. Por
ejemplo, puede usarse polimorfismo de conformacion de cadena sencilla (SSCP) para detectar diferencias en la
movilidad electroforética entre acidos nucleicos mutantes y de tipo natural (Orita et al. (1989) Proc Natl. Acad. Sci
USA: 86:2766, véase también Cotton (1993) Mutat Res 285:125-144; y Hayashi (1992) Genet Anal Tech Appl 9:73-
79). Fragmentos de ADN de cadena sencilla de acidos nucleicos CRSP de muestra y control se desnaturalizaran y
se permitira su renaturalizacién. La estructura secundaria de los acidos nucleicos de cadena sencilla varia segun la
secuencia, la alteracion resultante en la movilidad electroforética permite la deteccion de incluso un Unico cambio de
base. Pueden marcarse los fragmentos de ADN o detectarse con sondas marcadas. La sensibilidad del ensayo
puede aumentarse usando ARN (en lugar de ADN), en el que la estructura secundaria es mas sensible a un cambio
en la secuencia. El método objeto puede utilizar analisis de heterodlplex para separar moléculas de heteroduplex de
cadena doble basandose en cambios de movilidad electroforética (Keen et al. (1991) Trends Genet 7:5).

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

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

Alternativamente, junto con la presente invencion puede usarse la tecnologia de amplificacion especifica de alelo
gue depende de la amplificacion por PCR selectiva. Los oligonucledtidos usados como cebadores para la
amplificacion especifica pueden llevar la mutacién de interés en el centro de la molécula (de manera que la
amplificacion depende de la hibridacién diferencial) (Gibbs et al. (1989) Nucleic Acids Res. 17:2437-2448) o en el
extremo 3’ terminal de un cebador cuando, en condiciones apropiadas, el apareamiento erréneo puede evitar, 0
reducir la extension de la polimerasa (Prossner (1993) Tibtech 11:238). Ademas, puede ser deseable introducir un
sitio de restriccion novedoso en la regidn de la mutacion para crear deteccion basada en escision (Gasparini et al.
(1992) Mol. Cell Probes 6:1). Se prevé que en ciertos casos también puede realizarse la amplificacion usando Taq
ligasa para la amplificacion (Barany (1991) Proc. Natl. Acad. Sci USA 88:189). En tales casos, sélo se producira la
ligamiento sélo si hay un apareamiento perfecto en el extremo 3’ de la secuencia en 5’ haciendo que sea posible
detectar la presencia de una mutacion conocida en un sitio especifico buscando la presencia o ausencia de
amplificacion.

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

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

3. Monitorizacién de los efectos durante ensayos clinicos

La monitorizacion de la influencia de agentes (por ejemplo, farmacos, compuestos) sobre la expresion o la actividad
de CRSP (por ejemplo, modulacién de transduccion de sefial celular, regulaciéon de transcripcion génica en una
célula implicada en el desarrollo o la diferenciacion, regulacion de la proliferacion celular) puede aplicarse no sélo en
la seleccion de farmaco basica, sino también en ensayos clinicos. Por ejemplo, la eficacia de un agente determinado
mediante un ensayo de seleccion, tal como se describe en el presente documento, para aumentar la expresién de
gen de CRSP, los niveles de proteina, o para regular por incremento la actividad de CRSP, puede monitorizarse en
ensayos clinicos de sujetos que muestran disminucion de la expresion del gen de CRSP, niveles de proteina o
actividad de CRSP regulada por disminucién. Alternativamente, la eficacia de un agente determinado mediante un
ensayo de seleccion para disminuir la expresién de gen de CRSP, los niveles de proteina, o regular por disminucién
la actividad de CRSP, puede monitorizarse en ensayos clinicos de sujetos que muestran aumento de la expresion
del gen de CRSP, niveles de proteina, o actividad de CRSP regulada por incremento. En tales ensayos clinicos, la
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expresion o actividad de CRSP y, preferiblemente, de otros genes que se han visto implicados en, por ejemplo, un
trastorno proliferativo, pueden usarse como un “lector” o0 marcadores del fenotipo de una célula particular.

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

Se da a conocer un método para monitorizar la eficacia del tratamiento de un sujeto con un agente (por ejemplo, un
agonista, antagonista, peptidomimético, proteina, péptido, acido nucleico, molécula pequefia u otro candidato a
farmaco identificado por los ensayos de seleccion descritos en el presente documento) que comprende las etapas
de (i) obtener una muestra antes de la administracion de un sujeto antes de la administracion del agente, (ii) detectar
el nivel de expresion de un ADN gendmico, ARNm o proteina CRSP en la muestra antes de la administracion; (iii)
obtener una 0 mas muestras posteriores a la administracion del sujeto; (iv) detectar el nivel de expresion o actividad
del ADN gendmico, ARNm o proteina CRSP, en las muestras posteriores a la administracion; (v) comparar el nivel
de expresion o actividad de ADN gendémico, ARNm o proteina CRSP, en la muestra antes de la administracion con
ADN gendémico, ARNm o proteina CRSP en la muestra o muestras posteriores a la administracion; y (vi) modificar la
administracion del agente al sujeto en consecuencia. Por ejemplo, el aumento de la administracion del agente puede
ser deseable para aumentar la expresién o actividad de CRSP a niveles superiores a los detectados, es decir, para
aumentar la eficacia del agente. Alternativamente, puede ser deseable una disminucion de la administracion del
agente para disminuir la expresion o actividad de CRSP a niveles inferiores a los detectados, es decir para disminuir
la eficacia del agente. Segun tal realizacion, puede usarse la expresion o actividad de CRSP como un indicador de la
eficacia de un agente, incluso en ausencia de una respuesta de fenotipo observable.

C. Tratamiento:

La presente invencién proporciona métodos tanto profilacticos como terapéuticos para tratar a un sujeto en riesgo de
(o propenso a) padecer un trastorno o que tiene un trastorno asociado con actividad o expresion de CRSP aberrante
con una composicion segun la reivindicacion 1. En relacion el tratamiento tanto profilactico como terapéutico, tales
tratamientos pueden disefiarse o modificarse especificamente, basandose en el conocimiento obtenido del campo
de farmacogendmica. La “farmacogendémica”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a la aplicacion
de tecnologias genémicas tales como la secuenciacidn génica, la genética estadistica y el analisis de la expresion
génica para farmacos en desarrollo clinico y en el mercado. Mas especificamente, el término se refiere al estudio de
cémo los genes de un paciente determinan su respuesta frente a un farmaco (por ejemplo, el “fenotipo de respuesta
a farmaco”, o “genoctipo de respuesta a farmaco” de un paciente). Por tanto, se dan a conocer métodos para disefar
un tratamiento terapéutico o profilactico de un individuo con cualquiera de las moléculas de CRSP, o bien con
moduladores de CRSP segun el genotipo de respuesta a farmaco de ese individuo. La farmacogendmica permite
gue un internista 0 médico dirija tratamientos profilacticos o terapéuticos a los pacientes que mas se beneficiaran del
tratamiento y para evitar el tratamiento de pacientes que experimentaran efectos secundarios relacionados con
farmacos toxicos.

1. Métodos profilacticos

En un aspecto, se da a conocer un método para evitar en un sujeto, una enfermedad o estado asociado con una
actividad o expresion de CRSP aberrante, mediante la administracién al sujeto de un agente que modula la
expresion de CRSP o al menos una actividad de CRSP. Los sujetos que estan en riesgo de padecer una
enfermedad que esta producida por o a la que contribuye la actividad o expresién de CRSP aberrante pueden
identificarse mediante, por ejemplo, cualquiera o una combinacion de ensayos de diagndstico o prondstico tal como
se describe en el presente documento. La administracion de un agente profilactico puede producirse antes de la
manifestacion de los sintomas caracteristicos de la aberracion de CRSP, de manera que se evite una enfermedad o
trastorno o, alternativamente, se retrase su progresion. Dependiendo del tipo de aberracion de CRSP, por ejemplo,
puede usarse un agonista de CRSP o agente antagonista de CRSP para tratar al sujeto. Puede determinarse el
agente apropiado basandose en ensayos de seleccién descritos en el presente documento. Los métodos
profilacticos se tratan con mas detalle en las siguientes subsecciones.
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2. Métodos terapéuticos

Otro aspecto de la invencion se refiere a métodos para modular la actividad o expresion de CRSP con fines
terapéuticos. El método modulador implica poner en contacto una célula con un agente que modula una o0 mas de
las actividades de la actividad de la proteina CRSP asociada con la célula. Un agente que modula la actividad de la
proteina CRSP puede ser un agente tal como se describe en el presente documento, tal como un &cido nucleico o
una proteina, una molécula diana que se produce de manera natural de una proteina CRSP, un péptido, un
peptidomimético de CRSP, u otra molécula pequefia. El agente puede estimular una o mas actividades de proteina
CRSP. Ejemplos de tales agentes estimulantes incluyen proteina CRSP y una molécula de &acido nucleico que
codifica para CRSP que se ha introducido en la célula. El agente puede inhibir una 0 mas actividades de la proteina
CRSP. Ejemplos de tales agentes inhibidores incluyen moléculas de &cido nucleico de CRSP antisentido y
anticuerpos anti-CRSP. Estos métodos moduladores pueden realizarse in vitro (por ejemplo, mediante el cultivo de
la célula con el agente) o, alternativamente, in vivo, (por ejemplo, administrando el agente a un sujeto). Como tal, se
dan a conocer métodos para tratar a un individuo aguejado de una enfermedad o trastorno caracterizado por
actividad o expresion de CRSP aberrante de una proteina CRSP o molécula de acido nucleico. El método puede
implicar la administracion de un agente (por ejemplo, un agente identificado mediante un ensayo de seleccion
descrito en el presente documento), o combinacién de agentes que modulan (por ejemplo, regulan por incremento o
regulan por disminucion) la actividad o la expresion de CRSP. El método puede implicar la administracién de una
proteina CRSP o una molécula de acido nucleico como un tratamiento para compensar la actividad o la expresion de
CRSP aberrante o reducida.

La estimulacion de la actividad de CRSP es deseable en situaciones en las que CRSP esta anédmalamente reducida
por disminucion y/o en las que es probable que el aumento de la actividad de CRSP tenga un efecto beneficioso. De
igual manera, la inhibicion de la actividad de CRSP es deseable en situaciones en las que CRSP esta
anémalamente regulada por incremento y/o en las que es probable que la disminucion de la actividad de CRSP
tenga efectos beneficiosos. Un ejemplo de tal situacion es cuando un sujeto tiene un trastorno caracterizado por
diferenciacion celular o de desarrollo aberrante. Otro ejemplo de tal situacion es cuando el sujeto tiene una
enfermedad proliferativa (por ejemplo, cancer) o un trastorno caracterizado por una respuesta hematopoyética
aberrante. Todavia otro ejemplo de tal situacion es cuando es deseable lograr regeneracion tisular en un sujeto (por
ejemplo, cuando un sujeto ha experimentado dafio cerebral o de la médula espinal y es deseable regenerar tejido
neuronal de una manera regulada).

Por consiguiente, la enfermedad puede ser una enfermedad caracterizada por una proliferacion, diferenciacion, y/o
supervivencia celular anémalas. Por ejemplo, la enfermedad puede ser una enfermedad hiper o hipoproliferativa. Se
da a conocer un tratamiento para enfermedades caracterizadas por una proliferacién, diferenciacion, y/o
supervivencia celular andmalas en un sujeto, que no estan caracterizadas por actividad de CRSP anémala (por
ejemplo, actividad de CRSP-1). De hecho, dado que es probable que CRSP pueda modular el estado proliferativo de
una célula (es decir, estado de proliferacion, diferenciacién, y/o supervivencia de una célula), CRSP puede regular
una enfermedad en la que el estado proliferativo de una célula resulta de un defecto distinto de la actividad de CRSP
anémala.

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

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

Enfermedades o estados caracterizados por un tumor sélido o soluble pueden tratarse administrando un agente
terapéutico de CRSP o bien local o bien sisteméticamente, de manera que se inhibe o disminuye la proliferacion
celular aberrante. A continuacion se describen con detalle métodos para administrar la composicion de la invencion.

La invencion también proporciona la composicién segun la reivindicacion 1 para evitar la formacion y/o desarrollo de
tumores. Por ejemplo, puede anticiparse el desarrollo de un tumor mediante la presencia de una lesion especifica,
tal como una lesion preneoplasica, por ejemplo, hiperplasia, metaplasia, y displasia, que pueden detectarse, por
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ejemplo, mediante métodos citolégicos. Tales lesiones pueden encontrarse; por ejemplo, en el tejido epitelial. Se da
a conocer la inhibicién de la progresion de tal lesion en una lesién neoplasica, que comprende la administracién al
sujeto que tiene una lesidn preneoplasica de una cantidad de agente terapéutico de CRSP-1 suficiente para inhibir la
progresion de la lesién preneoplasica en una lesion neoplasica.

La invencion también proporciona el tratamiento o la prevenciéon de enfermedades o estados en los que se desea la
proliferacion de células. Por ejemplo, pueden usarse agentes terapéuticos de CRSP para estimular la reparacion
tisular o la cicatrizacion de heridas, tal como tras la cirugia o para estimular la cicatrizacion tisular de quemaduras.
Otras enfermedades en las que es deseable la proliferacion de células son las enfermedades hipoproliferativas, es
decir, enfermedades caracterizadas por una proliferacion anémalamente baja de ciertas células.

En todavia otra realizacién, la invencion proporciona el tratamiento o la prevencién de enfermedades o estados
caracterizados por diferenciacién celular aberrante. Por consiguiente, la invencién proporciona la estimulacién de la
diferenciacion celular en estados caracterizados por una inhibicién de diferenciacion celular normal que pueden o no
estar acompafiadas por una proliferacion excesiva. Alternativamente, pueden usarse agentes terapéuticos de CRSP
para inhibir la diferenciacion de células especificas.

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

En otra realizacion, la invencion proporciona la potenciacion de la supervivencia y/o estimulacion de la proliferacion
y/o diferenciacion de células y tejidos in vitro. En una realizacion preferida, se usan los agentes terapéuticos de
CRSP segun la reivindicacion 1 para estimular la regeneracion y/o reparacion tisular (por ejemplo, para tratar lesion
nerviosa). Por ejemplo, pueden obtenerse tejidos de un sujeto y hacerlos crecer in vitro en presencia de un agente
terapéutico de CRSP, de manera que las células tisulares estimulen para proliferar y/o diferenciar. Después puede
volver a administrarse el tejido al sujeto.

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

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

3. Farmacogendmica

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

La farmacogenodmica trata con variaciones hereditarias clinicamente significativas en la respuesta frente a farmacos

debido a disposicion de farmaco alterada y a la accién anémala en personas afectadas. Véase por ejemplo,
Eichelbaum, M., Clin Exp Pharmacol Physiol, 1996, 23(10-11):983-985 y Linder, M.W., Clin Chem, 1997, 43(2):254-
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266. En general, pueden diferenciarse dos tipos de estados farmacogenéticos. Estados genéticos transmitidos como
un factor Unico que altera la forma en que los farmacos actlian en el cuerpo (accion de farmaco alterada) o estados
genéticos transmitidos como factores Unicos que alteran la forma en que el cuerpo actla sobre los farmacos
(metabolismo de farmaco alterado). Estos estados farmacogenéticos pueden producirse o bien como defectos
genéticos raros o como polimorfismos que se producen de manera natural. Por ejemplo, la deficiencia de la glucosa-
6-fosfato deshidrogenasa (G6PD) es una enzimopatia hereditaria comin en la que la principal complicacién clinica
es la hemdlisis tras la ingesta de farmacos oxidantes (antimalariales, sulfonamidas, analgésicos, nitrofuranos), y
consumo de habas.

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

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

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

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

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

Esta invencion se ilustra adicionalmente mediante los siguientes ejemplos que no deben considerarse como
limitantes.
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EJEMPLOS

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

En este ejemplo, se describe el aislamiento y la caracterizacion del gen que codifica para CRSP-1 (también
denominada “CRISPY-1" 0 “TANGO 59”).

Aislamiento de ADNc de CRSP-1 humana

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

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

Usando un ADNc parcial aislado mediante el método descrito anteriormente, se cloné un ADNc de longitud completa
gue codifica para CRSP-1 humana. La secuencia de nucleétidos que codifica para la proteina CRSP-1 humana de
longitud completa se muestra en la figura 1 y se expone como SEQ ID NO: 1. La proteina de longitud completa
codificada por este acido nucleico estd comprendida por aproximadamente 350 aminoacidos y tiene la secuencia de
aminoacidos mostrada en la figura 1 y expuesta como SEQ ID NO: 2. La parte codificante (marco de lectura abierto)
de SEQ ID NO: 1 se expone como SEQ ID NO: 3. El ADN para el clon jthKb075a10 se deposité en la ATCC con el
namero de registro 98634.

Analisis de CRSP-1 humana

La determinacion del perfil hidr6fobo de CRSP-1 humana que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ
ID NO: 2 indica la presencia de una region hidré6foba desde aproximadamente el aminoacido 1 hasta
aproximadamente el aminoacido 23 de la SEQ ID NO: 2. El analisis adicional de la secuencia de aminoacidos SEQ
ID NO: 2 usando programas de prediccién de péptido sefial predijo la presencia de un péptido sefial desde
aproximadamente el aminoacido 1 hasta aproximadamente el aminoacido 19, 21, é 23 de la SEQ ID NO: 2. Por
consiguiente, la proteina CRSP-1 madura incluye aproximadamente 327, 329, 6 331 aminoacidos que se extienden
desde aproximadamente el aminoacido 20, 22, 6 24 hasta aproximadamente el aminoacido 350 de SEQ ID NO: 2.
La presencia de la secuencia sefial, ademas del hecho de que se identific6 CRSP-1 usando un sistema de
atrapamiento de secuencia sefial, indica que CRSP-1 es una proteina segregada. Es mas, puede realizarse la
prediccion de tal péptido sefial y tal sitio de escision de péptido sefial, por ejemplo, utilizando el algoritmo informéatico
SIGNALP (Henrik, et al. (1997) Protein Engineering 10:1-6).

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

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

Una busqueda BLAST (Altschul et al. (1990) J. Mol. Biol. 215:403) de las secuencias de nucleétidos y aminoacidos
de CRSP-1 ha revelado que CRSP-1 es significativamente similar a ADNc de pollo que codifica para una proteina de
funcion desconocida, nimero de registro de GenBank D26311. Se aislé este ADNc de una biblioteca de ADNc del
cristalino de pollo y mostr6 que se expresaba en fibras del cristalino y epitelio del cristalino, pero no en la retina
neural ni en las células del higado. (Sawada et al. (1996) Int. J. Dev. Biol. 40:531). CRSP-1 y la proteina de pollo
tienen una identidad de secuencia de aminoacidos del 56% y una similitud de secuencia de aminoacidos del 72%.
La similitud de secuencia de aminoacidos entre la proteina del pollo y CRSP-1 humana es particularmente alta en el
dominio rico en cisteina de CRSP-1 que esta ubicada entre los aminoacidos 147 y 284 de SEQ ID NO: 2. En
particular, los 20 residuos de cisteina de CRSP-1 ubicados en esta region estan presentes en la proteina del pollo
(véase la figura 3).
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Dos genes recientemente identificados en un examen para detectar supresores de formacion de glioblastoma (Ligon
et al.,, 1997 Oncogene 14 1075-1081) también muestran homologia significativa con hCRSP-1. Estos genes, RIG
(“Regulados en Glioblastoma”) y 7-1 de tipo RIG (nimeros de registro de GenBank U32331 y AF034208,
respectivamente), se identificaron en un examen diferencial para detectar ARNm regulados por la introduccion de
una copia normal del cromosoma 10 en una linea celular de glioblastoma que alberga una delecion en el cromosoma
10 que estimula tumorigénesis. Se presenta un diagrama esquematico que resume la relacion entre las secuencias
de los genes de CRSP-1 y RIG como la figura 9. La regién indicada de identidad entre CRSP-1, RIG y 7-1 de tipo
RIG comprende una region del UTR en 3’ del ARNm de CRSP-1 humana. Inicialmente se aisl6 este ADNc en el
examen diferencial descrito y posteriormente se us6 para aislar mensajeros de RIG y 7-1 de tipo RIG de longitud
completa tal como se describe. 7-1 de tipo RIG es extremadamente homdlogo (similar en un 96,8% tal como se
determina usando el programa de alineacion de proteina Lipman-Pearson, Ktuple (Tupla K): 2; Gap penalty
(penalizacion por hueco): 4, Gap lenght penalty (penalizacion por longitud de hueco): 12; y homdlogo en un 64,7%
usando el programa de alineacién de ADN Wilbur Lipman, Ktuple: 3; Gap penalty: 3; Window (intervalo): 20) a
CRSP-1, aunque la proteina codificada carece de la secuencia sefial N-terminal y por tanto, no se prevé que sea
una proteina segregada. El ARNm de RIG de longitud completa sélo presenta homologia con CRSP-1 en la region
del ADNCc inicial. Estos datos asocian CRSP-1 con glioblastoma humano y sugieren que CRSP-1 puede ser
importante en la supresion del fenotipo tumoral. También es coherente un papel en el glioblastoma con el alto nivel
de expresién de ARNm de CRSP-1 observado en el tejido cerebral humano. Ademas, la co-localizacion de los genes
de CRSP-1, RIG y de tipo RIG en una regién de cromosoma 11 (11p15.1) implicada en el desarrollo de astrocitoma
maligno humano (Ligon et al. 1997 Oncogene 14 1075-1081) indica adicionalmente un papel para estos genes en
tumorigénesis.

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

Distribucién tisular de ARNm de CRSP-1

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

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

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

La hibridacion de una transferencia de tipo Northern de tejido mdltiple (MTN) humano de Clontech (Clontech,
LaJolla, CA) que contiene ARN de pancreas, rifién, misculo esquelético, higado, pulmén, placenta, cerebro y
corazon adulto con una sonda de CRSP-1 humana indicé la presencia de altos niveles de ARNm de CRSP-1 en el
corazon, niveles ligeramente inferiores en el cerebro y niveles mucho mas inferiores en la placenta y pulmon.
También se encontré algo de ARNm de CRSP-1 en el musculo esquelético adulto. Sin embargo, no se observaron
niveles significativos de ARNm de CRSP-1 en el pancreas, rifién o higado adulto. De manera interesante, el gen de
pollo que era homdélogo a CRSP-1 no se expresod a niveles detectables en ninguno de los higados (Sawada et al.
(1996) Int. J. Dev. Biol. 40:531).

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

Un analisis in situ revel6 adicionalmente los siguientes patrones de expresion cuando hibridan secciones tisulares
con sondas de CRSP-1. Se expres6 ARNm de CRSP-1 en el corazén, pulmén, aorta, ojo (retina y cristalino) y
cerebro (corteza) en embriones de raton de 14,5 dias. Se expres6 ARNm de CRSP-1 en el corazén, pulmédn, ojo
(retina y cristalino), cerebro (cortical), y cartilago (pie, traguea, laringe, cabeza, esternén y médula espinal) en tejidos
de ratones post-natales de 1,5 dias. Se expres6 ARNm de CRSP-1 en el cerebro (corteza, hipocampo, tronco
encefalico), corazon (sélo auricula), ojo (retina y capa exterior del cristalino) en tejidos de ratones adultos.

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

Constructos

Se prepararon constructos de expresion para dos formas de CRSP-1 usando el vector de expresion pMET-stop de
mamifero. La forma 1 comprendia un ADNc que incorpora la secuencia codificante de proteina CRSP-1 de 350 aa
(CRSP-1 flag.larga) y la forma 2 comprendia la secuencia codificante de CRSP-1 completa salvo por los Gltimos 18
aminoacidos (CRSP-1 flag.corta). Se afiadi6 una secuencia C-terminal que codifica para el epitopo FLAG
(DYKDDDDK) a ambas formas de CRSP-1 para facilitar la deteccion y purificacion. Se generaron ADNc de CRSP-
1flag mediante PCR a partir de un molde de ADNc de CRSP-1 de longitud completa y se ligaron a pMET-stop
usando sitios de restriccion EcoR1 y Sall.

Transfeccion de prueba — expresion a pequefia escala

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

Produccién de proteina CRSP-1 a gran escala

Para la expresion de CRSP-1flag.larga a gran escala, se transfectaron a 30 x 150 mM, placas de células 293T con
una confluencia del 70-80% con 27 ng de ADN, 100 pl de lipofectamina en 18 ml de OptiMEM durante 5 horas a
37°C. Se afadieron 18 ml de FCS/DMEM al 10% a cada placa y se incubaron durante la noche a 37°C. Veinticuatro
horas tras el comienzo de la transfeccion, se aspird el sobrenadante de transfeccion y se afadieron 35 ml de
OptiMEM a cada placa y se incubaron las placas a 37°C durante 72 horas. Se recogio el medio condicionado, se
centrifugé a 4000 rpm durante 30 min a 4°C, y se filtré a través de una unidad de filtro de 0,45 micras. Se pasaron
1100 ml a través de una columna de afinidad anti-FLAG M2 de 1,6 x 10 cm preequilibrada en tampé6n PBS, pH 7,4 a
una velocidad de flujo de 2,0 ml por minuto. Tras lavar con 200 ml de tampon PBS pH 7,4, se eluy6 el material unido
mediante una etapa de tampon Glicina 200 mM, pH 3,0 y se recogieron fracciones de 0,5 ml. Tras la elucion, se
detecto un pico de proteina significativo por absorbancia a 280 nm. Se analizaron las muestras correspondientes al
medio condicionado, las fracciones de flujo a través y eluidas mediante SDS-PAGE tefiidas con plata y azul de
Coomassie y mediante analisis por inmunotransferencia de tipo western tal como se describié anteriormente. Se
detectd inmunorreactividad significativa en un intervalo de peso molecular de 40-65 kDa en medio condicionado y en
fracciones eluidas pero no en la muestra de flujo a través, lo que indica que la proteina CRSP-1 flag.larga segregada
se unié especificamente a la columna de afinidad y se eluyd eficazmente mediante las condiciones descritas. La
tincion de geles de SDS-PAGE con azul de Coomassie sugirid que la proteina inmunorreactiva predominante
constituia >90% de la proteina presente en el pico de proteina unida y eluida. Se juntaron las fracciones de pico de
la proteina eluida y se sometieron a dialisis frente a solucién salina tamponada de fosfato dando como resultado un
volumen de 4 ml de proteina CRSP-1 flag.larga a una concentracion de aproximadamente 1 mg/ml.

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

Para identificar proteinas novedosas relacionadas con CRSP-1, se usé la secuencia de aminoacidos de CRSP-1
humana para buscar las bases de datos privadas y dbEST usando TBLASTN (WashUversion, 2.0, matriz de
busqueda BLOSUMG62). A partir de esta blsqueda, se identificaron cuatro secuencias de proteinas parciales
distintas que presentaban homologia significativa con CRSP-1 humana. Se disefiaron estas secuencias como
secuencias parciales para las CRSP-h novedosas; CRSP-2-h, CRSP-3-h, CRSP-4-h y N terminal de tipo h-CRSP.

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

Se derivé la secuencia de proteina parcial hCRSP-3 de un clon de jthkb075a10 con un cédigo de identificacion de
secuencia jthKb075a10. Este clon se secuencié adicionalmente y se combiné esta informacién de secuencia con
secuencias adicionales de dbEST usando el programa de reunién Phrap (P. Green, U. Washington) para definir la
secuencia de hCRSP-3 completa representada en la figura 3. Se depositdé el ADN para el clon de jthkb075a10 en la
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ATCC con el nimero de registro 98633. El andlisis de transferencia tipo Northern de diversos tejidos usando una
sonda especifica para hCRSP-3 revel6 que el ARNm de CRSP-3 se limitaba a la placenta. La expresién de ARNm
de CRSP-3 todavia no se ha demostrado en otros tejidos humanos adultos normales.

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

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

Se derivo la secuencia de proteina parcial CRSP-4-h de un clon de dbEST sencillo con nimero de registro W55979.
Posteriormente se obtuvo este clon de la coleccion IMAGE y se secuencié totalmente para definir una secuencia de
CRSP-4-h mostrada en la figura 4. El andlisis por transferencia tipo Northern de diversos tejidos usando una sonda
especifica para CRSP-4-h revel6 que el ARNm de CRSP-4 se expresaba en diversos tejidos humanos adultos. La
expresion de ARNm de CRSP-4 fue superior en el corazon, cerebro, placenta, pulmén y misculo esquelético.

Se derivé la secuencia de proteina parcial N terminal de tipo CRSP humana de un clon de dbEST sencillo con
namero de registro AA397836. Este clon se obtuvo posteriormente de la coleccion IMAGE y se secuencio totalmente
para definir la secuencia de N terminal de tipo CRSP mostrada en la figura 5.

Estructura de las proteinas de la familia CRSP

En la figura 6 se muestra una alineacion de las secuencias de aminoacidos de CRSP-1 humana, CRSP-2 humana,
CRSP-3 humana y CRSP-4 humana. Los residuos de amino4cidos que se conservan entre los miembros de la
familia de CRSP estan recuadrados. Los 20 residuos de cisteina conservados estan indicados mediante un
asterisco. Los dominios ricos en cisteina estan indicados como CRD-1 y CRD-2. La estructura del dominio de las
proteinas CRSP de longitud completa de la presente invencién se muestra en la figura 7. La homologia de
aminoacidos y nucledétidos entre los miembros de la familia de CRSP es tal como sigue en las tablas 1y 2.

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

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

Tabla 2
CRSP-1 CRSP-2 CRSP-3 CRSP-4 mdkk-1 xdkk-1 CLFEST
CRSP-1 100 30,0 37,2 34,7 31,5 45,4 58,8
CRSP-2 100 43,0 35,9 38,8 38,4 36,7
CRSP-3 100 59,3 66,4 53,7 321
CRSP-4 100 38,8 38,4 36,7
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Los porcentajes de homologia de nucleétidos se determinaron usando el programa de alineacion de ADN Wilbur
Lipman, Ktuple: 3; Gap Penalty (penalizacién de hueco): 3; Window (intervalo): 20.
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GGCACGAGGG GGCGGCGGCT GCGGGCGCAG AGCGGAG ATG CAG CGG CTT GGG GCC 55
Met Gln Arg Leu Gly Ala
1 5

ACC CTG CTG TGC CTG CTG CTG GCG GCG GCG GTC CCC ACG GCC CCC GCG 103
Thr Leu Leu Cys Leu Leu Leu Ala Ala Ala Val Pro Thr Ala Pro Ala
10 15 20

CCC GCT CCG ACG GCG ACC TCG GCT CCA GTC AAG CCC GGC CCG GCT CTC 151
Pro Ala Pro Thr Ala Thr Ser Ala Pro Val Lys Pro Gly Pro Ala Leu
25 30 3s

AGC TAC CCG CAG GAG GAG GCC ACC CTC AAT GAG ATG TTC CGC GAG GTT 199
Ser Tyr Pro Gln Glu Glu Ala Thr Leu Asn Glu Met Phe Arg Glu Vval
40 45 50

GAG GAA CTG ATG GAG GAC ACG CAG CAC AAA TTG CGC AGC GCG GTG GAA 247
Glu Glu Leu Met Glu ASp Thr Gln His Lys Leu Arg Ser Ala Val Glu
55. 60 ‘ 65 70

GAG ATG GAG GCA GAA GAA GCT GCT GCT AAA GCA TCA TCA GAA GTG AAC 295
Glu Met Glu Ala Glu Glu Ala Ala Ala Lys Ala Ser Ser Glu Val Asn
' 75 : 80 85

CTG GCA AAC TTA CCT CCC AGC TAT CAC AAT GAG ACC AAC ACA GAC ACG 343
Leu Ala Asn Leu Pro Pro Ser Tyr His Asn Glu Thr Asn Thr Asp Thr
90 ' 95 : 100

AAC GTT GGA AAT AAT ACC ATC CAT GTG CAC CGA GAA ATT CAC AAG ATA 391

Asn Val Gly Asn Asn Thr Ile His Val His Arg Glu Ile His Lys Ile
’ 105 110 115_
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GTC
val

AGG
Arg

TGC
cys

AGG
Arg
175

GTC
val

ATC
Ile
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Gln

GAG
Glu

GAG
Glu
255

cTC
Leu
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Thr

GAG
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Gln

AGG
Arg
335

TTT
Phe

AGC
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Met

TGG
Trp
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Cys
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Leu
240

Leu
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Leu
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Leu
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Gly
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GGC
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Leu
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Pro
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GCA CTG CTG GGA AGG GAA GAG ATT TAGATCTGGA CCAGGCTGTG GGTAGATGTG
Ala Leu Leu Gly Arg Glu Glu Ile
345

CAATAGAAAT
TCTTCCTACA
CATTTGTTCA
AGGCAGGGTT
CTCTACCAGT
GAGATGGAAA
CCCTGCTTTG
TTCCATGGGC
TGCATTACAT
AGCATTTTCA
fTCTCCTCGT
CACAGCTAGT
ccacfncccc

GATTTTTCTT

TAAAAGTAAA -

AATGAAGACA

GTATATGACT

GGCGAGGATT

CCACGTGGAG

CGAACACTGA

ACCATGTATT

TTCTTTGAGT

CTTCAACTGC

AGCTAATTTA
TCTTCTTCCC
GCTCCCCCAG
AAACTGCAGG
TGGCAGACAG
CAATGTGGAG
CAAACATCARA
ATAGGTAAGC

GTGTTTATTC

TATCCAAGAT .

CCATCAGGGA
GAAGACCAGA
ACACCAGCCT
TTGAGGCATG
CTACTGTTAG
ATGATATTGA
GAGCGTAGCA
ATAAATGAAA
AAARTCAAAC
ACTCTACGCC
CATCCAGAGT
TTTAAATTAT

TAAAARAANA

350
TTTCCCCANG

AGTAAGTTTC

TGTGTGCTTT

CCCTCTGGCT

GCTGTTCTCC
AGCAGTTTGC
CCGTTTGTTC
TCTCCCTCTG

CCTGGCAAAA

AGGCTTCACA
CACCCCTGTC
TACATGGCTT
ATTGGTTTTG

ATGCAACAAA

TGTGCCTTCA

ATCCAGCAGT

CAATTCCCTC

TTTCAGAGGC

GCAGTTTCAT

TGGTGCCACC

CACATCTGGA

GAACAGCAGT

CACTGTCCCT

TACAGGTTAA

TTTGCAARAT

CGAGCAGGGC

ACTCCACAAA

TCTTAAAGTT

GTATAAACAT

AAAARAAARA

(2)INFORMACION PARA SEQ ID NO: 2:

GCTGTTGCAG
GTTGCTCAGC
TCTCAGCACA
TCAGAGACTG
CTGGTTGTGA
ARAAGTGCTC
ATTAAGGTCA
GTTCTCACAG
CTTTGGCAGT
CCTGCAGAAA
CACTTAGCRG
TGTGTGAAAC
TGATGTTTTC
TAAAGTTGCA
AAGTTGCATT

ABRRARARAAAR

()CARACTERISTICAS DE SECUENCIA:

(A)LONGITUD: 350 aminoacidos

(B)TIPO: aminoacido

(D)TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: proteina
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AAGCGTGGGC

TGACAGCATG

GTCTGGTGCT

CAGATTATTG

TGATAATTGT

GGGAAATGTG

TGAATTTTCC

ATGAAATGTT

TCCTACCTCT

GCCTGGGGAG

CAAGCTGCTT

CTCTRAGCTC

CCCAAAAGGA

AACTAATTCT

TGTGGGGCAG

TGCATTAGTA

CAGTACTTAG

CAACTGAAGA

ATGGTTGTAA

AGGTGTCATG

CATGATTGTA

TAGAAATCAA

AR

TGACCAGGCT
AGGTGTTGTG
TGGGAGAGTC
GCTGCTTTGC
TTGAGGGGAG
GAGAAGAGTG
ACGCAGTTCT
CTGTTCACCC
GTGCCAGGGC
GGGGTCATTG
GCCCAAGTCA
AGTGCTCTCT
AGGAGAATGG
CACATCCCTC
CCGTCCTTCT
ACTTTGAAAG
GTAATTGTAG
CAATTATCAA
TATGCGACTG
GACTGTTGCC
TAAGCATGCT

GCATAAATCA

1117

1177
1237
1257
1357
1417
1477
1537
1597
1657
1717
1777
1837
1897
1957
2017
2077
2137
2197
2257
2317
2377
2437

2479
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(xi)DESCRIPCION DE SECUENCIA: SEQ ID NO: 2:

Gln

Pro

Pro

Met

50
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Glu

Ala

Cys

His
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Leu

Arg

Thr
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35.

Phe
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5
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Pro

Ala
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70
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Ile
Thr
Asp
150
Tyr
Ser
Met

Cys

Val
230

Pro
Ser
Glu

55

Glu

Asn
Thr
Ser

135

Glu

.Thr

Glu

Ala

Gln

215

Cys

Ala

Tyr

40
Glu
Met
Ala
val
Asn
120
Val
Asp
Cys
Cys
Thr
200

Pro

Thr

Leu

Pro

25

Pro

Leu

Glu

Asn

Gly

105

Asn

Gly

Cys

Gln

Cys

185

Arg

Gly

Pro

Cys

10

Thr

Gln

Met

Ala

Leu

90

Asn

Gln

Asp

Gly

Pro
170

Gly.

Gly

Leu

Leu

52

Leu
Ala
Glu
Glu
Glu

75
Pro
Asn
Thr
Glu
Pro
155
Cys
Asp
Ser

Cys

Pro
235

Leu
Thr
Glu
Asp

60
Glu
Pro
Thr
Gly
Glu
140
Ser
Arg
Gln
Asn
Cys

220

val

Leu

Ser

Ala

45

Thr

Ala

Ser

Ile

Gln

125

Gly

Met

Gly

Leu

Gly
205

Ala

Glu

Ala

Ala

30

Thr

Gln

Ala

Tyr

His

110

Met

Arg

Tyr

Gln

Cys

190

Thr

Phe

Gly

Ala

15

Pro

Leu

His

Ala

His

9s

val

val

Arg

Cys

Axrg

175

vVal

Ile

Gln

Glu

Ala
Val
Asn
Lys
.Lys

80
Asn
His
Phe
Ser
Gln

160

Met
Trp
Cys
Arg

Leu
240
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Cys

Glu

Cys

Val

Pro

305

Leu

Pro

His
pro
Gln
Gly
290

Asp

Glu

‘Ala

Asp

Asp

Pro

275

Ser

Glu

Asp

Ala

Pro

Gly

260

His

Arg

Tyr

Leu

Ala
340

Ala

245

Ala

Ser

Asp

Glu

Glu

325

Ala

Ser

Leu

His

Gln

val

310

Arg

Ala

Arg

Asp

Ser

Asp

295

Gly

Ser

Ala

ES 2364 850 T3

Leu

Arg

Leu

280

Gly

Ser

Leu

Leu

(2) INFORMACION PARA SEQ ID NO: 3:

ATG
Met

GTC
val

Lys

GAG
Glu

Leu

Cys

265

vVal

Glu

Phe

Thr

Leu
345

()CARACTERISTICAS DE SEQUENCIA

(ii)

(ix) CARACTERISTICA:

(D)TOPOLOGIA: lineal

(B)TIPO: acido nucleico

(A)NOMBRE/CLAVE: CDS
(B)LOCALIZACION: 1..1050

(xi)DESCRIPCION DE SECUENCIA:

CAG
Gln

cccC
Pro

.CCC

Pro

ATG
Met

© 50

CGG
Arg

ACG
Thr

GGC
Gly
35

TTC
Phe

CTT
Leu

Gcc
Ala
20

CCG

Pro

CGC
Arg

GGG
Gly
5

ccc

Pro

GCT
Ala

GAG
Glu

GCC
Ala

GCG
Ala

Leu

GTT
Val

ACC
Thx

ccc
Pro

AGC
Ser

GAG
Glu
55

CTG
Leu

GCT
Ala

TAC

Tyr
40

GAA
Glu

(C)TIPO DE CADENA: sencilla

TIPO DE MOLECULA: ADNc

CTG
Leu

ccG
Pro
25

CcCcG

Pro

CTG
Leu

Asp
250

Pro

Tyr

Ile

Met

Glu

330

Gly

(A)LONGITUD: 1050 pares de bases

TGC CTG CTG CTG
Cys Leu Leu Leu

10

ACG

CAG GAG GAG GCC
Glu Glu Ala
45

Gln

Leu Ile

Cys Ala

Val Cys

Leu Leu

300

Glu Glu
315

Glu Met

Arg Glu

SEQ ID NO: 3:

GCG ACC TCG
Thr Ala Thr Ser

GAG GAC ACG
Met Glu Asp Thr

60

53

Thr

Ser

Lys

285

Pro

val

Ala

Glu

GCG
Ala

GCT
Ala
30

ACC
Thr

CAG
Gln

Trp

Gly

270

Pro

Arg

Arg

Leu

Ile
350

GCG
Ala
15

CCA

Pro

CTC
Leu

CAC
His

Glu

255

Leu

Thr

Glu

Gln

Arg
335

Leu

Leu

Phe

val

Glu

320

Glu

GCG
Ala

GTC
Val

AAT
Asn

Lys

48

96

144

192



TTG
Leu
65

GCA

Ala

GAG
Glu

CGA
Arg

TCA
Ser

CAC
His
145

TTT
Phe

Leu

GGT
Gly

GAC

GGC
Gly
225

GAG
Glu

Cys

cGC
Arg

TCA
Ser

ACC
Thr

. GAA

Glu

GAG
Glu
130

GAG
Glu

GCC
Ala

TGC
Cys

CAC
His

AAC
Asn
210

CTG
Leu

CAT
His

CCT
Pro

CAG
Gln

AGC

Ser

TCA
Ser

ARC
Asn

ATT
Ile
115

ACHA
Thr

TGC
Cys

AGC
Ser

ACC
Thr

TGC
Cys
195

CAG
Gln

CTG
Leu

GAC
Asp

GAT
Asp

[alalad
Pro
275

GCG
Ala

GAA
Glu

ACA
"Thr

100

CAC
His

GTT
Val

ATC
Ile

TTC
Phe

CGG
Arg
180

ACC
Thrx

AGG
Arg

TTC
Phe

cccC
Pro

GGA
Gly
260

CAC
His

GTG
Val

GTG
Val
85

GAC
Asp

ARG
Lys

ATC
Ile

ATC
Ile

CAG
Gln
165

GAC
Asp

Lys

GAC
Asp

CCT
Pro

GCC
Ala
245

GCC

Ala

AGC
Ser

GAA
Glu
70

AAC
Asn

ACG
Thr

ATA
Ile

ACA
Thr

GAC
Asp
150

TAC
Tyr

AGT
Ser

ATG
Met

TGC
Cys

GTG
Val
230

AGC
Ser

TTG
Leu

His

GAG
Glu

CTG
Leu

AAC
Asn

ACC
Thr

TCT
Ser
135

GAG
Glu

AccC
Thr

GAG
Glu

GCC
Ala

CAG
Gln
215
TGC
Cys

CGG
Arg

GAC
Asp

AGC
Ser

ATG
Met

GCA
Ala

GTT
val

AAC
Asn
120

GTG
val

GAC
Asp

TGC
Cys

TGC
Cys

ACC

Thr
200

CCG
Pro

ACA
Thr

CTT
Leu

CGA
Arg

CTG
Leu
280

ES 2364 850 T3

GAG
Glu

AAC
Asn

GGA
Gly
105

ARAC
Asn

GGA
Gly

TGT
Cys

CAG
Gln

TGT
Cys
185

AGG
Arg

GGG
Gly

ccc
Pro

CTG
Leu

TGC
Cys
265

GTG
val

GCA
Ala

TTA
Leu
90

AAT
Asn

CAG
Gln

GAC
Asp

GGG
Gly

cca
Pro
170

GGA
Gly

GGC
Gly

CTG
Leu

CTG
Leu

GAC
Asp
250

CCT
Pro

TAT

GAA
Glu
75

CCT
Pro

AAT
Asn

ACT
Thr

GAA
Glu

CcCccC
Pro
155

TGC
Cys

GAC
Asp

AGC
Ser

TGC
Cys

cce
Pro
235

CTC
Leu

TGT
Cys

GTG
Val

54

GRA
Glu

ccc
Pro

ACC
Thr

GGA
Gly

GARA
Glu
140

AGC
Ser

CGG
Arg

CAG

Gln,

AAT
Asn

TGT
Cys
220

GTG
val

ATC
Ile

GCC
Ala

Cys

GCT
Ala

AGC
Ser

ATC
Ile

CAA
Gln
125

GGC
Gly

ATG
Met

GGC
Gly

CTG
Leu

GGG
Gly
205

GCC
Ala

GAG
Glu

ACC
Thr

AGT
Ser

ARG
Lys
285

GCT
Ala

TAT

CAT
His
110

ATG
Met

AGA
Arg

TAC
Tyr

CAG

Gln

TGT
Cys
130

ACC
Thr

TTC
Phe

GGC
Gly

TGG
Trp

GGC
Gly
270

CcCG
Pro

GCT
Ala

CAC
His
95

GTG
Val

GTC
val

AGG
Arg

TGC
Cys

AGG
Arg
175

GTC
val

ATC
Ile

CAG
Gln

GAG
Glu

GAG
Glu
255

CTC

Leu

ACC
Thr

Lys
80

AAT
Asn

CAC
His

TTT
Phe

AGC
Ser

CAG
Gln
160

ATG
Met

TGG
Trp

TGT
Cys

AGA
Arg

cTT
Leu
240

CTA

Leu

CTC
Leu

TTC
Phe

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720

768

816

B64
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GTG
Val

ccc
Pro
305

CCT
Pro

GGG AGC CGT GAC
Gly Ser Arg Asp
290

GAT GAG TAT GAA
Asp Glu Tyr Glu

GAG GAC CTG GAG
Glu Asp Leu Glu
325

GCG GCT GCC GCcC
Ala Ala Ala Ala
340

CAA GAT
Gln Asp
295

GTT GGC
Val Gly
310

AGG AGC
Arg Ser

GCT GCA
Ala Ala

GGG
Gly

AGC
Ser

Leu

CTG

Leu

ES 2364 850 T3

GAG
Glu

TTC
Phe

ACT
Thr

CTG
Leu
345

(2)INFORMACION PARA SEQ ID NO: 4:

GAATTCGGCA CGAGAGACGA CGTGCTGAGC TGCCAGCTTA GTGGAAGCTC TGCTCTGGGT

GGAGAGCAGC CTCGCTTTGG TGACGCACAG TGCTGGGACC CTCCAGGAGC CCCGGGATTG

ATC
Ile

ATG
Met

Glu
330

GGA
Gly

()CARACTERISTICAS DE SECUENCIA:

CTG CTG
Leu Leu

ccc
Pro

300

GAG GAG
Glu Glu

315

GAG ATG
Glu Met

AGG GAA
Arg Glu

(A)LONGITUD: 848 pares de bases

(B)TIPO: acido nucleico

(C)TIPO DE CADENA: sencilla

(D)TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc

(iX)CARACTERISTICA:

(A)NOMBRE/CLAVE: CDS

(B)LOCALIZACION: 125..796

(xi)DESCRIPCION DE SECUENCIA: SEQ ID NO: 4:

GTG
Val

GCG
Ala

GAG
Glu

AGA
Arg

CcGC
Arg

CTG
Leu

GAG GTC
Glu Vval

CAG GAG
Gln Glu

320

AGG GAG
Arg Glu

335

ATT
Ile

350

AAGG ATG GTG GCG GCC GTC CTG CTG GGG CTG AGC TGG CTC TGC TCT CCC
Met Val Ala Ala Val Leu Leu Gly Leu Ser Trp Leu Cys Ser Pro

Leu

CTG
Leu

Asn

1

GGA GCT CTG GTC
Gly Ala Leu Val
20

CAT GGG GCC CGG
His Gly Ala Arg
35

ACC AGA ARG TTC
Thr Arg Lys Phe
50

5
CTG GAC
Leu Asp

ARG GGC
Lys Gly

TGC CTC
Cys Leu

TTC
Phe

TCA
Ser

CAG
Gln
55

AAC
Asn

CAG
Gln
40

ccc
Pro

AAC
Asn
25

TGC
Cys

CGC
Arg

10

ATC AGG
Ile Arg

CTG TCT
Leu Ser

GAT GAG
Asp Glu

55

AGC
Ser

GAC
Asp

ARG
Lys
60

TCT
Ser

ACG
Thr
45

CCG
Pro

GCT
Ala
30

GAC
Asp

TTC
Phe

15
GAC

Asp

TGC
Cys

TGT
Cys

912

960

1008

1050

60

120

169

217

265

313



GCT
Ala

Cys
80

GCA
Ala

GCA
Ala

CAT

His
160

AGC
Ser
CTA
Leu

ACA
Thr
65

CCT

Pro

ACC
Thr

GAA
Glu

CCA
Pro

TGT

Cys
145

Phe

TCC
Ser

CGT
Arg

AAT
Asn

TGT
Cys

GGG
Gly

CCA
Pro

GGA
Gly

AGT

Ser

130

CTG
Leu

TGG
Trp

AGA
Arg

TGC
Cys

CGG
Arg
210

CGT
Arg

ACA
Thr

ATA
Ile

ACA
Thr
115

ATT

Ile

AGA
Arg

ACG
Thr

AGA
Arg

GAC
Asp
195

CAG
Gln

GGG
Gly

CTC
Leu

TTA
Leu
100

ACT
Thr

ARG
Lys

ACT

Lys

GGG
Gly
180

TGT
Cys

CAT
His

Leu

TGT
Cys

85
GAA
Glu

GGG
Gly

Lys

TTT
Phe

CGG
Arg
70

GTG
val

AGG
Arg

CAC
His

TCA
Ser

GAC
Asp

150

ATT
Ile
165

CAT

His

GGC
Gly

GCT
Ala

TGT
Cys

Lys

CcCcT
Pro

CGA
Arg

AGG
Arg

AAC
Asn

CAG
Gln

CCA
Pro

CAA
Gln
135

TGT

Cys

AAG
Lys

Asp

GGA
Gly

TTA
Leu
215

AGG
Arg

GAT
Asp

CTT
Leu

GTC
val
120

GGC
Gly

GGC
Gly

CCA
Pro

ACT
Thr

CTA
Leu
200

AGA
Arg

ES 2364 850 T3

TGC
Cys

GTT
Val

GAT
Asp
105

CAG
Gln

AGG
Arg

CcCT
Pro

GTC
Val

GCT
Ala
185

Leu

GTA
Val

CAG
Gln

TGT
Cys
90

GAG
Glu

GAA
Glu

AAG
Lys

GGA
Gly

CTT

Leu
170

CAA

Gln

TGT
Cys

TGC
Cys

CGA
Arg
75

ACT
Thr

CAA
Gln

AAC
Asn

GGA
Gly

Leu
155

TTG
Leu

GCT
Ala

CGA
Arg

CAA

Gln

TAAATATTTC AAAATAAAGA AGAATCCACA TTGCAAAAAA

(2)INFORMACION PARA SEQ ID NO: 5:

()CARACTERISTICAS DE SEQUENCIA:

(A)LONGITUD: 224 aminoéacidos

(B)TIPO: aminoacido

(C)TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: proteina

GAT
Asp

ACG
Thr

GAT
Asp

CAA
Gln

CAA
Gln
140

TGC
Cys

GAG
Glu

CCA
Pro

AGC
Ser

Lys
220

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

56

GCC
Ala

ATG
Met

GGC
Gly

ccc
Pro

125

GAG
Glu

TGT
Cys

GGA
Gly

Glu

CAR
Gln
205

ATA
Ile

ATG
Met

GAA
Glu

ACA
Thr
110

Lys

GGA
Gly

GCT
Ala

CAG
Gln

ATC
Ile
130

Leu

Glu

TGC
Cys

GAT
Asp
95

CAT

His

AGG
Arg

GAA
Glu

CGT
Arg

GTC
val
175

TTC
Phe

ACC
Thr

ARG

Lys

409

457

505

553

601

649

697

745

793

848
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Met
Gly
His
Thr
Thr

65
Pro
Thr

Glu

Pro

Cys
145
Phe
Ser

Arg

Asn

Val

Ala

Gly

Arg

50

Cys

Gly

E"ro

Gly
Ser
130

Leu

Trp

Cys

Arg
210

Ala
Leu
Ala

35
Lys
Arg
Thr
Ile
Thr
115
Ile
Arg

Thr

Arg

Asp.

195

Gln

Ala

vVal

20

Arg

Phe

Gly

Leu

Leu

100

Thr

Lys

Thr

Lys

Gly

180

Cys

His

val

Leu

Lys

Cys

Leu

Cys

85

Glu

Gly

Lys

Phe

Ile

165

His

Gly

Ala

Leu

Asp

Gly

Leu

Arg

70

Val

Arg

His

Ser

Asp

150

Cys

Lys

Pro

Arg

Leu

Phe

Ser

Gln

55

Arg

Asn

Gln

Pro

Gln

135

Cys

Lys

Asp

Gly

Leu
215

(2)INFORMACION PARA SEQ ID NO: 6:

ES 2364 850 T3

Gly
Asn
Gln

40
Pro
Arg
Asp
Leu
val
120
Gly
Gly
Pro
Thr
Leu

200

Arg

Leu

Asn

25

Cys

Arg

Cys

val

Asp

105

Gln

Arg

Pro

val

Ala

185

Leu

vVal

())CARACTERISTICAS DE SECUENCIA:

(A)LONGITUD: 672 pares de bases

(B)TIPO: acido nucleico

(C)TIPO DE CADENA: sencilla

(D)TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc

(iIX)CARACTERISTICA:

(AINOMBRE/CLAVE: CDS

(B)LOCALIZACION: 1..672

Ser

10
Ile
Leu
Asp
Gln
Cys

S0
Glu
Glu
Lys
Gly
Leu

170

Gln

Cys

Cys

57

Trp

Arg

Ser

Glu

Arg

75

Thr

Gln

Asn

Gly

Leu

155

Leu
Ala
Arg

Gln

Leu

Ser

Asp

Lys

60

Asp

Thr

Asp

Gln

Gln

140

Cys

Glu

Pro

Ser

Lys
220

Cys

Ser

Thr

45

Pro

Ala

Met

Gly

Pro

125

Glu

Cys

Gly

Glu

Gln

205

Ile

Ser
Ala

30
Asp
Phe
Met
Glu
Thr
I_LlO
Lys
Gly
Ala
Gln
Ile
190

Leu

Glu

Pro

15

Asp

Cys

Cys

Cys

Asp

95

His

Arg

Glu

Arg

vVal

175

Phe

Thr

Lys

Leu
Leu
Asn
Ala
Cys

80
Ala
Ala
Lys
Ser
His
160
Cys
Gln

Ser

Leu
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ATG
‘Met

GGA
Gly

CAT
His

ACC
Thr

ACA
Thr
- 65

CCT

Pro

ACC
Thr

Glu

CCA
Pro

TGT
Cys
145

TTT
Phe

TCC
Ser

ES 2364 850 T3

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

GTG
Val
GCT
Ala

GGG
Gly

AGA
Arg
50

Cys

Gly

CCA
Pro

Gly

AGT
Ser
130

CTG

Leu

TGG
Trp

GCG GCC GTC CTG CTG GGG
Ala Ala Val Leu Leu Gly
5

CTG GTC CTG GAC TTC AAC
Leu Val Leu Asp Phe Asn
: 20

GCC CGG AAG GGC TCA CAG
Ala Arg Lys Gly Ser Gln
35 40

AAG TTC TGC CTC CAG CCC
Lys Phe Cys Leu Gln Pro
S5

CGT GGG TTG CGG AGG AGG
Arg Gly Leu Arg Arg Arg
70

ACA CTC TGT GTG AAC GAT
Thr Leu Cys Val Asn Asp
85

ATA TTA GAA AGG CAG CTT
Ile Leu Glu Arg Gln Leu
100

ACA ACT GGG CAC.CCA GTC
Thr Thr Gly His Pro Val
115 120

ATT AAG AAA TCA CAR GGC
Ile Lys Lys Ser Gln Gly
135

AGA ACT TTT GAC TGT GGC
Arg Thr Phe Asp Cys Gly
150

ACG AAA ATT TGT AAG CCA
Thr Lys Ile Cys Lys Pro
165

AGA AGA GGG CAT AAA GAC ACT

Arg

CGT TGC
Arg Cys

AAT

CGG

Asn Arg

210

Arg Gly His Lys Asp Thr
180

GAC TGT GGC CCT GGA CTA
Asp Cys Gly Pro Gly Leu
195 200

CAG CAT GCT CGA TTA AGA
Gln His Ala Arg Leu Arg
215

(2)INFORMACION PARA SEQ ID NO: 7:

CTG
Leu

Asn
25

TGC
Cys

CcGC
Arg

Cys

GTT
Val

GAT
Asp
105

CAG
Gln

AGG
Axrg

ccT
Pro

GTC
val

GCT
Ala
185

AGC
Ser
10

ATC
Ile

CTG
Leu

GAT
Asp

CAG
Gln

TGT
Cys
90

GAG
Glu

GAA
Glu

ARG
Lys

Gly

Leu
170

CAA
Gln

TGG
Trp

AGG
Arg

TCT
Ser

GAG
Glu

CGA
Arg
75

ACT
Thr

CAA

Gln

Asn

GGA
Gly

CTT
Leu
155

Leu

GCT
Ala

CTC
Leu

AGC
Ser

GAC
Asp

ARG
Lys
60

GAT
Asp

ACG
Thr

GAT
Asp

CARA
Gln

Gln
140

TGC

Cys

GAG
Glu

cca
Pro

TGC
Cys

TCT
Ser

ACG
Thr
45

ccG

Pro

GCC

ATG
Met

GGC
Gly

ccc
Pro
125

GAG
Glu

TGT
Cys

GGA
Gly

GAA
Glu

CTG TGT CGA AGC CAA
Leu Cys Arg Ser Gln

205

GTA TGC CAA AAA ATA
Val Cys Gln Lys Ile

()CARACTERISTICAS DE SEQUENCIA:

58

220

TCT
Ser

GCT
Ala
30

GAC
Asp

TTC
Phe

ATG
Met

GAA
Glu

ACA
Thrx
110

Lys

GGA
Gly

GCT
Ala

CAG
Gln

ATC
Ile
190

cce
Pro
15

GAC
Asp

TGC
Cys

TGT
Cys

TGC
Cys

GAT
Asp
85

CAT
His

AGG
Arg

GAA
Glu

CGT
Arg

GTC
vVal
175

TTC
Phe

CTG
Leu

CTG
Leu

AAT
Asn

GCT
Ala

TGC
Cys
80

GCA
Ala

GCA
Ala

ARG
Lys

AGT
Ser

CAT
His
160
TGC
Cys

CAG
Gln

TTG ACC AGC
Leu Thr Ser

GAA AAG CTA
Glu Lys Leu

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672
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(A)LONGITUD: 1529 pares de bases
(B)TIPO: acido nucleico
(C)TIPO DE CADENA: sencilla
(D)TOPOLOGIA: lineal
(ii)TIPO DE MOLECULA: ADNc
(iX)CARACTERISTICA:
(A)INOMBRE/CLAVE: CDS
(B)LOCALIZACION:93..890
(xi)DESCRIPCION DE SECUENCIA: SEQ ID NO: 7:

CCGGACGCGT GGGCGGCACG GTTTCGTGGG GACCCAGGCT TGCAAAGTGA CGGTCATTTT 60

CTCTTTCTTT CTCCCTCTTG AGTCCTTCTG AG ATG ATG GCT CTG GGC GCA GCG 113
Met Met Ala Leu Gly Ala Ala

1 5 ’

GGA GCT ACC CGG GTC TTT GTC GCG ATG GTA GCG GCG GCT CTC GGC GGC 161

Gly Ala Thr Arg Val Phe Vval Ala Met Val Ala Ala Ala Leu Gly Gly
10 15 20

CAC CCT CTG CTG GGA GTG AGC GCC ACC TTG AAC TCG GTT CTC AAT TCC 209

His Pro Leu Leu Gly Val Ser Ala Thr Leu Asn Ser Val Leu Asn Ser
25 _ 30 35

AAC GCT ATC AAG AAC CTG CCC CCA CCG CTG GGC GGC GCT GCG GGG CAC 257
Asn Ala Ile Lys Asn Leu Pro Pro Pro Leu Gly Gly Ala Ala Gly His
40 45 50 55

CCA GGC TCT GCA GTC AGC GCC GCG CCG GGA ATC CTG TAC CCG GGC GGG 305
Pro Gly Ser Ala Val Ser Ala Ala Pro Gly Ile Leu Tyr Pro Gly Gly

60 65 70

AA_T AAG TAC CAG ACC ATT GAC AAC TAC CAG CCG TAC CCG TGC GCA GAG 353

Asn Lys Tyr Gln Thr Ile Asp Asn Tyr Gln Pro Tyr Pro Cys Ala Glu
75 BO B85

GAC GAG GAG TGC GGC ACT GAT GAG TAC TGC GCT AGT CCC ACC CGC GGA 401

Asp Glu Glu Cys Gly Thr Asp Glu Tyr Cys Ala Ser Pro Thr Arg Gly
90 95 100

59



GGG
Gly

CcGC
Arg
120

GGA
Gly

GAA
. Glu

TAT
Tyr

CAA
Gln

TGT
Cys
200

GAA
Glu

GAA
Glu

CAG
Gln

CAG
Gln

ATAGATGCTA

CTGTGGTTTC

GAC
Asp
105

TGC
Cys

ATA
Ile

ACC
Thr

TCC
Ser

Glu
185

TGT
Cys

GGT
Gly

ATA
Ile

AAA
Lys

AGA
Arg
265

GCA
Ala

ATG
Met

TGC
Cys

ATC
Ile

AGA
Arg
170

GGT
Gly

GCT
Ala

CAA
Gln

TTC
Phe

GAT
Asp
250

CAC
His

GTTTCTTTAT

GGCACTTACC

TATTTTTCCT

ATTCTATATT

GGC
Gly

CGT
Arg

GTG
Val

ACT
Thr
155

AGA
Arg

TCT
Ser

AGA
Arg

GTG
Val

CAG
Gln
235

CAC
His

GTG
val

CAC
His

Ser
140

GAA
Glu

ACC
Thr

val

CAC
His

Cys
220

CGT

Arg

CAT
His

CARA
Gln

GCT
Ala
125

TCT
Ser

AGC
Ser

ACC
Thr

TGT
Cys

TTC
Phe
205

ACC
Thr

TGT
Cys

cAA
Gln

ATC
Ile
110

ATG
Met

GAT
Asp

TTT
Phe

TTG
Leu

cTC
Leu
190

TGG
Trp
ARG

Lys

TAC
Tyr

GCC
Ala

ES 2364 850 T3

TGT
Cys

TGC
Cys

CAA
Gln

GGT
Gly

TCT
Ser
175

CGG
Arg

TCC
Ser

CAT
His

TGT
Cys

AGT
Ser
255

CTC
Leu

TGC
Cys

Asn

AAT
Asn
160

TCA
Ser

TCA
Ser

AAG
Lys

AGG
Arg

GGA
Gly
240

AAT
Asn

GCC
Ala

cccC
Pro

CAT
His
145

GAT
Asp

Lys

TCA
Ser

ATC’

Ile

AGA
Arg
225

GAA
Glu

TCT
Ser

TGC
Cys

GGG
Gly
130

TTC
Phe

CAT
His

ATG
Met

GAC
Asp

TGT
Cys
210

Lys

GGT
Gly

TCT
Ser

AGG
Arg
115

AAT
Asn

CGA
Arg

AGC
Ser

TAT
Tyr

TGT

Cys
195

Lys

GGC
Gly

Leu

AGG
Arg

AAG
Lys

TAC
Tyr

GGA
Gly

ACC
Thr

CAC
His
180

GCC
Ala

CCT
Pro

TCT
Ser

TCT
Ser

CTT
Leu
260

CGC
Arg

TGC
Cys

Glu

TTG
Leu
165

ACC
Thr

TCA
Ser

GTC
val

CAT
His

TGC
Cys
245

CAC
His

TAAACCAGCT ATCCAAAMATG CAGTGAACTC CTTTTATATA

TGAAAACCTT TTATGACCTT
AGTTAAGCAT TCCAATAACA

GGAACTCCCC TGTGATTGCA

TGTARATGCA ATGAAACTTT
CTTGTTATGT AAATTTTTGT

GAACTGAAGT ARATCATTTC

60

CATCAACTCA ATCCTAAGGA
CCTTCCAAAA ACCTGGAGTG

GTAAATTACT GTATTGTAAA

ACACATTGAT TGTTATCTTG

AGCTTATAGT TCTTAAAAGC

TAATTATTTT TCTAAAGGTG

CGA
Arg

Lys

ATT
Ile
150

GAT
Asp

Lys

GGA
Gly

CTG
Leu

GGA
Gly
230

CGG

Arg-

ACT
Thr

Lys

Asn
135

GAG

Glu

GGG
Gly

Gly

TTG
Leu

Lys
215

CTA
Leu

ATA
Ile

TGT
Cys

TATACAAGTT

TAAGAGCTTT

TTCTCAGTGT

CTGCACTGCC

ACTGACAAAT

ATAACCCTTT

449

497

545

593

641

689

737

785

B33

881

230

990

1050

1110

1170

1230

1290
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ACCCCATTTN ATTCTAGAGT CNAGAACGCA AGGATCTCTT GGAATGACAA ATGATAGGTA 1350
CCTAAAATGT AACATGAAAA TACTAGCTTA TTTTCTGAAA TGTACTATCT TAATGCTTAA 1410
ATTATATTTC CCTTTAGGCT GTGATAGTTT TTGAAATAAA ATTTAACATT TAATATCATG. 1470

AAATGKTATA AGTAGACATA ARRAAAAAARA AARAAAARARA AGGGCGGCCG CTAGACTAG 1529

(2)INFORMACION PARA SEQ. ID NO: 8:
()CARACTERISTICAS DE SECUENCIA
(A) LONGITUD: 266 aminoéacidos
(B) TIPO: aminoéacidos
(D) TOPOLOGIA: lineal
(i TIPO DE MOLECULA: proteina
(xi)DESCRIPCION DE SECUENCIA: SEQ ID NO: 8:

Met Met Ala Leu Gly Ala Ala Gly Ala Thr Arg Val Phe Val Ala Met
1 5 .10 15

Val Ala Ala Ala Leu Gly Gly His Pro Leu Leu Gly Val Ser Ala Thr
20 25 . 30

Leu Asn Ser Val Leu Asn Ser Asn Ala Ile Lys Asn Leu Pro Pro Pro
35 40 45

Leu Gly Gly Ala Ala Gly His Pro Gly Ser Ala Val Ser Ala Ala Pro
50 55 60

Gly Ile Leu Tyr Pro Gly Gly Asn Lys Tyr Gln Thr Ile Asp Asn Tyr
65 70 75 ‘ 80

Gln Pro Tyr Pro C?s Ala Glu Asp Glu Glu Cys Gly Thr Asp Glu Tyr
85 90 95

Cys Ala Ser Pro Thr Arg Gly Gly Asp Ala Gly Val Gln Ile Cys Leu
100 105 110

Ala Cys Arg Lys Arg Arg Lys Arg Cys Met Arg His Ala Met Cys Cys
115 120 o 125

Pro Gly Asn Tyr Cys Lys Asn Gly Ile Cys Val Ser Ser Asp Gln Asn
130 135 140

His Phe Arg Gly Glu Ile Glu Glu Thr Ile Thr Glu Ser Phe Gly Asn.
145 150 155 160

Asp His Ser Thr Leu Asp Gly Tyr Ser Arg Arg Thr Thr Leu Ser Ser
165 170 175

61
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Lys
Ser
Ile
Arg
225

Glu

Ser

ES 2364 850 T3

Met Tyr His Thr Lys Gly Gln Glu Gly
’ 180 . 185

Asp Cys Ala Ser Gly Leu Cys Cys Ala
195 200

Cys Lys Pro Val Leu Lys Glu Gly Gln
210 - 215

Lys Gly Ser His Gly Leu Glu Ile Phe
230

Gly Leu Ser Cys Arg Ile Gln Lys Asp
245 250

Ser Arg Leu His Thr Cys Gln Arg His
260 : 265

(2)INFORMACION PARA SEQ ID NO: 9:

ATG
Met

GTA

Val

Leu

Leu

Gly
65

())CARACTERISTICAS DE SEQUENCIA:
(A)LONGITUD: 798 pares de bases
(B)TIPO: acido nucleico
(C)TIPO DE CADENA: sencilla
(D)TOPOLOGIA: lineal

(iNTIPO DE MOLECULA: ADNc

(iX)CARACTERISTICA:
(A)NOMBRE/CLAVE: CDS
(B)LOCALIZACION:1..798

(xi)DESCRIPCION DE SECUENCIA: SEQ ID NO: 9:

ATG GCT CTG GGC GCA GCG GGA GCT ACC CGG
Met Ala Leu Gly Ala Ala Gly Ala Thr Arg
5 10

GCG GCG GCT CTC GGC GGC CAC CCT CTG CTG
Ala Ala Ala Leu Gly Gly His Pro Leu Leu
20 25

AAC TCG GTT CTC AAT TCC AAC GCT ATC AAG
Asn Ser Val Leu Asn Ser Asn Ala Ile Lys
3is 40

GGC GGC GCT GCG GGG CAC CCA GGC TCT GCA
Gly Gly Ala Ala Gly His Pro Gly Ser Ala
50 55

ATC CTG TAC CCG GGC GGG AAT AAG TAC CAG

Ile Leu Tyr Pro Gly Gly Asn Lys Tyr Gln
70 75

62

Ser
Arg
Val
Gln

235

His

GTC
Val

GGA
Gly

AAC
Asn

GTC
val
60

ACC
Thr

val
His
Cys

220

Arg

His

TTT
Phe

GTG
vVal

CTG
Leu
45

AGC,

Ser

ATT
Ile

Cys
Phe
205

Thr

Cys

Gln

GTC
val

AGC
Ser
30

ccc

Pro

GCC
Ala

GAC
Asp

Leu Arg
190

Trp Ser

Lys His

Tyr Cys

Ala Ser

GCG
Ala
15

GCC
Ala

CCA
Pro

GCG
Ala

AAC
Asn

255

ATG
Met

ACC
Thr

CCG
Pro

CCG
Pro

TAC
Tyr

Ser

Lys

Arg

Gly
240

Asn

48

26

144

192

240
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GCC
Ala

cce
Pro

His
145

GAT
Asp

Lys

TCA
Ser

ATC
Ile

Arg
225

GAA
Glu

TCT
Ser

CCG TAC
Pro Tyr

GCT AGT
Ala Ser

TGC AGG
Cys Arg
115

GGG AAT

Gly Asn
130

TTC CGA
Phe Arg

CAT AGC
His Ser

ATG TAT
Met Tyr

GAC TGT
Asp Cys
195

TGT ARA
Cys Lys
210

"AAA GGC

Lys Gly

GGT CTG
Gly_l..eu

TCT AGG
Ser Arg

cce
Pro

ccc
Pro
100

ARG
Lys

TAC
Tyr

GGA
Gly

ACC
Thr

CAC
His
180

GCC
Ala

CCT
Pro

TCT
Ser

TCT
Ser

CTT
Leu
260

TGC
Cys
85

ACC
Thr

CGC
Arg

TGC
Cys

GAA
Glu

Leu
165

ACC
Thr

TCA
Ser

GTC
val

CAT
His

TGC
Cys
245

CAC
His

GCA
Ala

cGeC
Arg

cGa
Arg

Lys

ATT
Ile
150

GAT
Asp

Lys

GGA
Gly

CTG
Leu

GGA
Gly
230

CGG
Arg

ACT
Thr

GAG

‘Glu

GGA
Gly

Lys

Asn
135

GAG
Glu

GGG
Gly

GGA
Gly

Lys
215

CTA

Leu

ATA
Ile

TGT
Cys

GAC
Asp

GGG
Gly

CGC
Arg
120

GGA
Gly

GAA
Glu

TAT
Tyr

Gln

TGT

Cys
200

GAA
Glu

Glu

CAG
Gln

CAG
Gln

ES 2364 850 T3

GAG
Glu

GAC
Asp
105

TGC
Cys

ATR
Ile

ACC
Thr

TCC
Ser

GAA
Glu
185

TGT
Cys

GGT
Gly

ATA
Ile

Lys

AGA
Arg
265

(2)INFORMACION PARA SEQ ID NO: 10:

GAG
Glu
90

GCA
Ala

ATG
Met

TGC
Cys

ATC
Ile

AGA
Arg
170

GGT
Gly

GCT
Ala

CARA

Gln

TTC
Phe

GAT
Asp

*250

CAC
His

()CARACTERISTICAS DE SECUENCIA:

TGC
Cys

GGC
Gly

CGT
Arg

GTG
Val

ACT
Thr
155

AGH
Arg

TCT
Ser

AGA
Arg

GTG
Val

CAG
Gln
235

CAC
His

(A)LONGITUD: 702 pares de bases

(B)TIPO: acido nucleico

(C)TIPO DE CADENA: sencilla

(D)TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc

(ix) CARACTERISTICA:

(A)NOMBRE/CLAVE: CDS

(B)LOCALIZACION: 1..537

GGC
Gly

GTG
Val

CAC
His

TCT
Ser
140

GAR
Glu

ACC
Thr

GTT
Vval

CAC
His

ACT
Thr

CAA
Gln

GCT
Ala
125

TCT
Ser

AGC
Ser

ACC
Thr

TGT
Cys

Phe

205

TGT
Cys
220

CGT

Arg

CAT
His

AcCC
Thr

TGT
Cys

CAA
Gln

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

63

GAT
Asp

ATC
Ile
110

ATG
Met

GAT
Asp

TTT
Phe

TTG
Leu

CTC
Leu
190
TGG
Trp

AAG
Lys

TAC
Tyr

GCC
Ala

Glu
95

TGT
Cys

TGC
Cys

Gln

GGT
Gly

TCT
Ser
175

CGG
Arg

TCC
Ser

CAT
His

TGT
Cys

AGT
Ser
255

TAC
Tyr

CTC
Leu

TGC
Cys

Asn

AAT
Asn
160

TCA
Ser

TCA
Ser

ARG
Lys

AGG
Arg

GGA
Gly
240

AAT
Asn

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720

768

798



GAA TTC
Glu Phe

TCA TCG
Ser Ser

GAT GGC
Asp Gly

CCA GTT
Pro Val
50

ACT CGG
Thr Arg
65

Gly Trp

GGG CAT
Gly His

TTT. TGC
Phe Cys

CAT CAG
His Gln
130

CTG GAA
Leu Glu
145

GTA TGG
Val Trp

CAG AAR
Gln Lys

GTTGTGTATT TAATGCATTA TAGCATGGTG GAAAATAAGG TTCAGATGCA GAAGAATGGC

TAAAATAAGA AACGTGATAA GAATATAGAT GATCACAAAA AMAAAAARAA ARAAGATGCG

GCCGC

GGC
Gly

GCC
Ala

ATG
Met
35

ACT

Thr

CAC
His

CAG
Gln

GAR

Glu

TGT
Cys
115

GGG
Gly

ATT
Ile

AAA
Lys

ATT
Ile

ACG
Thr

TGC
Cys
20

TGC
Cys

GAA
Glu

AGA
Arg

AAT
Asn

GGA
Gly
100

GCT
Ala

GARA
Glu

TTC
Phe

GAT
Asp

AGG
Arg

ATG
Met

TGC
Cys

AGC
Ser

GAT
Asp

CTA
Leu
85

GAC
Asp

Arg

GTC
Val

CAG
Gln

GCC
Ala
165

GTT
Val

GTG
val

ccc
Pro

ATC
Ile

CGA’

Arg
70

GGA
Gly

ccc
Pro

CAT
His

TGT
Cys

CGT
Arg
150

ACC
Thr

GGG
Gly

TGT
Cys

AGT
Ser

TTA
Leu
55

AAC
Asn

AGA
Arg

TGC
Cys

TTC
Phe

ACC
Thr
1358

TGC
Cys

TAC
Tyr

AGG
Arg

CGG
Arg

ACC
Thr
40

ACC
Thr

CAC
His

CCA
Pro

CTA
Leu

TGG
Trp
120

Lys

GAC
Asp

TCC
Ser

ES 2364 850 T3

TAT
Tyr

AGA

Arg
25

CGC
Arg

CCT
Pro

GGT
Gly

CAC
His

CGA
Arg
105

ACC

Thr

CAA
Gln

TGT
Cys

TCC
Ser

TGC
Cys
10

Lys

TGC
Cys

CAC
His

CAT
His

ACT
Thr
90

TCA
Ser

Lys

CGC
Arg

GCG
Ala

AAA
Lys
170

CAC
His

Lys

AAT
Asn

ATC
Ile

TAC
Tyr
75

ARG

Lys-

TCA
Ser

ATC
Ile

ARG
Lys

AAG
Lys
155

Gce
Ala

AGT
Ser

Lys

AAT
Asn

cce

.Pro

60

TCA
Ser

ATG
Met

GAC
Asp

TGC
Cys

ARG
Lys
140

GGC
Gly

AGA
Arg

ccc
Pro

CcGC
Arg

GGC
Gly

45
GCT

Ala

AAC
Asn

TCA
Ser

TGC
Cys

Lys
125

GGT
Gly

Leu

CcTC
Leu

CAC
His

TGC
Cys
30

ATC
Ile

CTG
Leu

CAT
His

CAT
His

ATT
Ile
110

cca

Pro

TCT
Ser

TCT
Ser

CAT
His

TGATCACCAT TGAGGAACAT CATCAATTGC AGACTGTGAA

(2)INFORMACION PARA SEQ ID NO: 11:

()CARACTERISTICAS DE SECUENCIA

(A) LONGITUD: 179 aminoacidos

(B) TIPO: aminoéacido

(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: proteina

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

64

Gln
15

CAC
His

TGT
Cys

GAT

Asp

GAC
Asp

ATA
Ile
95

GAR
Glu

GTG
Val

CAT
His

TGC
Cys

GTG
Val
175

GGA
Gly

CGA
Arg

ATC
Ile

GGT
Gly

TTG
Leu
B8O

Lys

GGG
Gly

CTC
Leu

GGG

Gly .

Lys
160

TGT
Cys

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

577

637

697

702
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Glu
Ser
i\sp
Pro
Thr

65

Gly

Gly

. Phe

His
Leu
145

val

Gln

ES 2364 850 T3

Phe Gly Thr Arg Val Gly Arg Tyr Cys
Ser Ala Cys Met Val Cys Arg Arg Lys
20 25

Gly Met Cys Cys Pro Ser Thr Arg Cys
35 40

Val Thr Glu Ser Ile Leu Thr Pro His
50 55

Arg His Arg Asp Arg Asn His Gly His
70

Trp Gln Asn Leu Gly Arg Pro His Thr
8s 90

His Glu Gly Asp Pro Cys Leu Arg Ser
100 : 105

Cys Cys Ala Arg His Phe Trp Thr Lys
115 120

Gln Gly Glu Val Cys Thr Lys Gln Arg
130 135

Glu Ile Phe Gln Arg Cys Asp Cys Ala
150

Trp Lys Asp Ala Thr Tyr Ser Ser Lys
165 170

Lys Ile

(2) INFORMACION PARA SEQ ID NO: 12:

()CARACTERISTICAS DE SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 537 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal
(i TIPO DE MOLECULA: ADNc
(iX)CARACTERISTICA:
(A)NOMBRE/CLAVE: CDS
(B)LOCALIZACION: 1..537

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

His

Lys

Asn

Ile

Tyr

Lys

Ser

Ile

Lys

Lys

155

Ala

65

Ser
Lys
Asn
Pro

60
Ser
Met
Asp
Cys
Lys
140

Gly

Arg

Pro

Arg

Gly

45

Ala

Asn

Ser

Cys

Lys

125

Gly

Leu

Leu

His

Cys

30

Ile

Leu

His

His

Ile

110

Pro

Ser

Ser

His

Gln

is

His

Cys

Asp

Asp

Ile

95

Glu

Val

His

Cys

Val
175

Gly

Arg

Ile

Gly-
Leu
BO
Lys
Gly
Leu
Gly
Lys
160

Cys
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GAA
Glu

. TCA
. Ser

GAT
Asp

CCA
Pro

ACT
Thr
65

Gly

Gly

Phe

CAT
His

CTG GAA ATT
Leu Glu Ile

145

GTA TGG AAA
Val Trp Lys

TTC
Phe

TCG
Ser

GGC
Gly

GTT.
val
50

Arg

TGG
Trp

CAT
His

TGC
Cys

CAG
Gln
130

GGCe
Gly

GCC
Ala

ATG
Met
35

ACT
Thr

CAC
His

CAG
Gln

GAA
Glu

TGT
Cys
115

GGG
Gly

CAG AAA ATT
Gln Lys Ile

ACG
Thr

TGC
Cys

TGC
Cys

GAA
Glu

AGA
Arg

AAT
Asn

GGA
Gly
100

GCT
Ala

GAA
Glu

TTC CAG
Phe Gln

GAT GCC
Asp Ala

AGG
Arg

ATG
Met

TGC
Cys

AGC
Ser

GAT
Asp

CTA
Leu
85

GAC
Asp

CGT
Arg

GTC
Vval

GTT
val

GTG
val

ccc
Pro

ATC
Ile

CGA
Arg
70

GGA
Gly

ccc
Pro

CAT
His

TGT
Cys

150

165

GGG
Gly

TGT
Cys

AGT
Ser

TTA
Leu
55

AAC

Asn

AGA
Arg

TGC
Cys

Phe

ACC
Thr
135

AGG
Arg

CGG
Arg

ACC
Thr
40

ACC
Thr

CAC
His

CChA
Pro

CTA
Leu

TGG
Trp
120

ARA
Lys

(2)INFORMACION PARA SEQ ID NO: 13:

ES 2364 850 T3

TAT
TYr

AGA
Arg
25

CGC
Arg

CCT
Pro

GGT
Gly

CAC
His

CGA
Arg
105

ACC
Thr

CAA
Gln

CGT TGC GAC TGT GCG
Arg Cys Asp Cys Ala

ACC TAC TCC TCC AAA
Thr Tyr Ser Ser Lys

170

())CARACTERISTICAS DE SECUENCIA:

TGC
Cys
10

Lys

TGC
Cys

CAC
His

CAT
His

ACT
Thr
90

TCA
Ser

Lys

cGe
Arg

ARG GGC CTG TCT
Lys Gly Leu Ser

155

GCC AGA CTC CAT
Ala Arg Leu His

CAC
His

Lys

AAT

ATC
Ile

TAC
Tyr
75

ARG

Lys

TCA
Ser

ATC
Ile

ARG
Lys

AGT
Ser

Lys

AAT
Asn

cce
Pro
60

TCA
Ser

ATG
Met

GAC
Asp

TGC
Cys

ARG
Lys
140

(A) LONGITUD: 928 pares de bases

(B) TIPO: acido nucleico

(C) TIPO DE CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc

(iX)YCARACTERISTICA:

(A)NOMBRE/CLAVE: CDS

(B)LOCALIZACION: 75..800

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

66

cce
Pro

CGC
Arg

GGC
Gly
45

GCT
Ala

AAC
Asn

TCA
Ser

TGC
Cys

ARA
Lys
125

GGT
Gly

CAC
His

TGC
Cys
30

ATC
Ile

CTG
Leu

CAT
His

CAT
His

ATT
Ile
110

CCA
Pro

TCT
Ser

TGC
Cys

GTG
Val
175

CARA
Gln
15

CAC

His

TGT
Cys

GAT
Asp

GAC
Asp

ATA
Ile
95

GRA
Glu

Val

CAT
His

Lys
160

TGT
Cys

GGA
Gly

CGA
Arg

ATC
Ile

GGT
Gly

TTG
Leu
80

Lys

GGG
Gly

CTC
Leu

GGG
Gly

480

528

537

48

96

144

152

240

288

336

384

432
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CTCGAGGCCA AAATTCGGCA CGAGGCCGGG CTGTGGTCTA GCATAAAGGC GGAGCCCAGA 60

AGAAGGGGCG GGGT ATG GGA GAA GCC TCC CCA CCT GCC CCC GCA AGG CGG 110
Met Gly Glu Ala Ser Pro Pro Ala Pro Ala Arg Arg
1 5 10
CAT CTG CTG GTC CTG CTG CTG CTC CTC TCT ACC CTG GTG ATC CCC TCC 158
His Leu Leu Val Leu Leu Leu Leu Leu Ser Thr Leu Val Ile Pro Ser
15 20 25
GCT GCA GCT CCT ATC CAT GAT GCT GAC GCC CAA GAG AGC TCC TTG GGT 206
Ala Ala Ala Pro Ile His Asp Ala Asp Ala Gln Glu Ser Ser Leu Gly
30 35 40
éTC ACA GGC CTC CAG AGC CTA CTC CAA GGC TTC AGC CGA CTT TTC CTG 254
Leu Thr Gly Leu Gln Ser Leu Leu Gln Gly Phe Ser Arg Leu Phe Leu
45 50 55 60
AAA GGT AAC CTG CTT CGG GGC ATA GAC AGC TTA TTC TCT GCC CCC ATG ipz2
Lys Gly Asn Leu Leu Arg Gly Ile Asp Ser Leu Phe Ser Ala Pro Met
&5 70 75
GAC TTC CGG GGC CTC CCT GGG AAC TAC CAC ARA GAG GAG AAC CAG GAG 350
Asp Phe Arg Gly Leu Pro Gly Asn Tyr His Lys Glu Glu Asn Gln Glu
80 85 ' 90

67



CAC.

His

ATG
Met

GCA
Ala
125

Ccc

Pro

GAC
Asp

Lys

TGG
Trp

CGC
Arg
205

TCC

Ser

AGG
Arg

TAGCCCCCAT CAGACCCTGC CCCAAGCACC ATATGGAAAT AAAGTTCTTT CTTACATCTA

CAG
Gln

ACC
Thr
110

TCC
Ser

AGG
Arg

AGC
Ser

CTG
Leu

CcTC
Leu
190

ARG
Lys

CAC
His

ccc
Pro

CTG
Leu
95

GAC
Asp

ATT
Ile

ATG
Met

TTC
Phe

CCA
Pro
175

AGC

Ser

GGG
Gly

TCC
Ser

TCT
Ser

GGG
Gly

AAC
Asn

CAR
Gln

GAG
Glu

CAC
His
160

CGG

Arg

GAG
Glu

ACC
Thr

AGG

'Arg

CGG
Arg
240

AAC
Asn

AAG
Lys

cCca
Pro

GAG
Glu
145

ACA
Thr

CGG
Arg

ARG
Lys

CAC
His

CTG
Leu
225

CAG
Gln

ARC
Asn

ACA
Thr

GCG
Ala
130

AAG
Lys

Glu

-AGG

Arg

CGA
Arg

ARG
Lys
210

TCC

Ser

CTG
Leu

ACC
Thr

GGA
Gly
115

GAG
Glu

GAG
Glu

CTC
Leu

TCC
Ser

CAC
His
195
GAC
Asp

Cccc
Pro

CTC
Leu
100

GAG
Glu

GGG
Gly

GCC
Ala

CAT
His

CAC
His
180
CGC
Arg

GTC
val

CGA
Arg

ES 2364 850 T3

TCC
Ser

GTG
Val

AGC
Ser

CTG
Leu

ccc
Pro
165

CAG
Gln

CTG
Leu

CTA
Leu

ARG
Lys

AGC
Ser

CTG
Leu

TTC
Phe

GTA
Vval
150

CGG

Arg

GAT
Asp

CAG
Gln

Glu

ACC
Thr
230

CAC
His

ATC
Ile

GAG
Glu
135

ccce
Pro

GTG
val

GCC
Ala

GCC
Ala

GAG
Glu
215

CAC
His

CTC
Leu

TCC
Ser
120

GGT
Gly

ATC
Ile

GCC
Ala

CTG
Leu

ATC

Ile
200

GGG
Gly

TTA
Leu

CAG
Gln
105

GAG
Glu

GAT
Asp

CAG
Gln

TTC
Phe

GAG
Glu
185

CGG
Arg

ACC
Thr

CTG
Leu

ATC
Ile

AAT
Asn

Leu

ARG
Lys

TGG
Trp
170

GGC
Gly

GAT
Asp

GAG
Glu

TAC
TYr

GAC
Asp

GTG
Vval

AAG
Lys

GCC
Ala
155

ATC
Ile

GGC
Gly

GGA
Gly

AGC
Ser

ATC
Ile
235

TAGGGGTGGG GACCGGGGAG CACCTGCCTG

AAMAAAAAAA AAAAAARARA AAAARAARATTG GCGGCCGC

(2)INFORMACION PARA SEQ ID NO: 14:

()CARACTERISTICAS DE SECUENCIA:

(A)LONGITUD: 242 amino&cidos

(B)TIPO: aminoacido

(D)TOPOLOGIA: lineal

(iYTIPO DE MOLECULA: proteina

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

68

ARG
Lys

GTG
Val

GTA
Val
140

ACG
Thr

ATT
Ile

CAC
His

CTC
Leu

TCC

Ser
220

CcTC
Leu

398

446

494

542

580

638

686

734

782

830

890

928
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Met
Leu
Ile
Gln
Leu

65

Leu

Lys
Pro
Glu
145
Thr
Arg
Lys
His
Leu

225

Gln

Gly

Leu

His

Ser

50

Arg

Pro

Asn

Thr

Ala

130

Lys

Glu

Arg

Arg

Lys

210

Ser

Leu

Glu
Leu
Asp

35
Leu
Gly
Gly
Thr
Gly
115
Glu
Glu
Leu
Ser
His
195

Asp

Pro

Ala

Leu

20

Ala

Leu

Ile

Asn

Leu

100

Glu

Gly

Ala

His

His

180

Arg

Val

Arg

Ser

Leu

Asp

Gln

Asp

Tyr

85

Ser

val

Ser

Leu

Pro

Ser

Ala

Gly

Ser

70

His

Ser

Phe

Val

150

Pro

165

Gln

Leu

Leu

Lys

Arg

Asp

Gln

Glu

Thr
230

Pro

Thr

Gln

Phe

55

Leu

Lys

His

Ile

Glu

135

Pro

Val

Ala

Ala

Glu

215

His

Ala

Leu

Glu

40

Ser

Phe

Glu

Leu

Ser

120

Gly

Ile

Ala

Leu

Ile

200

Gly

Leu

Pro

Val

25

Ser

Arg

Ser

Glu

Gln

105

Glu

Asp

Gln

Phe

Glu

185

Arg

Thr

Leu

(2)INFORMACION PARA SEQ ID NO: 15:

ES 2364 850 T3

Ala

10
Ile
Ser
Leu
Ala
Asn

S0
Ile
Asn
Leu
Lys
Trp
170
Gly
Asp

Glu

Tyr

()CARACTERISTICAS DE SEQUENCIA:

Arg

Pro

Leu

Phe

Pro

75

Gln

Asp

Val

Lys

Ala

155

Ile

Gly

Gly

Ser

Ile
235

(A)LONGITUD: 726 pares de bases

(B)TIPO: acido nucleico

(C)TIPO DE CADENA: sencilla

(D)TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc

(ix)CARACTERISTICA:

(A)NOMBRE/CLAVE: CDS

(B)LOCALIZACION: 1..726

Arg

Ser

Gly

Leu

60

Met

Glu

Lys

Val

Val

140

Thr

Ile

His

Leu

Ser

220

Leu

His
Ala
Leu

45
Lys
Asp
His
Met
Ala
125
Pro
Asp
Lys
Trp
Arg
205

Ser

Arg

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

69

Leu

Ala

30

Thr

Gly

Phe

Gln

Thr

110

Ser

Arg

Ser

Leu

Leu

190

Lys

His

Pro

Leu

15,

Ala

Gly

Asn

Arg

Leu

95

Asp

Ile

Met

FPhe

Pro

175

Ser

Gly

Ser

Ser

Val
Pro
Leu
Leu
Gly

80
Gly
Asn
Gln
Glu
His
160
Arg
Glu
Thr

Arg

Arg
240



ATG
Met

Leu

ATC
Ile

CAG
Gln

CTT
Leu
&5

Lys

CCA
Pro

Glu
145

ACA
Thr

CGG
Arg

Lys

CAC
His

cTG
Leu
225

CAG"
Gln

(2) INFORMACION PARA SEQ

GGA
Gly

CTG
Leu

CAT
His

AGC
Ser
50

CGG

Arg

CCT
Pro

AAC
Asn

ACA
Thr

‘GCG
Ala
130

ARG

Lys

GAA
Glu

AGG
Arg

CGA
Arg

Lys
210

TCC

Ser

CTG
Leu

GAA
Glu

CTG
Leu

GAT
Asp
35

CTA
Leu

GGC
Gly

GGG
Gly

ACC
Thr

GGA
Gly
115

GAG
Glu

GAG
Glu

cTc
Leu

TCC
Ser

CAC
His
195
GAC
Asp

ccc
Pro

GCC
Ala

CTC
Leu
20

GCT
Ala

CTC
Leu

ATA
Ile

AAC
Asn

CTC
Leu
100

GRG
Glu

GGG
Gly

GCC
Ala

CAT
His

CAC
His
180
CcGC
Arg

GTC
val

CGA
Arg

TCC
Ser

CTC
Leu

GAC
Asp

CAA
Gln

GAC
Asp

TAC
Tyr
85

TCC

Ser

GTG
Val

AGC
Ser

CTG
Leu

ccc
Pro
165

CAG
Gln

Leu

CTA
Leu

ARG
Lys

CCA
Pro

TCT
Ser

GCC
Ala

GGC
Gly

AGC
Ser
70

CAC
His

AGC
Ser

CTG
Leu

TTC
Phe

GTA
val
150

CGG
Arg

GAT
Asp

CAG
Gln

GAA
Glu

ACC
Thr
230

CCT
Pro

ACC
Thr

CAA
Gln

TTC"
Phe

GCC
Ala

CTG
Leu

GAG
Glu

ES 2364 850 T3

ccc
Pro

GTG
val

GCA
Ala

10

25

40

55

TTA
Leu

Lys

CAC
His

ATC
Ile

GAG
Glu

AGC
Ser

TTC
Phe

GAG
Glu

CTC
Leu

TCC
Ser

AGC
Ser

CGA
Arg

TCT
Ser

GAG
Glu

CAG
Gln

ATC
Ile

TCC
Ser

CTT
Leu

GCC
Ala

AAC
Asn

AGG
Arg

c¢ee
Pro

TTG
Leu

TTC
Phe

ccc
Pro

CGG
Arg

TCC
Ser

GGT
Gly

CTG
Leu

CAT
His

GCT
Ala

CTC
Leu

CTG
Leu

GCA
Ala

CTG GTC
Leu Val

15

30

45

60

75

20

105

120

135

CccC
Pro

GTG
Val

GCC
Ala

GCC
Ala

GAG

‘Glu

215

CAC
His

CTG
Leu

ATC
Ile
200

GGG
Gly

TTA

Leu

GGT
Gly

ATC
Ile

GCC
Ala

GAG
Glu
185

CGG

Arg

ACC
Thr

CTG
Leu

. ID NO: 16:

GAG
Glu

GAT
Asp

CAG
Gln

TTC
Phe

ATC
Ile

AAT
Asn

TTG
Leu

AAG
Lys

TGG
Trp

CAG
Gln

GAC
Asp

GTG
Val

ARG
Lys

GCC
Ala

ATG
Met

GAG
Glu

ARG
Lys

GTG
val

GTA
val

Lys

GAC
Asp

CAC
His

ATG
Met

GCA
Ala

ACA
Thr

GGT |
Gly

TTC
Phe

CAG
Gln

ACC
Thr

GCT CCT
Ala Pro

GGC CTC
Gly Leu

Asn Leu

CGG GGC
Arg Gly

BO

CTG GGG
Leu Gly

95

110

125

140

155

170

GGC
Gly

GAT
Asp

GAG
Glu

TAC
Tyr

()CARACTERISTICAS DE SECUENCIA:

GGC
Gly

GGA
Gly

AGC
Ser

ATC
Ile
235

(A)LONGITUD: 2381 pares de bases

ATC
Ile

CAC
His

cTC
Leu

TCC
Ser
220

CTC
Leu

70

ACG
Thr

ATT
Ile

TGG
Trp
CGC
205
TCC

Ser

AGG
Arg

cce
Pro

GAC
Asp

ARG
Lys

CTC
Leu
190

ARG

Lys

CAC
His

cCcc
Pro

TCC
Ser

AGG
Arg

AGC
Ser

CTG
Leu

GAC ARAC
Asp Asn

ATT CAA
Ile Gln

ATG GAG
Met Glu

TTC CAC
Phe His

160

CCA CGG
Pro Arg

175

AGC
Ser

GGG
Gly

TCC
Ser

TCT
Ser

GAG
Glu

ACC
Thr

AGG
Arg

CGG
Arg
240

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720

726
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(B)TIPO: &cido nucleico
(C)TIPO DE CADENA: sencilla
(D)TOPOLOGIA: lineal
(i))TIPO DE MOLECULA: ADNC
(iX)CARACTERISTICA:
(A)NOMBRE/CLAVE: CDS
(B)UBICACION: 110..1156

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

FGTCGACCCA CGCGTCCGCT GTGGCAGCCC AGCTACCGGT CGTGACCAGA TCCAGCTTGC 60

AGCTCAGCTT TGTTCATTCG AATTGGGCGG CGGCCAGCGC GGAACAAAC ATG CAG 115
. Met Gln
1
CGG CTC GGG GGT ATT TTG CTG TGT ACA CTG CTG GCG GCG GCG GTC CCC 163
Arg Leu Gly Gly Ile Leu Leu Cys Thr Leu Leu Ala Ala Ala Val Pro
5 ' 10 15
ACT GCT CCT GCT CCT TCC CCG ACG GTC ACT TGG ACT CCG GCG GAG CCG 211
Thr Ala Pro Ala Pro Ser Pro Thr Val Thr Trp Thr Pro Ala Glu Pro
20 : 25 30
GGC CCA GCT CTC AAC TAC CCT CAG GAG GAA GCT ACG CTC AAT GAG ATG 259
Gly Pro Ala Leu Asn Tyr Pro Gln Glu Glu Ala Thr Leu Asn Glu Met
35 40 45 50

71



TTT
Phe

AGT
Ser

TCT
Ser

AGC
Ser

GTT
val
115

ACA
Thr

TGT
Cys

AGC
Ser

ACC
Thr

TGC
Cys
195

CAG
Gln

CTG
Leu

GAC
Asp

GAA
Glu

CGA
Arg

GCC
Ala

GAG
Glu

ACG
Thr
100

CAC
His

GTC
val

ATC
Ile

TTC
Phe

CGA
Arg
180

ACC
Thr

AGG
Arg

TTC
Phe

ccc
Pro

GGA
Gly
260

GAG
Glu

GTG
Val

GTG
Val
85

GAG
Glu

ARG
Lys

ATT
Ile

ATT
Ile

ARG
Lys
165

GAC
Asp

CAA
Gln

GAT
Asp

ccce
Pro

ACC
Thr
245

GCT
Ala

GTG
val

GAG
Glu
70

ARC

Asn

ACC
Thr

ATA
Ile

ACA
Thr

GAT
Asp
150

TAC
Tyr

AGT
Ser

ARG
Lys

TGC
Cys

GTG

Val

230
AGC

Ser

TTG
Leu

GAG
Glu
55

GAG
Glu

CTG
Leu

AGG
Arg

ACC
Thr

TCT
Ser
135

Glu

ACC
Thr

GAG
Glu

GCC
Ala

CAG
Gln
215

TGC
Cys

CAG
Gln

GAC
Asp

GAG
Glu

ATG
Met

GCA
Ala

GTG
Val

AAC
Asn
120

GTA
Val
GAC
Asp

TGC
Cys

TGC
Cys

ACC
Thr
200
ccT
Pro

ACA
Thr

CTG
Leu

CGA

CTG
Leu

GAG
Glu

AGC
Ser

‘GGA

Gly
105

AARC
Asn

GGG
Gly

TGT
Cys

CAG
Gln

TGT
Cys
185

Lys

Gly

ccc
Pro

TGC

Cys
265

ATG
Met

GCG
Ala

TTA
Leu
20

AAT
Asn

CAG
Gln

GAT
Asp

GGG
Gly

CCA
Pro
170

GGA
Gly

GGT
Gly

Leu

CTG
Leu

GAT
Asp
250

cccC
Pro

ES 2364 850 T3

GAA
Glu

GAA
Glu
75

CcCcT
Pro

AAC
Asn

AGT
Ser

GAA
Glu

ccc
Pro
155

TGC
Cys

GAC
Asp

GGC
Gly

TGT
Cys

ccc
Pro
235

CTC

Leu

TGC
Cys

GAC
Asp
60

GAA
Glu

ccc
Pro

ACA
Thr

GGA
Gly

GAA
Glu
140

ACC
Thr

CGG
Arg

CAG
Gln

AAT
Asn

TGT
Cys
220

GTG
Val

ATC
Ile

GCC
Ala

ACT
Thr

GCA
Ala

AAC
Asn

GTC
val

CAG
Gln
125

GGC
Gly

AGG
Arg

GAC
Asp

CTG
Leu

GGG
Gly
205

GCC
Ala

GAG
Glu

ACC
Thr

AGT
Ser

72

CAG
Gln

GCT
Ala

TAT
Tyr

CAT
His
110

GTG
Val

AAG
Lys

TAC
Tyr

CAG
Gln

TGT
Cys
190

ACC
Thr

TTC

.Phe

GGA
Gly

TGG
Trp

GGC
Gly
270

CAC
His

GCT
Ala

CAC
His
95

GTG
val

GTC
val

AGG
Arg

TGC
Cys

CAG
Gln
175

GCC
Ala

ATC
Ile

Gln

GAG
Glu

GAA
Glu
255

CTC
Leu

Lys

Lys
80

AAT
Asn

CAC
His

TTT
Phe

AGC
Ser

CAG
Gln
160

ATG
Met

TGG
Trp

TGT
Cys

AGA
Arg

CTC
Leu
240

CTG

Leu

CTA
Leu

CTG
Leu
65

ACG
Thr

GAG
Glu

CAG
Gln

TCT
Ser

CAT
His
145

TTC
FPhe

CTA
Leu

GGT
Gly

GAC
Asp

GGC
Gly
225

TGC
Cys

GAG
Glu

TGC
Cys

CGC
Arg

TCC
Ser

ACC
Thr

GAA
Glu

GAG
Glu
130

GAA
Glu

TCC
Ser

TGC

Cys

CAC
His

ARAC
Asn
210

CTG

Leu

CAT
His

CCT
Pro

CAG
Gln

307
355
403 I
451
499
547
595
643
691
738
787
835
883

931



CCA
Pro
275

CAC
His

AGC
Ser

CAT
His

GAG
Glu

TAC
Tyr

CTG
Leu

GAC
Asp

AGC
Ser

GAC
Asp

GAA
Glu

GAG
Glu

CAC
His

AGT
Ser

CTG
Leu

ES 2364 850 T3

GTG
val

TAC
Tyr

280

CAC
His

AGT
Ser
295

GAT
Asp
310

GTT
val

CGG
Arg

AGC
Ser

325

CCT
Pro

GTG
val
340
TCACTGGTAG
GGAATGGCCG
ACATTTCTTC
CAGCGGTGAG
ATTTGTTTGA
ACAGGGAGGA
GTCTTGCGCC
CCTCCCACAT
AGCCACGCCC
GCCCCATGCT
TGGAGGGAGT
GGTCAGGCTG
ACCGACTGCT
TGCAGGAAGT
CTTAGCAACA
TGTAGAGTAC

" TGACGGTTTC

GAG
Glu

TCA
Ser

CTA.
Leu
ATGTGCAATA
CAGCTCCTTC
CAGCCGCCCT
TCGTCéCTCG
AGGGAGAGGA
GGATGCCTGC
GCTCCCATGG
ATTCATCCCT
CCTCTTGCTC
CTCTCT&TCA
GAAATCCTTT
ACTTGCATGT
TCAATACCTC
ATACTTGGCT
ATGGARAGCC
AGCTGTGACA

AGGTGCCAGG

GAG
Glu

GGC
Gly

CTA
Leu

GGC
Gly

GAG
Glu

AGC
Ser

TTC
Phe

ATA
Ile

GCC
Ala

CAG
Gln
330

GGA
Gly
345

GAG
Glu

GAAATGGCTA
CCAGTAGCTT
GCTTCTCTGA
CTGTTGCTAG
TGGGAAGGGG
CTTGCAGACG
GCTGAGGCAG
GTGTTTCAGC
ACCACAGCCT
ACCCCATACC
GGTTTAATTA
CCCTCTAACG
TGAAAGCCAG
AATTGTAGGG
TTTCTCAGTC
TACAGACAGA

AACTATTACC

ATG
Met

CAG
Gln

GGG
Gly
315

GRG

Glu

GAG
Glu

TGC
Cys

AAG
Lys
285
CTG
Leu
300

ccce
Pro

GAA
Glu

GTG

ATG
Met

GCA
Ala

ATT
Ile

GAG

Glu

ATTTATTTTC

TTCCTCTGGC

CTTGGGAAAG

Val.

cca
Pro

Gce
Ala

AGG
Arg

GAG
Glu

CGC
Arg

CAG
Gln

TTC
Phe

GCC
Ala

GAG
Glu

GTG
val

GGC
Gly
290

CCG
Pro
305

GAT
Asp

CTG
Leu

GAA
Glu

320

TTT
Phe

GAG
Glu
335

TAGGCCCAGA

CCAGGAGTGT

TTGACAAGGT

ACAGGCATGG

AAACGCTGTC
TGAAGTCTGC
TGGACTTGGC
TGGCTACACA
TCCTACCTCA
AGGAGGGGAC
AGCCTCTGTG
TTTTCTCCTT
TTCGTAGCAG
TGCTCGGAGT
CTAGGATTGT
ACACCGAGAA
AGAAGGCTGG

ATTCTGTATC

73

FIGTTCUTTCA
TCATGA?GGR
AAAATGTAAC
AGAGCTATGC
CTGTCAGCAC
CAGAGGGGAC
CCAGCGACAG
CAAGGCACGC
TGTGGTGGAC
GCAGTTCGTG
GAATGAAATT
GTCACAACCA
GCTGGATGTC

TATCCAGAGT

GGG
Gly

CCT
Pro

GCC
Ala

CCCAGCTGAG

CCCCAAGTGT
ACAGTGCAGT
CGGGTAAGGG
TGGATGGAAG
TTTGGGGGAT
CTTTGCTTTT
TGCTCTGTGG
AGCCCTTCAT
TTCTCTCAGA
TCCTTCCAAA
CTGCCACTAA
ACTGTCTTCC
TAAATTAATT
TGCAAAGTCG
AGCCAGGTTG
AGGCCTCAGA

TATTAARATT

979

1027

1075

1123

1176

1236
1296
1356
1416
1476
1536
1596
1656
1716
1776
1836
1896
1956
2016
2076
2136

2196
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GAAAGTTGCA CACATTTGTA TAAGCATGCC TTTCTCCTGA GTTTTAAATT ATATGTATAC 2256

ACAAACATGT GGCCCTCAAA GATCATGCAC AAACCACTAC TCTTTGCTAA TTCTTGGACT 2316

TTTCTCTTTG ATTTTCAATA AATACAAATC CCCTTCATGC AAAAAAAAAA AAAAAGGGCG 2376

GCCGC ) 2381

(2)INFORMACION PARA SEQ ID NO: 17:

()CARACTERISTICAS DE SECUENCIA
(A)LONGITUD: 349 aminoacidos
(B)TIPO: aminoacido
(D)TOPOLOGIA: lineal

(i TIPO DE MOLECULA: proteina

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

Met Gln Arg Leu Gly Gly Ile Leu Leu Cys Thr Leu Leu Ala Ala Ala
1 5 10 15

Val Pro Thr Ala Pro Ala Pro Ser Pro Thr Val Thr Trp Thr Pro Ala
20 2s EREE 30

Glu Pro Gly Pro Ala Leu Asn Tyr Pro Gln Glu Glu Ala Thr Leu Asn
Glu Met Phe Arg Glu Val Glu Glu Leu Met Glu Asp Thr Gln His Lys
50 55 60

Leu Arg Ser Ala Val Glu Glu Met Glu Ala Glu Glu Ala Ala Ala Lys
65 70 75 © 80

Thr Ser Ser Glu Val Asn Leu Ala Ser Leu Pro Pro Asn Tyr His Asn
8s ' 90 95

Glu Thr Ser Thr Glu Thr Arg Val Gly Asn Asn Thr Val His Val His
100 105 110

Gln Glu Val His Lys Ile Thr Asn Asn Gln Ser Gly Gln Val Val Phe
115 120 125

Ser Glu Thr Val Ile Thr Ser Val Gly Asp Glu Glu Gly Lys Arg Ser
130 135 140 .

His Glu Cys Ile Ile Asp Glu Asp Cys Gly Pro Thr Arg Tyr Cys Gln
145 150 155 160

Phe Ser Ser Phe Lys Tyr Thr Cys Gln Pro Cys Arg Asp Gln Gln Met
165 ) 170 175

Leu Cys Thr Arg Asp Ser Glu Cys Cys Gly Asp Gln Leu Cys Ala Trp
180 185 190

74



10

Gly

Gly
225
Cys
Glu
Cys
Val
Pro
305

Leu

Pro

His
Asn
210
Leu
His
Pro
Gln
Gly
290
Asp

Glu

Ala

Cys
195
Gln
Leu
Asp
Glu
Pro
27s
Ser
Glu

Asp

Pro

Thr
Arg
Phe
Pro
Gly
260
His
His
.Tyr

Leu

val
340

Gln

Asp

Pro

Thx

245

Ala

Ser

Asp

Glu

Glu

328

Glu

Lys

Cys

Val

230

Ser

Leu

His

His

Asp

310

Arg

Ser

ES 2364 850 T3

Ala Thr
200

Gln Pro
215

Cys Thr
Gln Leu
Asp Arg
Ser Leu

280
Ser Glu
295
val Gly

Ser Leu

Leu Gly

(2)INFORMACION PARA SEQ ID NO: 18:

Lys

Gly

Pro

Leu

Cys

265

Val

Glu

Phe

Ala

Gly
345

(ICARACTERISTICAS DE SECUENCIA:

Gly
Leu
Leu
Asp

250

Pro
Tyr.
Ser
Ile
Gln

330

Glu

(A)LONGITUD: 1047 pares de bases

(B)TIPO: acido nucleico

(C)TIPO DE CADENA: sencilla

(D)TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc

(ix)CARACTERISTICA:

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

(AINOMBRE/CLAVE: CDS

(B)LOCALIZACION: 1..1047

ATG CAG CGG CTC GGG GGT ATT TTG CTG TGT
Met Gln Arg Leu Gly Gly Ile Leu Leu Cys

1

5

10

GTC CCC ACT GCT CCT GCT CCT TCC CCG ACG
val Pro Thr Ala Pro Ala Pro Ser Pro Thr

20

25

Gly
Cys
Pro
235
Leu
Cys
Met
Gln
Gly
315

Glu

Glu

ACA CTG CTG GCG
Thr Leu Leu Ala

GTC ACT TGG ACT
val Thr Trp Thr

75

Asn

Cys

220

Val

Ile

Ala

Cys

Leu

300

Glu

Met

Glu

Gly

205

Ala

Glu

Thr

Ser

Lys

285

Pro

val

Ala

Ile

Thr

Phe

Gly

Trp

Gly

270

Pro

Arg

Arg

Phe

30

Ile

Gln

Glu

Glu

255

Leu

Ala

Glu

Gln

Glu
335

15

Cys
Arg
Leu
240
Leu
Leu
Phe
Ala
Glu

320

Gly

GCG GCG
Ala Ala

CCG GCG
Pro Ala

48

96



GAG
Glu

GAG
Glu

CTG
Leu
€5

ACG
Thr

GAG
Glu

CAG
Gln

TCT
Ser

CAT
His
145

TTC
Phe

CTA
Leu

GGT
Gly

GAC
Asp

GGC
Gly
225

TGC
Cys

CCG
Pro

ATG

‘Met

50

CGC
Arg

TCC
Ser

ACC
Thr

GAA
Glu

GAG
Glu
130

GAA
Glu

TCC
Ser

TGC
Cys

CAC
His

Asn
210

CTG
Leu

CAT -
"Asp

His

GGC
Gly
35

TTT
Phe

AGT
Ser

TCT
Ser

AGC
Ser

GTT
val
115

ACA

Thr

TGT
Cys

AGC
Ser

ACC
Thr

cca
Pro

CGA
Arg

GCC
Ala

GAG
Glu

ACG
Thr
100

CAC
His

GTC

val

ATC
Ile

TTC
Phe

CGA
Arg

180

TGC
Cys
195

CAG
Gln

CTG
Leu

GAC

ACC
Thr

AGG
Arg

TTC
Phe

cce
Pro

GCT
Ala

GAG
Glu

GTG
val

GTG
val
85

GAG
Glu

AAG
Lys

ATT
Ile

ATT
Ile

AAG
Lys
165

GAC
Asp

CAA
Gln

GAT
Asp

ccce
Pro

ACC
Thr
245

CTC

Leu

GTG
val

GAG
Glu
70

Asn

ACC
Thr

ATA
Ile

ACA
Thr

GAT
Asp
150

TAC
Tyxr

AGT
Ser

Lys

TGC
Cys

GTG
Val
230

AGC
Ser

AAC
Asn

GAG
Glu
55

GAG
Glu

CTG
Leu

AGG
Arg

ACC
Thr

TCT
Ser
135

GAA
Glu

ACC
Thr

GAG
Glu

GCC
Ala

CAG
Gln
215

TGC

Cys

CAG
Gln

TAC
Tyr
40

GAG

Glu

ATG
Met

GCa
Ala

GTG
val

AAC
Asn
120

GTA
Val

GAC
Asp

TGC
Cys

TGC
Cys

ACC
Thr
200

CcCcT

Pro

ACA
Thr

CTG
Leu
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CcCT
Pro

CTG
Leu

GAG
Glu

AGC
Ser

GGA
Gly
105

AAC

Asn

GGG
Gly

TGT
Cys

CAG
Gln

TGT
Cys
185

Lys

GGC
Gly

CcccC
Pro

CTG
Leu

CAG
Gln

ATG
Met

GCG
Ala

TTA
Leu
90

AAT
Asn

CAG
Gln

GAT
Asp

GGG
Gly

CCA
Pro
170

GGA
Gly

GGT
Gly

CTG
Leu

CTG
Leu

GAT
Asp
250

GAG
Glu

GAA
Glu

GAA
Glu
75

ccT

Pro

AAC
Asn

‘AGT

Ser

GAA
Glu

ccce
Pro
155
TGC
Cys

GAC
Asp

GGC
Gly

TGT
Cys

ccc
Pro
235

CTC
Leu

76

GAA
Glu

GAC
Asp
60

GAA
Glu

ccce
Pro

ACA
Thr

GGA
Gly

GAA
Glu
140

ACC
Thr

CGG
Arg

CAG
Gln

AAT
Asn

TGT
Cys
220

GTG

Vval

ATC
Ile

GCT
Ala
45

ACT
Thr

GCA
Ala

AAC
Asn

GTC
Val

CAG
Gln
125

‘cac

Gly

AGG
Arg

GAC
Asp

CTG
Leu

GGG
Gly
205

GCC
Ala

GAG
Glu

ACC
Thr

ACG
Thr

CAG
Gln

GCT
Ala

TAT
Tyr

CAT
His
110

GTG
val

ARG
Lys

TAC
Tyr

CAG
Gln

TGT
Cys
190

ACC
Thr

TTC
Phe

GGA
Gly

TGG
Trp

CTC
Leu

CAC
His

GCT
Ala

CAC
His

95

GTG
Val

GTC
Val

AGG
Arg

TGC
Cys

CAG
Gln
175

GCC
Ala

ATC
Ile

CAA
Gln

GAG
Glu

GAA
Glu
255

AAT
Asn

Lys

Lys
80

AAT
Asn

CAC
His

TTT
Phe

AGC
Ser

CAG
Gln
160

ATG
Met

TGG
Trp

TGT
Cys

AGA
Arg

CTC
Leu
240

CTG
Leu

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720

768
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GAG CCT GAA GGA GCT TTG GAC CGA TGC CCC TGC GCC AGT GGC CTC CTA Bl6
Glu Pro Glu Gly Ala Leu Asp Arg Cys Pro Cys Ala Ser Gly Leu Leu

260 265 . 270
TGC CAG CCA CAC AGC CAC AGT CTG GTG TAC ATG TGC AAG CCA GCC TTC B64

Cys Gln Pro His Ser His Ser Leu Val Tyr Met Cys Lys Pro Ala Phe
275 280 285

GTG GGC AGC CAT GAC CAC AGT GAG GAG AGC CAG CTG CCC AGG GAG GCC 912
Val Gly Ser His Asp His Ser Glu Glu Ser Gln Leu Pro Arg Glu Ala
290 295 300
CCG GAT GAG TAC GAA GAT GTT GGC TTC ATA GGG GAA GTG CGC CAG GAG 960
Pro Asp Glu Tyr Glu Asp Val Gly Phe Ile Gly Glu Val Arg Gln Glu
305 310 - 315 320
CTG GAA GAC CTG GAG CGG AGC CTA GCC CAG GAG ATG GCA TTT GAG GGG 1008
Leu Glu Asp Leu Glu Arg Ser Leu Ala Gln Glu Met Ala Phe Glu Gly
325 330 335
CCT GCC CCT GTG GAG TCA CTA GGC GGA GAG GAG GAG ATT 1047

Pro Ala Pro Val Glu Ser Leu Gly Gly Glu Glu Glu Ile
’ 340 345
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<223>

<400> 1

(53]

ggcacgaggg ggeggegget gogggegeag agoggag atg cag cgg ctt ggg geo 5
Met Gln Arg Leu Gly Ala
1 5

acc ctg ctqg tge ctg ctg ctg gog gog gog gtc ccoc acy goc coc goeg 103
Thr Leu Leu Cys Leu Leu Leu Ala Ala Ala Val Pro Thr Ala Pro Ala
10 15 20

cece gel cog acyg geg acce teg get cca ghte aag coe gge ceg get cte 151
Pro Ala Pro Thr Ala Thr Ser Ala Pro Val Lys Pro Gly Fro Ala Leu
25 30 35

agc tac ccg cag gag gag goe ace cte aat gag atg tte cge gag gtt 199
Ser Tyr Pro Gln Glu Glu Ala Thr Leu Asn Glu Met FPhe Arg Glu Val
40 45 50

gag gaa ctg atg gag gac acg cag cac aaa LLg cge age gcg gtg gaa 247
Glu Glu Leu Met Glu Asp Thr Gln His Lys Leu Arg Ser Ala Val Glu

e

55 60 65 T0

78
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gag atg gag gca gaa gaa get get gebt aaa gea tea tea gaa gtg aac 295
Glu Met Glu Ala Glu Glu Ala Ala Ala Lys Ala Ser Ser Glu Val Asn
75 80 85
ctg gca aac tta cct cce age tat cac aat gag acc aac aca gac acg 343
Leu Ala Asn Leu Pro Pro Ser Tyr His Asn Glu Thr Asn Thr Asp Thr
90 95 100
aac gtt gga aat aat acc atc cat gtg cac cga gaa att cac aag ata 381
Asn Val Gly Asn Asn Thr Ile His Val His Arg Glu Ile His Lys Ile
105 110 115
acc aac aac cag act gga caa atg gtec ttt tca gag aca gtt atc aca 439
Thr Asn Asn Gin Thr Gly Gln Met Val Phe Ser Glu Thr Val Ile Thr
120 125 130
tct gtg gga gac gaa gaa ggc aga agg agc cac gag tge atc atce gac 487
Ser Val Gly Asp Glu Glu Gly Arg Arg Ser His Glu Cys Ile Ile Asp
135 140 145 150

gag gac tgt ggg ccc age atg tac tge cag bttt geoc age tte cag tac
Glu Asp Cys Gly Pro Ser Met Tyr Cys Gln Phe Ala Ser Phe Gln Tyr

8}
[¥s)
o

155 160 165
acc tgc cag cca Lgce cgyg ggce cag agg atg ctc tgce acc cgg gac agt 583
Thr Cys Gln Pro Cys Arg Gly Gln Arg Met Leu Cys Thr Arg Asp Ser
170 175 180
gag tgc tgt gga gac cag ctg tgt gte tgg ggt cac tge acc aaa atg 631
Glu Cys Cys Gly Asp Gln Leu Cys Val Trp Gly His Cys Thr Lys Met
185 190 195
gee acc agg ggce age aat ggg acc atc tgt gac aac cag agg gac tge 679
Ala Thr Arg Gly Ser Asn Gly Thr Ile Cys Asp Asn Gln Arg Asp Cys
200 205 210
cag ccg ggg ctg tgce tgt gec ttc cag aga ggc ctg ctg tte cct gty 127
Gln Pro Gly Leu Cys Cys Ala Phe Gln Arg Gly Leu Leu Phe Pro Val
215 229 225 230
tgc aca ccc ctg ccc gtg gag gge gag ctt tgce cat gac ccc gec agce 775
Cys Thr Pro Leu Pro Val Glu Gly Glu Leu Cys His Asp Pro Ala Ser
235 240 245
cgyg ctt ctg gac cte atc acc tgg gag cta gag cct gat gga gce ttg 823
Arg Leu Leu Asp Leu Ile Thr Trp Glu Leu Glu Pro Asp Gly Ala Leu
250 255 260
gac cga tgc cct tgt gec aghb gge cte cte tge cag cce cac ago cac 871
Asp Arg Cys Pro Cys Ala Ser Gly Leu Leu Cys Gln Prc His Ser His
265 270 275
age ctg gtg tat gtg tge aag ccg acc tte gtg ggg age cygt gac caa 919
Ser Leu Val Tyr Val Cys Lys Pro Thr Phe Val Gly Ser Arg Asp Gln
280C 285 230
gat ggg gag atc ctg ctg cocc aga gag gte cce gat gag tat gaa gtt 967
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Asp
295

Gly

ggc
Gly

agc
Ser

agc
Ser

ctg
Leu

gca
Ala

ctg
Leu

Glu

ttc
Phe

act
Thr

ctg
Leu
345

Ile Leu

Leu
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Pro Arg

300

atg
Met

gag
Glu
315

gaa
Glu
330

gag
Glu

gga
Gly

agg
Arg

caatagaaat agctaattta

tettectaca
catttgttca
aggcagggtt
ctctaccagt
gagalggaaa
ccetgetttg
ttccatggge
tgcattacat
agcattttca
ttectectegt
cacagctagt
ceactaccce
gattttictt
taaaagtaaa
aatgaagaca
gtatatgact
ggcgaggatt
ccacgltggag
cgaacactga
accatgtatt

ttetttgagt

teticttcce
getececcag
aaactgcagyg
tggcagacaq
caatgtggag
caaacatcaa
ataggtaagce
gtgtttattc
tatccaagat
ccatcaggga
gaagaccaga
acaccagcct
ttgaggcatyg
ctactgttag
atgatattga
gagecgtagea
ataaatgaaa
aaaatcaaac
actctacgec
catccagagt

tttaaattat

gag
Glu

atg
Met

gaa
Glu

gtg
Val

cgce
Arg

ctg
Leu

gcg
Ala

att
Ile
350

gad
Glu
tttceececang
agtaagtttc
getgttetee
agcagtttge
ccgtttgtte
tcteecctctg
cctggcaaaa
tgtgecttea
atccagcagt
caattcccte
tttcagagge
gcagtttcat
tggtgccacc
cacatctgga
gaacagcagt
cactgtcect
tacaggttaa
tttgcaaaat
cgagcagggce
actccacaaa
tcttaaagtt

gtataaacat

Glu val

305

caqg
Gln

gag
Glu
320

ctg
Leu

agyg cct
Arg

335

gag
Glu

Pro Asp

Pro Ala

Glu Tyr

gag
Glu

gac
Asp

ctyg
Leu

gct
Ala

agcg gcc
Ala

340

Glu Val

310

gag
Glu
325

agg
Arg

gct
Ala

gCc
Ala

tagatctgga ccaggectgtg ggtagatgtg

tgtgtgettt
ccetetgget
aggettcaca
cacccctgte
tacatggectt
attggttttg
atgcaacaaa
gctgttgeag
gttgctcage
tctcagcaca
tcagagactg
ctggttgtga
aaaagtgectc
attaaggtca
gtitctcacag
ctttggcagt
cctgecagaaa
cacttagecag
tgtgtgaaac
tgatgtttte
taaagttgca

aagttgcatt

aagcgtgggce
tgacagcatg
gtctggtget
cagattattyg
tgataattgt
gggaaatgtg
tgaattttce
atgaaatgtt
tectacetet
gectggygag
caagclgett
ctctaagetce
cccaaaagga
aactaattct
tgtggggcay
tgecattagta
cagtacttag
caactgaaga
atggttgtaa
aggtgteaty
catgattgta

tagaaatcaa

cttcaactge taaaaaaaaa aaaaaaasaa aaaaazaaaa aa

<270> 2
<211> 350
<212> PRT

<213> humano

80

tgaccagget
aggtgttgtg
tgggagagtc
gctgetttge
ttgaggggag
gagaagagtyg
acgcagttct
ctgttcaccc
gtgccaggge
ggggtcattg
gcccaagtea
agtgectctet
aggagaatgy
cacatccctc
cegtecttet
actttgaaaqg
gtaattgtag
caattatcaa
tatgcgactg
gactgttgcc
taagcatgcet

gcataaatca

1015

1063

1117

1177

1237

1297

1717

1777

1837

1897

1857

2017

2077

2137

2197

2257

2317

2377

2437

2478



<220>

<221> misc_feature

<222> (1196)..(1196)

<223> nucleétido desconocido

<400> 2

Met
1

Val

Glu

Leu

65

Ala

Glu

Arg

Ser

His

145

Phe

Gln

Pro

Pro

Met

50

Arg

Ser

Thr

Glu

Glu

130

Glu

Ala

Arg

Thr

Phe

Ser

Ser

Asn

Ile

115

Thr

Cys

Sex

Leu

Ala

20

Pro

Arg

Ala

Glu

Thr

100

His

Val

Ile

Phe

Gly

Pro

Ala

Glu

Val

Asp

Lys

Ile

Ile

Gln
165

Ala

Ala

Leu

Val

Glu
70

. Asn

Thr

Iie

Thr

Asp

150

Tyr

Thr

Pro

Ser

Glu

Leu

Asn

Thr

Ser

135

Glu

Thr

Leu

Ala

Tyx

40

Glu

Mat

Ala

Val

Asn

120

Val

Asp

Cys
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Leu

Pro

25

Pro

Leu

Glu

Asn

Gly

105

Asn

Gly

Cys

Gln

Cys

10

Thr

Gln

Mat

Ala

Leu

90

Asn

Gln

Asp

Gly

Pro
170

Leu

Ala

Glu

Glu

Pro

Asn

Thr

Glu

Pro

15%

Cys

81

Leuw

Thr

Glu

Asp

60

Glu

Pro

Thr

Gly

Glu

140

Ser

Arg

Leu

Ser

Ala

45

Thr

Ala

Ser

Ilie

Gln

125

Gly

Met

Gly

Ala

Ala

30

Thr

Gln

Ala

Tyr

His

110

Met

Arg

Tyr

Gln

Ala

15

Pro

Leu

His

Ala

His

95

Val

Val

Arg

Cys

Arg
175

Ala

Val

Asn

Lys

Lys

80

Asn

[is

Phe

Gln
160

Met



Leu Cys Thr

Gly His Cys
195

Asp Asn Gln
210

Gly Leu Leu
225

Cys His Asp

Glu Pro Asp

Cys Gln Pro
275

Val Gly Ser
290

Pro Asp Glu
305

Leu Glu Asp

Prc Ala Ala

<210>3
<211> 1050
<212> ADN
<213> humano

<400> 3

Arg

180

Thr

Arg

Phe

Pro

Gly

260

His

Arg

Tyr

Leu

Ala
340

Asp

Lys

Pro

Ala

245

Ala

Ser

Asp

Glu

Glu

325

Ala

Ser

Met

Cys

Val

230

Ser

Leu

His

Gln

Val

310

Arg

Ala

Glu

Ala

Gln

215

Cys

Arg

Asp

Sexr

Asp

295

Gly

Ser

Ala
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Cys

Thr

200

Pro

Thr

Leu

Arg

Leu

280

Gly

Ser

Leu

Leu

Cys

185

Arg

Gly

Pro

Leu

Cys

265

val

Glu

Phe

Thr

Leu
345

Gly

Gly

Leu

Leu

Asp

250

Pre

Tyr

Ile

Met

Glu

330

Gly

Ser

Cys

Pro

235

Leu

Cys

Val

Leu

Glu

315

Glu

Arg

Gln

Asn

Cys

220

Val

Ile

Ala

Cys

Leu

300

Glu

Met

Glu

Leu

Gly

205

Ala

Glu

Thr

Ser

Lys

285

Pro

Val

Ala

Glu

Cys

190

Thr

Phe

Gly

Trp

Gly

270

Pro

Arg

Arg

Leu

Ile
350

Val

Ile

Gln

Glu

Leu

Thr

Glu

Gln

Arg
335

Trp

Cys

Arg

Leu

240

Leu

Leu

Phe

Val

Glu

320

Glu

atgcagegge tiggggecac cctgetgtge ctgetgetgg cggeggeggt ccccacgygcee

ccegegecceg ctecgacgge gacctegget ccagtcaage ccggeccegge tetcagetac

cegeaggagg aggecacccet caatgagatg ttccocgegagg ttgaggaact gatggaggac

82

60

120

180



10

acgeagcaca
gcatcatcag
gacacgaacg
aaccagactg
ggcagaagga
tttgecaget
gacagtgagt
aggggcagea
geettecaga
tgccatgacc
goettggace
gtgtatgtgt
cccagagagqg
ctggaggacc

geogetgeac

<210> 4
<211> 848
<212> ADN
<213> humano
<220>

<221> CDS

aattgcgcag
aagtgaacct
ttggaaataa
gacaaatggt
gccacgagtyg
tecagtacac
getgtggaga
atgggaccat
gaggcctget
ccgecageeg
gatgceettyg
gecaagcecgac
tccecgatga
tggagaggag

tgctgggaag

<222> (125)..(796)

<223>

<400> 4

gaattceggea cgagagacga cogtgetgage
ggagagcage ctcgetttgg tgacgcacag

aagyg atg gtg gog goo gte ctg otg
Met Val Ala Ala

1

ctyg
Leu

gga got
Gly Ala

ctyg
Leu

cat agg
His Gly

5

ctyg
Leu

gto ctg
VYal Leu
20

goo
Ala
35

cgg aag
Arg Lys

Val Leu Leu

ES 2364 850 T3

cgeggtggaa
ggcaaactta
taccatccat
cttttcagag
catcatcgac
ctgccagceca
ccagetgtgt
ctgtgacaac
gttccectgtyg
gettetggac
tgccagtgge
cttegtgggg
gtatgaagtt
cectgactgaa

ggaagagatt

ttec
FPhe

gac
Asp

tca
Ser

gge
Gly

aac
Asn

cag
Gln
40

gagatggagyg
ccteccaget
gtgcaccgag
acagttatca
gaggactgtyg
tgceggggee
gtctggggte
cagagggact
tgcacaccee
ctcatcacct
ctcetctgee
agccgtgacce
ggcagcttca

gagatggege

10

ate
lle

aac
Asn
25

tge
Cys

ctg
Leu

83

agg
Arg

tet
Ser

cagaagaagc
atcacaatga
aaattcacaa
catctgtggg
ggcccagceat
agaggatgct
actgcaccaa
geecageeggg
tgccegtdga
gggagctaga
ageccccacaqy
aagatgggga
tggaggaqggt

tgagggagee

age tet
Ser Ser

tgetygctaaa
gaccaacaca
gataaccaac
agacgaagaa
gtactgccag
ctgcacccgg
aatggccacc
getgtgetgt
gggcgagett
gectgatgga
ccacagecty
gatcctgety
gegecaggag

tgeggetgece

tgeccagetta gtggaagete tgetetggat
tgetgggace ctccaggage ccogggattg

ggg ctg age tgg cte tge tet cce
Gly Leu Ser Trp Leu Cys Ser Pro

15

got gac
Ala Asp

30

gac acg
Bsp Thr
45

gac tgc
Azp Cys

i

1

&0

120

163

217

265

240

300

360

420

540

600

660

720

780

840

900

960

020

050



aat
Asn

gct
Ala

tgc
Cys
80

gca
Ala

gca
Ala

aag
Lys

agt
Ser

cat
His
160
tgc
Cys

cag
Gln

age
Ser

cta
Leu

acc
Thr

aca
Thr
65

cct
Pro

acc
Thr

gaa
Glu

cca
Pro

tgt
Cys
145

ttt
Phe

tce
Ser

cgt
Arg

aat
Asn

aga
Arg
50

tgt
Cys

999
Gly

cca
Pro

dga
Gly

agt
Ser
130

ctyg
Leu

tgg
Trp

aga
Arg

tgc
Cys

cyg
Arg
210

aag
Lys

cgt
Arg

aca
Thr

ata
Ile

aca
Thr
115

att
Ile

aga
Arg

acyg
Thr

aga
Arg

gac
Asp
195

caqg
Gln

ttc
Phe

999
Gly

ctc
Leu

tta
Leu
100

act
Thr

aaqg
Lys

act
Thr

aaa
Lys

gg9
Gly

180
tgt
Cys

cat
His

tgce
Cys

ttg
Leu

gt
Cys
85

gaa
Glu

999
Gly

aaa
Lys

ttt
Phe

att
Ile
165

cat

His

ggc
Gly

get
Ala

ctc
Leu

cgg
Arg
70

gtg
Val

agg
Arg

cac
His

tca
Ser

gac
Asp
150

tgt

Cys

aaa
Lys

cct
Pro

cga
Arg
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cag
Gln
55

agy
Arg

aac
Asn

cag
Gln

cca
Pro

caa
Gln
138

tgt
Cys

aaqg
Lys

gac
Asp

gga
Gly

tta
Leu
215

cce
Pro

adgg
Arg

gat
Asp

ctt
Leu

gte
Val
120

ggc
Gly

ggce
Gly

cca
Pro

act
Thr

cta
Leu
200

aga
Arg

cge
Arg

tgc
Cys

gtt
Val

gat
Asp
105

cagq
Gln

agg
Arg

cct
Pro

gtec
Val

get
Ala
185

ctyg

Leu

gta
Val

gat
Asp

cag
Gln

tgt
Cys
20

gag
Glu

gaa
Glu

aag
Lys

gga
Gly

ctt
Leu
170

caa

Gin

tgt
Cys

tgc
Cys

gag
Glu

cga
Arg
75

act
Thx

caa
Gln

aac
Asn

gga
Gly

ctt
Leu
155

ttg

Leu

gct
Ala

cga
Arg

caa
Gln

taaatatttc aaaataaaga agaatccaca ttgcaaaaaa

<210> 5

<211> 224

<212> PRT

<213> humano

<400> 5

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

84

aaqg
Lys
60

gat
Asp

acqg
Thr

gat
Asp

caa
Gln

caa
Gln
140

tge
Cys

gag
Glu

cca
Pro

age
Ser

aaa
Lys
220

ccg
Pro

gco
Ala

atg
Met

ggc
Gly

cco
Pro
125

gag
Glu

tgt
Cys

gga
Gly

gaa
Glu

caa
Gln
205

ata
Ile

tte
Phe

atg
Met

gaa
Glu

aca
Thr
110

aaa
Lys

gga
Gly

gct
Ala

caqg
Gln

atc
Ile
190

ttg

Leu

gaa
Glu

tgt
Cys

tgc
Cys

gat
Asp
95

cat
His

agg
Arg

gaa
Glu

cgt
Arg

gtc
Val
175

tte

Phe

ace
Thr

aag
Lys

dgaaaaaaaa aa

313

361

409

457

505

553

601

649

697

745

793



Gly

His

Thy

Thr

65

Pro

Thr

Glua

Pro

Cys

145

Phe

Ser

Arg

Asn

<210>6

Arg

Cys

Gly

Pro

Gly

Ser

130

Leun

Trp

Arg

Cys

Arg
21¢

<211> 672

<212> ADN

Leu

Ala

35

Lys

Arg

Thr

Tle

Thr

115

Ile

Arg

Thr

Arg

Asp

195

Gin

Val

20

Arg

Phe

Gly

Leu

Leu

1060

Thxr

Lys

Thr

Lys

Gly

180

Cys

His

Leu

Lys

Cys

Leu

Cys

85

Glu

Gly

Lys

Phe

Ile

165

His

Gly

Ala

Asp

Gly

Leu

Arg

70

Val

Arg

His

Ser

Asp

1506

Cys

Lys

Pro

Arg

Phe

Ser

Gln

55

Arg

Asn

Gln

Pro

Gln

135

Cys

Lys

Asp

Gly

Leu
215

ES 2364 850 T3

Asn

Glin

40

Pro

Arg

Asp

Leu

Val

120

Gly

Gly

Pro

Thxr

Leu

200

Arg

Asn

25

Cys

Arg

Cys

Val

Asp

105

Gln

Arg

Pro

Val

Ala

185

Leu

Val

10

Ile

Leu

Asp

Gln

Cys

90

Glu

Glu

LyS

Gly

Leu

170

Gln

Cys

Cys

85

Arg

Ser

Glu

Thr

Gln

Asn

Gly

Leu

155

Leu

Ala

Arg

Gln

Ser

Asp

Lys

60

Asp

Thr

Asp

Gln

Gln

140

Cys

Glu

Pre

Ser

Lys
220

Ser

Thr

45

Pro

Ala

Meat

Gly

Pro

125

Glu

Cys

Gly

Glu

Gln

205

Ile

Ala

30

Asp

Phe

Met

Glu

Thr

110

Lys

Gly

Ala

Gln

Ile

19C

Leu

Glu

Asp

Cys

Cys

Cys

His

Arg

Glu

Arg

Val

175

Phe

Thr

Lys

Leu

Asn

Ala

Cys

80

Ala

Ala

Lys

Ser

His

160

Cys

Glin

Ser

Leu



10

15

20

<213> humano
<400> 6
atggtggegy
ctggacttca
tgectgtety
cegttotyglyg
celgggacac
gaaaggcagc
caggaaaacc
gagggagaaa
tttlggacga
cataaagaca
ctgtgtagaa
atagazaagce
<210>7
<211> 1529
<212> ADN
<213> humano

<220>

ccglcetget
acaacatcag
acacggactg
ctacaltgtcg
tetgtgtgaa
ttgatgagcea
aacccaaaaq
gttgtctgag
aaattligtaa
ctgeteaage
gccaattgac

ta

<221> misc_feature

<222> (1300)..(1300)

<223> nucleétido desconocido

<220>

<221> CDS

<222> (93)..(890)

<223>

<220>

<221> misc_feature

<222> (1312)..(1312)

<223> nucleétido desconocido

<400> 7

ccggacgegt gggeggeacy gtttegtggg gacccagget tgcaaagtga cggtcatttt

ggggctgage
gagctetget
caataccaga
tgggttgeygyg
cgatgtttgt
agatggcaca
gaagccaagt
aacttitgac
geccagtoeott
tccagaaatc

cagecaatogg

tggectetget
gacctgeatyg
aagttctgec
aggaggtgecs
actacgatgg
catgcagaaqg
attaagaaat
tgtggcaatyg
ttggagggac
ttecagegtt

cagcatgete

ES 2364 850 T3

cteceoctggy
gggcecggaa
teccageceey
agcgagatgo
aagalgcaac
gaacaactgg
cacaaggcag
gactttgelg
aggtctgetc
gogactgtagg

gattaagagt

agetaetggte
gggelcacag
cgatgagaaqg
catgtgetge
ccocaatatta
gcacccagtc
gaaggdacaa
tgctegtaat
cagaagagygg
cocctggacta

atgccraaaaa

ctetttettt ctecctettyg agtecttotg ag atg atg got ctg ggo gca gog
Met Met Ala Leu Gly Ala Ala

1

86

5

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

672

60



gga
Gly

cac
His

aac
Asn
40

cca
Pro

aat
Asn

gac
Asp

g99
Gly

cge
Arg
120

gga
Gly

gaa
Glu

tat
Tyr

caa
Gln

tgt
Cys
200

gaa
Glu

gaa
Glu

get
Ala

cct
Pro
25

gct
Ala

ggc
Gly

aaqg
Lys

gag
Glu

gac
Asp
105

tgc
Cys

ata
Ile

acc
Thr

tece
Ser

gaa
Glu
185

tgt
Cys

ggt
Gly

ata
Ile

acc
Thr
10

cty
Leu

atc
Ile

tect
Ser

tac
Tyr

gag
Glu
g0

gca
Ala

atg
Met

tgc
Cys

atce
Ile

aga
Arg
176

ggt
Gly

get
Ala

caa
Gln

tte
Phe

cgyg
Arg

ctyg
Leu

aaqg
Lys

gca
Ala

cag
Gln
75

tge
Cys

ggc
Gly

cgt
Arg

gtg
Val

act
Thr
155

aga

Arg

tct
Ser

aga
Arg

gty
Val

cag
Gln

gte
Val

gga
Gly

aac
Asn

gte
Val
60

acc
Thr

ggce
Gly

gtg
Val

cac
His

tct
Ser
140

gaa
Glu

acc
Thr

gtt
Val

cac
His

tgt
Cys
220

cgt
Arg

ttt
Phe

gtg
Val

ctyg
Leu
15

agc
Ser

att
Ile

act
Thr

caa
Gln

gct
Ala
125

tct
Ser

agce
Ser

acc
Thr

tgt
Cys

tte
Phe
205

acc
Thr

tgt
Cys

gte
Val

age
Ser
30

ccc
Pro

gcc
Ala

gac
Asp

gat
Asp

atc
Ile
110

atg
Met

gat
Asp

ttt
Phe

ttg
Leu

cte
Leu
190

tgyg
Trp

aag
Lys

tac
Tyr

gcg
Ala
15

gce
Ala

cca
Pro

gcg
Ala

aac
Asn

gag
Glu
95

tgt
Cys

tgc
Cys

CcCaa
Gln

ggt
Gly

tect
Ser
175

cgy
Arg

tce
Ser

cat
His

tgt
Cys

ES 2364 850 T3

atg
Met

acc
Thr

ccg
Pro

ccg
Pro

tac
Tyr
80

tac
Tyr

ctc
Leu

tgc
Cys

aat
Asn

aat
Asn
160

tca
Ser

tca
Ser

aagy
Lys

agg
Arg

gga
Gly

gta
Val

ttg
Leu

ctg
Leu

gga
Gly
65

cadg
Gln

tgc
Cys

gco
Ala

ceo
Pro

cat
His
145

gat
Asp

aaa
Lys

tca
Ser

atc
Ile

aga
Arg
225

gaa
Glu

gcg
Ala

aac
Asn

ggc
Gly
50

atc
Ile

ccg
Pro

gct
Ala

tgc
Cys

gd9
Gly
130
ttc
Phe

cat
His

atg
Met

gac
Asp

tgt
Cys
210

aza
Lys

ggt
Gly

87

gcg
Ala

teg
Ser
35

gge
Gly

ctyg
Leu

tac
Tyr

agt
Ser

agg
Arg
115

aat
Asn

cga
Arg

age
Ser

tat
Tyxr

tgt
Cys
195

aaa

Lys

gge
Gly

ctyg
Leu

gct
Ala
20

gtt
Val

get
Ala

tac
Tyr

ccg
Pro

cee
Pro
100

aaqg
Lys

tac
Tyr

gga
Gly

acce
Thr

cac
His
180

gcc

Ala

cct
Pro

tect
Ser

tet
Ser

ctc
Leu

cte
Leu

gcg
Ala

ccg
Fro

tgc
Cys
85

ace
Thr

jelete!
Arg

tgc
Cys

gaa
Glu

ttyg
Leu
165

acc

Thr

tca
Ser

gtc
Val

cat
His

tgc
Cys

ggc
Gly

aat
Asn

9949
Gly

gge
Gly
70

gca
Ala

cge
Arg

cga
Arg

aaa
Lys

att
Tle
150

gat
Asp

aaa
Lys

gga
Gly

ctg
Leu

gga
Gly
230

cgg
Arg

ggc
Gly

tce
Ser

cac
His

55

999
Gly

gag
Glu

gga
Gly

aaa
Lys

aat
Asn
135

gag
Glu

gag
Gly

gga
Gly

ttg
Leu

aaa
Lys
215

cta

Leu

ata
Ile

161

209

257

305

401

497

w
=4
(2]

583

641

689

737

785

833



10

235

caqg cac cat

Gln

aaa
Lys

gat
Asp
250

cag
Gln

aga
Arg

cac
His

265
atagatgeta
ctgtggttte
gtttetttat
ggcacttaca
tattttteet
attctatatt
accceatitn
cctaaaatgt
attatattic

aaatgktata

tgaaaacctt
agttaagcat
ggaacteece
tgtaaatgca
cttgttatgt
gaactgaagt
attctagagl
aacatgaaaa
celltagget

agtagacata

<210> 8

<211> 266

<212> PRT

<213> humano

<220>

<221> misc_feature

<222> (1300)..(1300)

<223> nucleotido desconocido
<220>

<221> misc_feature
<222>(1312)..(1312)

<223> nucledtido desconocido

<400> 8

Met Met Ala Leu
1 5

Val Ala Ala Ala

20

Leu Asn Ser Val
35

ES 2364 850 T3

255

ttatgacett
tccaataaca
tgtgattgca
atgaaacttt
aaatttttgt
aaatcatttc
cnagaacgcea
tactagetta
glgatagttt

daaaaaazad

40

240

catcaactea
ccttccaaaa
gtaaattact
taattatttt
acacattgat
agettatagt
aggatctett
ttttctgaaa
ttgaaataaa

dddadadaad

10

25

88

24

caa goec aght aat tet tet agg ctt cac
His His Gln Ala Ser Asn Ser Ser Arg Leu His

260

atcctaagga
acctggagtyg
gtattgtaaa
tctaaaggtg
tgttatetty
tcttaaaage
ggaatgacaa
tgtactatcet
atttaacatt

agggeggecg

45

=

)

act tgt
Thr Cys

taaaccaget atccaaaatg cagtgaactce cttttatata

tatacaagtt
taagagettt
ttetecagtygt
ctgcactgeco
actgacaaat
ataaccettt
atgataggta
taatgcttaa
taatatcaty

ctagactag

Gly Ala Ala Gly Ala Thr Arg Val Phe Val Ala Met

15

Leu Gly Gly His Pro Leu Leu Gly Val Ser Ala Thr

30

Leu Asn Ser Asn Ala Ile Lys Asn Leu Pro Pro Pro

881

390

1050

1110

1170

1230

1290

1350

1410

1470

1529



Leu

Gln

Cys

Ala

Pro

His

145

Asp

Lys

Ser

Ile

Arg

225

Glu

Ser

<210>9

Gly

Ile

Pro

Ala

Cys

Gly

130

Phe

His

Met

Lsp

Cys

210

Lys

Gly

Ser

<211> 798

<212> ADN

Leu

Tyr

Ser

Arg

115

Asn

Arg

Ser

Ty

Cys

195

Lys

Gly

Leu

Arg

<213> humano

<400>9

Ala

Tyr

Pro

Pro

100

Lys

Tyr

Gly

Thr

His

180

Ala

Pro

Ser

Ser

Leu
260

Ala

Pro

Cys

85

Thr

Arg

Cys

Glu

Leu

165

Thr

Ser

Val

His

Cys

245

His

Gly
Gly
706

Ala
Arg
Arg
Lys
Ile
150
Asp
IJyS
Gly
Leu
Gly
230

Arg

Thr

His

55

Gly

Glu

Gly

Lys

Asn

135

Glu

Gly

Gly

Leu

Lys

215

Leu

Ile

Cys

ES 2364 850 T3

Pro

Asn

Asp

Gly

Arg

120

Gly

Glu

Tyr

Gln

Cys

200

Glu

Glu

Gln

Gln

Gly

Lys

Glu

Asp

105

Cys

Ile

Thr

Ser

Glu

185

Cys

Gly

Ile

Lys

Arg
265

Ser

Tyr

Glu

30

Ala

Met

Cys

1le

Arg

170

Gly

Ala

Gln

Phe

Asp

250

His

89

Ala

Gin

75

Cys

Gly

Arg

Val

Thr

155

Arg

Ser

Arg

Val

Gin

235

His

Val

60

Thr

Gly

Val

His

Ser

140

Glu

Thr

Val

His

Cys

220

Arg

His

lle

Thr

Gln

RAla

125

Ser

Ser

Thr

Cys

Phe

205

Thr

Cys

Gln

Ala

Asp

Asp

Iie

110

Met

Asp

Phe

Leu

Leu

190

Trp

Lys

Tyr

Ala

Ala

Asn

Glu

95

Cys

Cys

Gln

Gly

Ser

175

Arg

Ser

His

Cys

Ser
255

Pro

Tyr

80

Tyr

Leu

Cys

Asn

Asn

160

Ser

Lys

Arg

Gly

240

Asn



10

atgatggctc
ctoggeggac
gctatcaaga
agcgocogogo
cagcegtace
acccgoggag

tgcatgegte

tgggegeage
accotetget
& C(:tg(:(:(:(:(:
cgggaatoct
cgtgogeaga
gggacgcaqqg

acgetatghtyg

gggagetace
gggagtgage
accgetggge
gtacccgggc
ggacgaggaqy
cgtgcaaata

ctgeoceoggg

ES 2 364

cgggtettty
gcoecaccttga
ggcegoetgogg
gggaataagt
tgcggeactg
tgtctegoct

aattactgea

Ltolgateaaa atcatbtocyg aggagaaatt gaggaaacca

gatcatagea ccotliggatgy gtattccaga agaaccacct

accaaaggac aagaaggttce tgtttgtcte cggtcatcag

tgtgctagac acttctggte caagatcoclgl aaacctgloce

accaageata ggagaaaagyg cltcectecatgga ctagaaatat

gaaggtcetgt ctitgecggat acagaaagalt caccatcaag

cacacttgtc agagacac

<210> 10

<211> 702

<212> ADN

<213> humano

<220>

<221> CDS

<222> (1)..(537)

<223>

<400> 10

gaa Lic gge acg agg gttt ggg agg tat tgc cac

Glu Phe Gly Thr Arg Val Gly Arg Tyr Cys His

1 5 10

tca tecg geo tge atg gtg tgt cgg aga aaa aag

Ser Ser Ala Cys Met Val Cys Arg Brg Lys Lys

20 25

gat ggc atg tge tge cce agh ace cge tge aat

Asp Gly Meb Cys Cys Pro Ser Thr Arg Cys Asn
35 40

850 T3

tegegatggt
actocggttct
ggcacccagg
accagaccat
atgagtactg
gcaggaageqg
aaaatggaat
tecactgaaag
tgtcttcaaa
actgtgccte
Lgaaagaagg
tccagegtity

ccagtaattc

agt
Sex

ccc
Pro

cac
fis

aag
Lys

cgc
Axg

tgc
Cys
30

ate
Ile

aat
Asn

ggo
Gly
45

90

ageggegget
caattccaac
ctoctgeoagtco
tgacaactac
cgetagtcee
cocgaaaacga
atgogtgtat
ctttggtaat
aatgtatcac
aggattgtgt
tcaagtgtgt
ttactgtgga

ttctaggett

caa
Gln
15

gga
Gly

cac
His

cga
Arg

alc
Ile

tgt
Cys

60

120

180

600

660

720

780

798

18

96

144



cca
Pro

act
Thr
65

gga
Gly

999
Gly

ttt
FPhe

cat
His

ctg
Leu
145

gta
Val

caqg
Gln

gttgtgtatt taatgcatta tagcatggtyg gaaaataagyg ttcagatgca gaagaatggc

taaaataaga aacgtgataa gaatatagat gatcacaaaa aaaaaaaaaa aaaagatgcg

gtt
Val
50

cgg
Arg

tgg
Trp

cat
His

tgc
Cys

cag
Gln
130

gaa

Glu

tgg
Trp

aaa
Lys

gocgo

<210> 11

<211> 179

<212> PRT

act
Thr

cac
His

cag
Gln

gaa
Glu

tgt
Cys
115

g99
Gly

att
Ile

aaa
Lys

att
Ile

<213> humano

<400> 11

gaa
Glu

aga
Arg

aat
Asn

gga
Gly
100

act
Ala

gaa
Glu

tte
Phe

gat
Asp

age
Ser

gat
Asp

cta
Leu
85

gac
Asp

cgt
Arg

gte
Val

cag
Gln

gco
Rla
165

ate
Ile

cga
Arg
70

gga
Gly

cceo
Pro

cat
His

tgt
Cys

cgt
Arg
150

acc
Thr

tta
Leu
55

aac
Asn

aga
Arg

tgc
Cys

tte
FPhe

ace
Thr
135
tge
Cys

tac
Tyr

ace
Thr

cac
His

fagas-)
Fro

cta
Leu

tag
Trp
120

aaa

Lys

gac
Asp

toc
Ser

ES 2364 850 T3

cct
Pro

ggt
Gly

cac
His

cga
Arg
105

acc

Thr

caa
Gln

tgt
Cys

tce
Ser

cac
His

cat
His

act
Thr

teca
Ser

aaa
Lys

cge
Arg

gcg
Ala

aaa
Lys
170

ate
Ile

tac
Tyr
75

aag
Lys

tca
Ser

atc
Ile

aag
Lys

aaqg
Lys
155

gce
Ala

ccqg
Fro
60

tea
Ser

atg
Met

gac
Asp

tge
Cys

aag
Lys
140

dgc
Gly

aga
Arg

got
Ala

aac
Asn

tca
Ser

tgc
Cys

aaa
Lys
125

ggt
Gly

ctyg
Leu

cte
Leu

ctg
Leu

cat
His

cat
His

att
Ile
110

cCa

Pro

tet
Ser

tet
Ser

cat
His

tgatcaccat tgaggaacat catcaattgc agactgtgaa

gat
Asp

gac
Asp

ata
Ile

gaa
Glu

gtg
Val

cat
His

tge
Cys

gtg
Val
175

ggr
Gly

ttg
Leu
80

aaa
Lys

gg9g
Gly

ctc
Leu

999
Gly

aaa
Lys
160

tgt
Cys

192

240

288

336

384

432

180

577

637

697

702

Glu Phe Gly Thr Arg Val Gly Arg Tyr Cys His Ser Pro His Gln Gly

i

5

10

15

Ser Ser Ala Cys Met Val Cys Arg Arg Lys Lys Lys Arg Cys His Arg

20

25

91

30



Asp Gly

Pro

Thr
65

Arg
Gly Trp
Gly

His

Phe Cys

Met

Thr

His

Gln

Glu

Cys

Cys Cys Pr

Glu Ser I1

Arg Asp Ar

Asn Gl

Gly Pr

ly Asp
100

Ala Arg Hi

115

Gln
130

His

Leu Glu

145

Val Trp

Gln Lys

<210> 12
<211> 537
<212> ADN
<213> humano
<400> 12

gaattcggea

atggtgtgte

cgctgcaata

gectetggatyg

ggatggcaga

gacccctgcece

Gly

Ile

Lys

Glu Val

Phe Gln

is

Ala
165

Asp

Ile

cgagggttgg
ggagazaaaa
atggcatctg
gtactcggca
atctaggaag

tacgatcatc

Cys

Arg

Thr

ES 2364 850 T3

Thr
40

o Ser

e Leu Thr

55

g Asn His

Pro

y Arg

o Cys Leu

Arg

Pro

Gly

His

Arg

Cys Asn

His Tle

His Tyr

75

Thr
90

Lys

Ser Ser

105

s Phe Trp

120

Thr
135

Lys

Cys Asp

0

Tyr Ser

gaggtattyge
gaagcgetge
tatcccaglit
cagagatcga
accacacact

agactgcatt

Thr

Gln

Cys

Ser

Lys Ile

Arg Lys

Ala Lys

155

Lys Ala

170

cacagtccce
caccgagatg
actgaaagca
aaccacggtc
aagatgtcac

gaagggtttt

92

Asn

Pro

&0

Ser

Met

Asp

Cys

Lys

1406

Gly

Arg

Gly Tle

45

Ala Leu

Asn His
His

Ser

Ile
110

Cys

Lys Pro

125

Gly Ser

Leu Ser

Leu His

accaaggatce
gcatgtygctyg
tcttaaccee
attactcaaa
atataaaagg

gectgtgecteg

Cys ITle

Asp

Gly

Leu
80

Asp

Ile
95

Lys

Glu Gly

Val Leu

His Gly

Cys Lys

160

vVal
175

Cys

atcggectge
ccecagtace
tcacatcecg
ccatgacttg
gcatgaagga

tcatttetgy

60

120

180

240

300

360



10
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accaaaatct geoaaaccagt gcotocatcag ggggaagtct gtaccaaaca acgcaagaag

ggttctcatyg ggctggaaat tttccagegt tgcgactgtg cgaagggect gtcttgceaaa

gtatggaaag atgccaccta ctcctccaaa gocagactcec atgtgtgtca gaaaatt

<210> 13

<211> 928

<212> ADN

<213> humano

<220>

<221> CDS

<222> (75)..(800)

<223>

<400> 13

ctegaggeca aaattoggea cgaggeooggg ctgtggtcta

agaaggggcy gggt

cat
His

got
Ala

cte
Leu

aaa
Lys

gac
Asp

cac
His

atg
Met

gca
Ala
125

ctyg
Leu

gca
Ala
30

aca
Thr

ggt
Gly

ttec
Fhe

cag
Gln

ace
Thr
110

tce
Ser

ctyg
Leu
15

gct
Ala

gge
Gly

aac
Asn

cgag
Arg

ctag
Leu
95

gac

Asp

att
Ile

gte
Val

cot
Pro

cte
Leu

ctyg
Leu

gge
Gly

gg9g
Gly

aac
Asn

caa
Gln

atg
Met
1

ctg

Leu

atac
Ile

cag
Gln

ctt
Leu
65

cte
Leu

aac
Asn

aag

cca
Pro

gga
Gly

ctg
Leu

calk
His

agce
Ser
50

cgy
Arg

cot
Pro

aac
Asn

aca
Thr

gcg
Ala
130

gaa
Glu

ctqg
Leu

gat
Asp
35

cta
Leu

ggc
Gly

ACC
Thr

gga
Gly
115

gag
Glu

gce
Ala

ctc
Leu
20

got
MAla

cte
Leu

ata
Ile

aac
Asn

cte
Leu
100

gag
Glu

9499
Gly

tcc
Ser

5

cte
Leu

gac
Asp

caa
Gln

gac
Asp

tac
Tyr
85

tee

Ser

gtg
Val

age
Ser

cca
Pro

tct
Serxr

gce
Ala

ggc
Gly

agce
Ser

cac
His

=} g [+
Ser

ctg
Leu

tte
Phe

cct geoc
Pro Ala

acc ctg
Thr Leu

caa gag
Gln Glu
40

tte age
Phe Ser
55

tta ttc

Leu Phe

aaa gag
Lys Glu

cac ctc
His Leu

atc tco
Ile Ser
120

gag ggt
Glu Gly

93

[olels
Pro

gtg
Val
25

agc
Ser

cga
Arg

tct
Ser

gag
Glu

cag
Gln
105

gag
Glu

gat
Asp

gca
Ala
10

atc
Ile

tce
Ser

ctt
Leu

gce
Ala

aac
Asn
S0

ate

Ile

aat
Asn

ttg
Leu

agg
Arg

cec
Pro

ttg
Leu

ttc
Fhe

cce
Pxo
75

caqg

Gln

gac
Asp

gtg
Val

aag
Lys

grataaagge ggagoocaga

cgg
Arg

tcac
Ser

ggt
Gly

ctg
Leu
&0

atg
Met

gag
Glu

aag
Lys

gtg
Val

gta
Val
140

60

110

158

206

254

302

398

494

420

480

537



coac
Pro

gac
Asp

aag
Lys

tgy
Trp

[alstlel
Arg
205

tee

Ser

agyg
Arg

tagcececcocecat cagacccetge cecaageace atatggaaat aaaghbtettt cttacatceta

agg
Arg

age
Ser

ctg
Leu

cta
Leu
190

aaqg

Lys

cac
His

CCC
Fro

atg
Met

gag
Glu

C Ccac

ggg
Gly

tece
Ser

tct
Ser

aadaaddaaad

<210> 14

<211> 242

<212> PRT

<213> humano

<400> 14

Met

1

Leu

Ile

Gln

Leu
65

Gly

Leu

His

Glu

Leu

Asp

Lau

Gly

His
160

cagg
Arg

> gag
© Glu

acc
Thr

agqg
Arg

cgg
Arg
240

Ala

Leu

20

Ala

Leu

Ile

gag
Glu
145

aca
Thr

cgg
Arg

aag
Lys

cac
His

ctg
Leu
225

cag
Gln

aadaddaddaa

Ser

5

Leu

Asp

Gln

aag
Lys

gaa
Glu

agg
Arg

cga
Arg

aag
Lys
210

tee
Ser

ctg
Leu

Fro

Ala

Gly

Ser

70

gag
Glu

cte
Leu

tce
Ser

cac
His
195

gac

Asp

cCC
Fro

gco
Ala

cat
His

cac
His
180
cge

Arg

gte
Val

cga
Arg
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ctg
Leu

coc
Pro
165

cag

Gln

ctg
Leu

cta
Leuy

aaqg
Lys

gta
Val
150

cgy
Lryg

gat

cce
Pro

gty
Val

goao

Asp RAla

cag
Gln

gaa
Glu

acc
Thr
230

goa
Bla

gaqg
Glu
215

cac
His

atoc
Ile

goo
Ala

oty
Leu

atc
Ile
200

g499
Gly

tta
Leu

cag
Gin

tte
Phe

gag
Glu
185

cgg
Arg

acac
Thr

oty
Leu

aag gco acg
Lys Ala Thr
155

tgg atc att
Trp Ile Ile

170

ggc gge cac
Gly Gly His

gat gga ctc
Asp Gly Leu

gag agae tcc
Glu Ser Ser

220

tac atc cte
Tyr Tle Leu
235

taggggtggy gaccggggay cacchtgeotyg

Fro

Thr

Gln

Phe

55

Leu

Ala

Pro

Leu Val

25

Glu Ser

40

Ser Arg

Phe Ser

Ala Arg

10

Ile

Ser

Leu

Ala

Leu

aaaaaaattyg goggecgoe

Pro

Phe

Arg

Gly

Leu

His

Ala

Leu

Leu Leu

15

Ala Ala

30

45

60

Pro
75

94

Met

Lys

Thr Gly

Gly Asn

Phe Arg

Val

Fro

Leu

Gly

542

638

686

734

830

890

828



Leu Pro Gly Asn

Asn Asn Thr Leu
100

Lys Thr Gly Glu
115

Pro Ala Glu Gly
130

Glu Lys Glu Ala
145

Thr Glu Leu His

Arg Axrg Ser His
180

Lys Arg His Arg
195

His Lys Asp Val
210

Leu Ser Pro Arg
225

Gln Leu

<210> 15
<211> 726
<212> ADN
<213> humano

<400> 15

Tyr

85

Ser

val

Ser

Leu

Pro

165

Gln

Leu

Leu

LyS

His

Ser

Leu

Phe

Val

150

Arg

Asp

Gin

Glu

Thx
230

Lys

His

Ile

Glu

135

Pro

Val

Ala

Ala

Glu

215

His
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Glu

Leu

Ser

120

Gly

Tle

Ala

Leu

Ile

200

Gly

Leu

Glu

Gln

105

Glu

Asp

Gln

Phe

Glu

185

Arg

Thr

Leu

Asn

90

Ile

Asn

Leu

Lys

Trp

170

Gly

Asp

Glu

Tyr

Gln

Asp

Val

Lys

Ala

155

Ile

Gly

Gly

Ser

Ile
235

Glu

Lys

Val

Val

140

Thr

Ile

His

Leu

Ser

220

Leu

His

Met

Ala

125

Pro

Asp

Lys

Trp

Arg

205

Ser

Arg

Gln

Thr

110

Ser

Arg

Ser

Leu

Leu

190

Lys

His

Pro

L.eu

95

Asp

Ile

Met

Phe

Pro

175

Ser

Gly

Ser

Ser

atgggagaag cctccccacce tgococccoccgca aggoggeoato tgcotggtoct goetgoetgceto

ctetectacece tggtgatece cteegetgea geotectateo atgatgeltga cgeccaagag

agctccttgg gtctcacagg cctcecagage ctactccaag gettcagecg actitttectyg

95

Gly

Asn

Gln

Glu

His

160

Arg

Glu

Thr

Arg

Arg
240



10

aaaggtaacc
ctcoctggga
tccagocacc
gagaatgtgg
cocaggatgg
acagaactoo
caggatgcco
cgggatggac

teccacteca

cagctyg

<210> 16
<211> 2381
<212> ADN
<213> murino

<220>

tgcttcgggy

actaccacaa
tccagatega
tggcatccat
aggagaagga
atccceggat
tggagggcyyg
tcegecaagaq

ggctgtccee

<221> misc_feature

<2225 (1)..(1)

catagacagc
agaggagaac
caagatgacc
tcaaccageg
ggcocctggta
ggocttotgg
ceactggeta
gacccacaag

ccgaaagacce
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ttattctctg
caggagcacc
gacaacaaga
gaggggagcet
cccatccaga
atcattaagc
agogagaage
gacgtcctag

cacttactgt

cccoccatgyga
agctggggaa
caggagaggt
tcgaggglga
aggccacgga
tgocacggeg
gacaccgect

dadagJgggac

acatccteag

cttccgggygce
caacaccche
gectgatectoeco
Ltltgaaggla
cagcttccac
gaggtcccac
geaggcoeate
cgagagctao

gecoctectagg

240

300

360

4120

480

540

600

660

720

726

<223> base desconocida - mostrada como “F” en la solicitud tal como se present6 originalmente

<220>

<221> CDS

<222> (10)..(1156)

<223>

<400> 16

ngtcgaccoa cgoghcocget gtggocagooo agotacoggth

agctcagett tgttcatteg aallgggogy cggocagoge

cgtgaccaga tcoccagocttgo

ggaacaaac atg cag cgg

Met Gln Arg

1

cltc
Leu

agg gyt
Gly Gly

5

cct
Pro

gct
Ala
20

get
Ala

CCa

Pro

cho
Leu

got
Ala

cga gag

att
Tle

cet
Pro

adac
Asn

gag

ttg

Leu

tee
Ser

tac
Tyxr
40

gag

ctg
Leu

tgt
Cys
10

aca
Thr

cog
Pro

25

acy
Thr

gte
Val

cct
Pro

cag
Gln

gag
Glu

cty atg gaa

ctg

Leu

act
Thr

gaa
Glu

gac

ctyg

Liet

tgy
Trp

got
Ala
45

act

gog
Ala

act
Thr
30

acg
Thr

cag

gcyg
Ala
15

cog
Pro

cte
Leu

cac

96

gcg
Ala

gcg
Bla

aat
Asn

aaa

gte
Val

gag
Glu

gag
Glu

ctg

caa
Pro

ccg
Fro

atg
Met
50

cge

act
Thr

ggc
Gly
35

trt
Phe

agt

60

118

214

262

310



Arg

gce
Ala

gag
Glu

acqg
Thr
100

cac
His

gtc
Val

atc
Ile

ttce
Phe

cga
Arg
180

acc
Thr

agg
Arg

tte
Phe

cCcC
Pro

gga
Gly
260

cac
His

Glu

gtg
Val

gtg
Val
85

gag
Glu

aaqg
LYS

att
Ile

att
Ile

aaqg
Lys
165

gac
Asp

caa
Gln

gat
Asp

cee
Pro

acc
Thr
z45

gct
Bla

agc
Ser

Val

gag
Glu
70

aac
Asn

ace
Thy

ata
Ile

aca
Thr

gat
Asp
150

tac
Tyxr

agt
Ser

aag
Lys

tgc
Cys

gty
Val
230

agce

Sexr

ttg
Leu

cac
His

Glu
55

gag
Glu

ctg
Leu

agg
Arg

ace
Thr

tet
Ser
135

gaa
Glu

acc
Thx

gag
Glu

gco
Ala

Cag
Gln
215

tgce
Cys

cag
Gln

gac
Asp

agt
Ser

Glu

atg
Met

gca
Ala

gtg
Val

aac
Asn
120

gta
Val

gac
Asp

tge
Cys

tgc
Cys

acc
Thr
200

cat
Pro

aca
Thr

ctyg
Leu

cga
Arg

ctg
Leu
280

Leu

gag
Glu

age
Ser

gga
Gly
105

aac
Asn

999
Gly

tgt
Cys

cag
Gln

tgt
Cvys
185

aaa
Lys

ggc
Gly

cee
Pro

cty
Leu

tgc
Cys
265

gtg
Val

Met

gcg
Ala

tta
Leu
90

aat
Asn

cag
Glin

gat
Asp

9499
Gly

cca
Pro
170

gga
Gly

ggt
Gly

ctg
Leu

ctyg
Leu

gat
AsSp
250

cce
Pro

tac
Tyr
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Giu

gaa
Glu
75

cct
Pro

aac
Asn

agt
Ser

gaa
Glu

[elele!
Pro
155

tgc
Cys

gac
Asp

ggc
Gly

tgt
Cys

cce
Pro
235

ctc

Leu

tgc
Cys

atg
Met

Asp

gaa
Glu

cce
Pro

aca
Thr

gga
Gly

gaa
Glu
140

acc
Thr

cgqg
Arg

cag
Gln

aat
Asn

tgt
Cys
220

gtg
Val

atc
Ile

gcc
Ala

tgec
Cys

Thxr

gca
Ala

aac
Asn

gte
Val

cag
Gln
125

ggc
Gly

agg
Arg

gac
Asp

ctg
Leu

gg9g
Gly
205

gee
Ala

gag
Glu

acc
Thr

agt
Ser

aag
Lys
285

Gln

gct
Ala

tat
Tyr

cat
His
110

gtg
Val

aag
Lys

tac
Tyxr

caqy
Gln

tagt
Cys
190

acc
Thr

tte
Phe

gga
Gly

tgg
Trp

ggc
Gly
270

cca
Pro

97

His

gct
Ala

cac
His
95

gtg
Val

gtc
Val

agg
Arg

tgce
Cys

caqg
Gln
175

gcc
Ala

atc
Ile

caa
Gin

gag
Glu

gaa
Glu
255

cte

Leu

gcc
Ala

Lys

aaa
Lys
80

aat
Asn

cac
His

Tttt
Phe

age
Ser

cag
Gln
160

atg
Met

tgg
Trp

tgt
Cys

aga
Arg

cte
Leu
240

ctyg
Leu

cta
Leu

ttc
Phe

Leu
65

acqg
Thr

gag
Glu

cag
Gln

tct
Ser

cat
His
145

ttc
Phe

cta
Leu

gyt
Gly

gac
Asp

ggc
Gly
225

tgc
Cys

gag
Glu

tgc
Cys

gty
Val

Arg

tce
Ser

acc
Thr

gaa
Glu

gag
Glu
130

gaa
Glu

tce
Ser

tge
Cys

cac
His

aac
Asn
210

ctg
Leu

cat
His

cct
Pro

cayg
Gln

ggc
Gly
290

Ser

tct
Ser

agc
Ser

gtt
Val
115

aca
Thr

tgt
Cys

agc
Ser

acc
Thr

tgc
Cys
195

cag
Gln

ctg
Leu

gac
Asp

gaa
Glu

cca
Pro
275

age
Ser

358

406

454

502

550

646

694

742

720

838

886

934

982



cat
His

gac
Asp

cac
His

tac
Tyr

gaa
Glu

gat
Asp
310

ctyg
Leu

gag
Glu
325

cgy
Arg

tca
Ser

gtg
Val
340

gag
Glu
tcactggtag
ggaatggccyg
acatttctte
cagcggtgag
atttgtttga
acagggagga
gtcttgegea
ccteccacat
agccacgccec
geeccatget
tggagggagt
ggtcaggetyg
accgactgct
tgcaggaagt
cttagcaaca
tgtagagtac
tgacggttte
gaaagttgea
acaaacatgt
tttctetttyg

geege

<210> 17
<211> 349
<212> PRT

<213> murino

agt
Ser
285

gay
Glu

gtt
Val

ggc
Gly

cta
Leu

age
Ser

cta
Leu

gge
Gly

gag
Glu

ttc
Phe

gcc
Ala

gga
Gly
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age
Ser

cag
Gln

ata
Ile

gga
Gly
31%

caqg
Gln
330

gag
Glu

gag
Glu

gag
Glu

345

atgtgcaata
cagctectte
cagcegcecct
tcgteccteyg
agggagagga
ggatgcectge
gcteccatgyg
attcatcect
cctettgete
ctctetctca
gaaatccttt
acttgcatgt
tcaatacctc
atactltggcet
atggaaagcc
agctgtgaca
aggtgecaqqg
cacatttgta
ggceoctcaaa

attttcaata

gaaatggcta
ccagtagett
gcttetetyga
ctgttgetag
tgggaagggy
cttgcagacyg
gctgaggeag
gtgtttcagce
accacagcct
accccatacce
ggtttaatta
ccctcectaacy
tgaaagccag
aattgtaggg
tttctcagte
tacagacaga
aactattacc
taagcatgcee
gatcatgcac

aatacaaatc

cco
Pro

ctyg
Leu
300

agyg
Arg

gty
Val

gaa
Glu

cge
Arg

tet
Phe

atg
Met

gca
Ala

gag att
Glu Ile
atttattttc
ttcetetygge
cttgggaaag
aaacgctgte
tgaagtctge
tggacttgge
tggctacaca
tcectacctca
aggagggdac
agcectctgtg
ttttctecctt
ttegtageag
tgctcggagt
ctaggattgt
acaccgagaa
agaaggctgg
attctgtate
tttectectga
aaaccactac

cccettecatge

98

gag
Glu

gee
Ala

cCcyg
Pro
305

cag
Gln

gag
Glu
320

ctg
Leu

cct
Pro

gag
Glu
335

999
Gly

ccaggagtgt
ttgacaaggt
acaggcatgg
ttgttcttca
tcatgatgga
aaaatgtaac
agagctatge
ctgtcagcac
cagaggggac
cecagegacag
caaggcacgce
tgtggtggac
gcagttegtg
gaatgaaatt
gtcacaacca
gctggatgte
tatccagagt
gttttaaatt
tctttgetaa

aaaaaadadaa

gat
Asp

gag
Glu

gaa
Glu

gac
Asp

cct
Pro

goo
Ala

taggeccaga cccagcetgag

ccccaagtgt
acagtgcagt
cgggtaagyyg
tggatggaag
tttgggggat
ctttgetttt
tgctctgtgg
agcccttcat
ttcltctcaga
tccttecaaa
ctgccactaa
actgtcttce
taaattaatt
tgcaaagtcyg
agccaggttyg
aggcctcaga
tattaaaatt
atatgtatac
ttcttggact

aaaaagggcg

1030

1078

1126

1178

1236

1296

1356

1416

1476

1596

1656

17186

1776

1836

1886

1956

2016

2076

2136

2186

2256

2316

2376

2381
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<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(1)

<223> base desconocida - mostrada como “F” en la solicitud tal como se present6 originalmente

<400> 17

Met Gln Arg Leu Gly Gly Ile Leu Leu Cys Thr Leu Leu ARla Ala Ala
1 5 10 15

val Pro Thr Ala Pro Ala Pro Ser Pro Thr Val Thr Trp Thr Pro Ala
20 25 30

Giu Pro Gly Pro Ala Leu Asn Tyr Pro Gln Glu Glu Ala Thr Leu Asn
35 40 45

Glu Met Phe Arg Glu val Glu Glu Leu Met Glu Asp Thr Gln His Lys
50 55 60

Leu Arg Ser Ala Val Glu Glu Met Glu Ala Glu Glu Ala Ala Ala Lys
65 70 75 80

Thr Ser Ser Glu Val Asn Leu Ala Ser Leu Pro Pro Asn Tyr His Asn
85 20 95

Glu Thr Ser Thr Glu Thr Arg Val Gly Asn Asn Thr Val His Val His
100 105 110

Gln Glu Val His Lys Ile Thr Asn Asn Gln Sexr Gly Gin Val Val Phe
115 120 1258

Ser Glu Thr Val Ile Thr Ser Val Gly Asp Glu Glu Gly Lys Arg Ser
130 135 140

His Glu Cys Ile Ile Asp Glu Asp Cys Gly Pre Thr Arg Tyr Cys Gln
145 150 155 160

Phe Ser Ser Phe Lys Tyr Thr Cys Gln Pro Cys Arg Asp Gln Gln Met
165 170 175

99



Leu

Gly

Cys

Glu

Cys

Val

Pro

305

Pro

Cys

His

Asn

210

Leu

His

Pro

Gln

Gly

290

Asp

Glu

Ala

<210> 18

<211> 1047

<212> ADN

<213> murino

<400> 18

atgcagegge
cctgetoett
cctecagdadg

actcagcaca

Thr

Cys

185

Gln

Leu

Asp

Glu

Pro

275

Glu

Asp

Pro

Arg

180

Thr

Arg

Phe

Pro

Gly

260

His

Tyr

Leu

Val
340

Asp

Gln

Asp

Pro

Thr

245

Ala

Ser

Asp

Glu

Glu

325

Glu

tegggggtat
ccccgacggt
aagectacget

aactgcgeaqg

Ser Glu

Lys Ala

Cys Gln
215

Val Cys
230

Ser Gin

Leu Asp

His Ser

His Ser

295

Asp Val
310

Arg Eer

Ser Leu

tttgetgtgt
cacttggact
caatgagatg

tgccgtggag

Cys C

Thr

200

Pro

Thr

Leu

Arg

Leu

280

Glu

Gly

Leu

Gly
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Lys

Gly

Pro

Leu

Cys

265

Val

Glu

Phe

Gly

Gly

Leu

Leu

Asp

250

Pro

Tyx

Ser

Ile

Gln

330

Glu

acactgctygy
ceggeggage
tttecgagagy

ga gatggagyg

Asp

Gly

Cys

Fro

235

Leu

Cys

Met

Gln

Gly

315

Glu

Glu

100

Gin

Asn

Cys

220

Val

Ile

Ala

Cys

Leu

300

Met

Glu

Leu

Gly

205

Ala

Glu

Thr

Serxr

Lys

285

Ero

Val

Ala

Ile

cggcggcggt
cgggooccage
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Cys

1506
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Gly

Trp
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Arg

Arg

Phe

Ala

Ile
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Glu

Glu

255

Leu
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Glu

Gln

Glu
335

Trp

Cys

Arg

Leu

240

Leu

Leu

Phe

Ala

Glu

320

Gly

cccecactgot

tctcaactac

qatqgaagac
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60

120
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240



acgtectectyg
gagaccagygyg
aaccagagtyg
ggcaagagga
ttctocaget
gacagtgagt
aaaggtggea
gcctteccaaa
tgecatgace
getttggace
gtgtacatgt
cccaggdady
ctggaagacce

gagtcactag

aggtgaacct
tgggaaataa
gacaggtggt
gcecatgaatyg
tcaagtacac
gctgtggaga
atgggaccat
gaggcctget
ccaccageca
gatgecceetyg
gcaagecage
cccoggatga
tggagcggag

geggagagga

ggcaagctta
cacagtccat
cttttctgag
tatcattgat
ctgaecageea
ccagetgtgt
ctgtgacaac
gttcccegtg
gctgctggat
cgocagtgge
cttecgtgggc
gtacgaagat
cctagececag

ggagatt
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ccteccaact
gtgcaccagy
acagtcatta
gaagactgtyg
tgoegggace
gcctggggte
cagagggatt
tgcacaccoc
ctcatcacct
ctectatgece
agccatgacc
gttggcttea

gagatggcat

atcacaatga
aagttcacaa
catctgtagg
ggeoocaccaq
agcagatgct
actgcaccca
geccageotgg
tgccegtgya
gggaactgga
ageccacacaq
acagtgagga
taggggaagt

ttgaggggcec

101

gaccageacg
gataaccaac
ggatgaagaa
gtactgccag
atgcacccga
aaaggccace
cetgtgttgt
gggagagete
gectgaagga
ccacagtctg
gageccagetyg
gogecaggaqg

tgecccctygty
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360
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780
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360
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REIVINDICACIONES

1. Composicion formulada para administracion parenteral, que comprende un vehiculo farmacéuticamente
aceptable y un anticuerpo que se une selectivamente a un polipéptido aislado que consiste en la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 8, en la que el portador comprende un diluyente estéril para inyeccion.

2. Composicion segun la reivindicacion 1, en la que el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal.

3. Composicion segun la reivindicacion 1, en la que el anticuerpo es un anticuerpo recombinante.

4, Composicion segun la reivindicacion 1, formulandose la composicion para inyeccion.

5. Composicion segun la reivindicacion 1, siendo la composicién una disolucion inyectable estéril, en la que el

anticuerpo se incorpora en un disolvente apropiado con un o una combinaciéon de componentes seleccionados del
grupo que consiste en solucién salina fisioldgica, agua bacteriostatica, solucion salina tamponada con fosfato o un
disolvente que contiene agua, etanol, poliol o mezclas adecuadas de los mismos.
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Figura 1A
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GGCACGAGGGGGCGGCGGCTGCGGGCGCAGAGCGGAG
L A A A v P T A
CTG GCG GCG GCG GTC CCC ACG GCC
K P G P A L S Y
AAG CCC GGC CCG GCT CTC AGC TAC
E v E E L M E D
GAG GTT GAG GAA CTG ATG GAG GAC
E A E E A A A K
GAG GCA GAA GAA GCT GCT GCT AARA
S Y H N E T N T
AGC TAT CAC AAT GAG ACC AAC ACA
R E I H K 1 T N
CGA GAA ATT CAC AAG ATA ACC AAC
I T S \ G D E E
ATC ACA TCT GTG GGA GAC GAA GAA
Cc G P s M Y C Q
TGT GGG CCC AGC ATG TAC TGC CAG
G Q M L C T R
GSC CAG A5G ATG CTC TGC ACC CGG
G H c T K M A T
GST CAT TGC ACC AAMA ATG GCC ACC
D C Q P G L C C
GAC TGC CAG CCG GGG CTG TGC TGT
P L P v E G E L
CCC CTG CCC GTG GAG GGC GAG CTT
T 13 E L E p D G
ACC TGG GAG CTA GAG CCT GAT GGA
Cc Q P H S H S L
TGC CAG CCC CAC AGC CAC AGC CTG
D Q D G E I L L
GAC CAA GAT GGG GAG ATC CTG CTG
F M E E v R Q E
TTC ATG GAG GAG GTG CGC CAG GAG
A L R E ) A A A
GCG CTG AGG GAG CCT CGCG GCT GCC
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Figura 3A

CCGGACGCGTGGGCGGCACGGTTTCGTGGGGACCCAGGCT TGCARAGTGACGGTCATT ITCTCTTTCTTTCTCCCTCTT

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

v A A A L G G H |4 L L G v S A T L N S v
GTA GCG GCG GCT CTC GGC GGC CAC CCT CTG CTG GGA GTG AGC GCC ACC TTG AAC TCG GTT

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

G S A v S A A p G I L Y P G G N K Y Q T
GGC TCT GCA GTC AGC GCC GCG CCG GGA ATC CTG TAC CCG GGC GGG AAT AAG TAC CAG ACC
ATT GAC AAC TAC CAG CCG TAC CCG TGC GCA GAG GAC GAG GAG TGC GGC ACT GAT GAG TAC
TGC GCT AGT CCC ACC CGC GGA GGG GAC GCA GGC GTG CAA ATC TGT CTC GCC TGC AGG AAG
CGC CGA AAA CGC TGC ATG CGT CAC GCT ATG TGC TGC CCC GGG AAT TAC TGC AAA AAT GGA
ATA TGC GTG TCT TCT GAT CAA AAT CAT TTC CGA GGA GAA ATT GAG GAA ACC ATC ACT GAA
AGC TTT GGT AAT GAT CAT AGC ACC TTG GAT GGG TAT TCC AGA AGA ACC ACC TTG TCT TCA

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

R H F W s K I C

TCA GGA TTG TGT TGT GCT AGA CAC TTC TGG TCC AAG ATC TGT CCT GTC CTG AAA GAA

. ¥

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

C Y C G E G L S C R I Q K D H H Q A S N
TGT TAC TGT GGA GAA GGT CTG TCT TGC CGG ATA CAG AAA GAT CAC CAT CAA GCC AGT AAT

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

ACCAGCTATCCAAAATGCAGTGAACTCCTTTTATATAATAGATGCTATGAAAACCTTTTATGACCTTCATCAACTCAAT
CCTAAGGATATACAAGTTCTGTGGTTTCAGTTAAGCATTCCAATAACACCTTCCAAAAACCTGGAGTGTAAGAGCTTTG
TTTCTTTATGGAACTCCCCTGTGATTGCAGTAAATTACTGTATTGTAAATTCTCAGTGTGGCACTTACCTGTAAATGCA
ATGAAACTTTTAATTATTTTTCTAAAGGTGCTGCACTGCCTATTTTTCCTCTTGTTRTGTAAATTTTTGTACACATTGA
TTGTTATCTTGACTGACAAATATTCTATATTGAACTGAAGTAAATCATTTCAGCTTATAGTTCTTAAAAGCATAACCCT

TTACCCCATTTNATTCTAGAGTCNAGAACGCAAGGATCTCTTGGAATGACAAATGATAGGTACCTAAAATGTAACATGA
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Figura 5

M 1
CTCGAGGCCAAAATTCGGCACGAGGCCGGGCTGTGGTCTAGCATARAGGCGGAGCCCAGAAGAAGGGGCGGGGT ATG 77

G E A S p P A P A R R H L L \ L L L L L 21
GGA GAA GCC TCC CCA CCT GCC CCC GCA AGG CGG CAT CTG CTG GTC CTG CTG CTG CTC CTC 137

S T L v 1 P S A A A P I H D A D A Q E S 41
TCT ACC CTG GTG ATC CCC TCC GCT GCA GCT CCT ATC CAT GAT GCT GAC GCC CAA GAG AGC 197

S L G L T G L Q S L L Q G F S R L F L K 61
TCC TTG GGT CTC ACA GGC CTC CAG AGC CTA CTC CAA GGC TTC AGC CGA CTT TTC CTG AAA 257

G N L L R G I D S L 81
GGT AAC CTG CTT CGG GGC ATA GAC AGC TTA TTC TCT GCC CCC ATG GAC TTC CGG GGC CTC 317

]
%)
2
]
=
o
o]
E
Q
r

K E E N Q E H Q L G N N T L s 101
CCT GGG AACT TAC CAC AAA GAG GAG AAC CAG GAG CAC CAG CTG GGG AAC AAC ACC CTC TCC 377
D

K M T D N K T G E A L I S E 121
AGC CAC CTC CAG ATC GAC AAG ATG ACC GAC AAC AAG ACA GGA GAG GTG CTG ATC TCC GAG 437

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

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

E L H |34 R v A F W I I K L p R R R S H Q 181
GAA CTC CAT CCC CGG GTG GCC TTC TGG ATC ATT AAG CTG CCA CGG CGG AGG TCC CAC CAG 617

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

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

H s R L s P R K T H L L Y I L R P S R Q 241
CAC TCC AGG CTG TCC CCC CGA AAG ACC CAC TTA CTG TAC ATC CTC AGG CCC TCT CGG CAG 797

L v 243
CTG TAG 803

GGGTGGGGACCGGGGAGCACCTGCCTGTAGCCCCCATCAGACCCTGCCCCAAGCACCATATGGAAATAAAGTTCTTTCT 882

TACATCTAAAAAAAAAAAAAAAAAARAAAAAAAAATTGGCGGCCGC 928
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Figura 8A

FGTCGACCCACGCGTCCGCTGTGGCAGCCCAGCTACCGGTCGTGACCAGATCCAGCTTGCAGCTCAGCTTTGTTCATTC

M Q R L G G I L L C T L
GAATTGGGCGGCGGCCAGCGCGGAACAAAC ATG CAG CGG CTC GGG GGT ATT TTG CTG TGT ACA CTG

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

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

E \ E E L M E D T Q H K L R S AV E E M
GAG GTG GAG GAG CTG ATG GAA GAC ACT CAG CAC AAA CTG CGC AGT GCC GTG GAG GAG ATG

E A E E A A A K T S S E v N L A S L P P
GAG GCG GAA GAA GCA GCT GCT AAA ACG TCC TCT GAG GTG AAC CTG GCA AGC TTA CCT CCC
T
AAC TAT CAC AAT GAG ACC AGC ACG GAG ACC AGG GTG GGA AAT AAC ACA GTC CAT GTG CAC
CAG GAA GTT CAC AAG ATA ACC AAC AAC CAG AGT GGA CAG GTG GTC TTT TCT GAG ACA GTC
ATT ACA TCT GTA GGG GAT GAA GAA GGC AAG AGG AGC CAT GAA TGT ATC ATT GAT GAA GAC
TGT GGG CCC ACC AGG TAC TGC CAG TTC TCC AGC TTC AAG TAC ACC TGC CAG CCA TGC CGG
GAC CAG CAG ATG CTA TGC ACC CGA GAC AGT GAG TGC TGT GGA GAC CAG CTG TGT GCC TGG
GGT CAC TGC ACC CAA AAG GCC ACC AAA GGT GGC AAT GGG ACC ATC TGT GAC AAC CAG AGG

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

o %o

CCC CTG CCC GTG GAG GGA GAG CTC TGC CAT GAC CCC ACC AGC CAG CTG CTG GAT CTC ATC
ACC TGG GAA CTG GAG CCT GAA GGA GCT TTG GAC CGA TGC CCC TGC GCC AGT GGC CTC CTA
TGC CAG CCA CAC AGC CAC AGT CTG GTG TAC ATG TGC AAG CCA GCC TTC GTG GGC AGC CAT
GAC CAC AGT GAG GAG AGC CAG CTG CCC AGG GAG GCC CCG GAT GAG TAC GAA GAT GTT GGC

F I G E v R Q E L E D L E R S L A Q E M
TTC ATA GGG GAA GTG CGC CAG GAG CTG GAA GAC CTG GAG CGG AGC CTA GCC CAG GAG ATG
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