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ES 2366 610 T3

DESCRIPCION
Factores neurotréficos
CAMPO DE LA INVENCION

La invencion se refiere a polipéptidos de factores neurotroficos, a acidos nucleicos que codifican los polipéptidos de
factores neurotréficos, y a anticuerpos que se unen especificamente a los factores neurotroficos.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Los factores neurotréficos son proteinas naturales que promueven la supervivencia, mantienen la diferenciacion
fenotipica, previenen la degeneracion y potencian la actividad de las células y tejidos neuronales. Los factores
neurotroficos se aislan de tejido neural y de tejido no neural que esta inervado por el sistema nervioso, y se han
clasificado en grupos relacionados funcional y estructuralmente, también denominados familias, superfamilias o
subfamilias. Entre las superfamilias de factores neurotroficos estan las superfamilias del factor de crecimiento de
fibroblastos, neurotrofina y factor de crecimiento transformante p (TGF-B). Las especies individuales de los factores
neurotréficos se distinguen por su estructura fisica, su interaccidén con sus receptores compuestos, y sus efectos en
diferentes tipos de células nerviosas. Estan clasificados dentro de la superfamilia de TGF-B (Massague, y col., 1994,
Trends in Cell Biology, 4:172-178) los ligandos de factores neurotréficos derivados de lineas celulares gliales
("GDNF"; documento WO 93/06116, incorporado en el presente documento por referencia), que incluye GDNF,
persefina ("PSP"; Milbrandt y col., 1998, Neuron 20:245-253, incorporado en el presente documento por referencia) y
neurturina ("NTN"; documento WO 97/08196, incorporado en el presente documento por referencia). Los ligandos de
la subfamilia de GDNF tienen en comun su capacidad para inducir la sefializacion a través del receptor de la tirosina
quinasa RET. Estos tres ligandos de la subfamilia de GDNF difieren en sus afinidades relativas por una familia de
receptores neurotroéficos, los receptores GFRa.

Debido a los efectos de los factores neurotréficos en tejidos neuronales, sigue siendo necesario identificar y
caracterizar factores neurotroficos adicionales para el diagndstico y tratamiento de trastornos del sistema nervioso.

RESUMEN DE LA INVENCION

Esta invencion se refiere a un nuevo factor neurotroéfico llamado en el presente documento “neublastina” o “NBN”. La
neublastina se clasifica dentro de la subfamilia de GDNF porque comparte regiones de homologia con otros ligandos
GDNF (véase las Tablas 3 y 4, mas adelante) y debido a su capacidad para interaccionar con RET (véase, p. €j.,
Airaksinen y col., Mol. Cell. Neuroscience, 13, pp. 313-325 (1999)), la neublastina es un factor neurotréfico nuevo y
unico. A diferencia de los ligandos GDNF, la neublastina presenta una alta afinidad por el complejo receptor GFRa3(
RET y tiene subregiones uUnicas en su secuencia de aminoacidos.

En la invenciéon se incluyen los acidos nucleicos de NBN y los polipéptidos que estos codifican. Los polipéptidos de
NBN son biolégicamente activos como dimeros, y como mondmeros tienen poca o ninguna actividad. En un aspecto,
la invencion proporciona un polipéptido de neublastina truncado, en el que el extremo amino del polipéptido de
neublastina truncado carece de uno o mas aminoacidos amino-terminales de un polipéptido de neublastina maduro.
Preferiblemente, el polipéptido de neublastina truncado, cuando dimeriza, se une a un polipéptido RET.
Preferiblemente, el polipéptido de neublastina truncado activo induce la dimerizacién del polipéptido RET.

En algunas realizaciones, el polipéptido de neublastina truncado incluye 7 restos de cisteina en las posiciones
correspondientes a las posiciones 16, 43, 47, 80, 81, 109 y 111 del polipéptido de neublastina de la SEQ ID N°: 12
(maduro 113AA), que corresponde, por ejemplo, a las posiciones 43, 70, 74, 107, 108, 136, 138 de la SEQ ID N°:9.
El SEQ ID N°:9 se numera de forma que los restos de -80 a -1 corresponden a la seccion prepro del polipéptido de
NBN traducido, y los restos 1-140 corresponden a los 140 aminoacidos de NBN140 madura. Este esquema de
numeracion se presenta sélo por conveniencia, y no debe sacarse ninguna deduccion de ella en relacién a una
cualquiera o mas formas de NBN prepro, pro, madura o truncada descritas en el presente documento.

También esta dentro de la invencién un polipéptido que incluye la secuencia de aminoacidos de un polipéptido de
neublastina truncado. La secuencia de aminoacidos del polipéptido de neublastina truncado tiene menos de 113
aminoacidos de longitud e incluye una secuencia de aminoacidos al menos 70% homdloga con los aminoacidos 28]
140 de la SEQ ID N°: 9.

En algunas realizaciones, la secuencia de aminoacidos del polipéptido de neublastina truncado es al menos 80%
homologa con los aminoacidos 42-140 de la SEQ ID N° 9. Mas preferiblemente, la secuencia de aminoacidos del
polipéptido de neublastina truncado es al menos 90% homédloga con los aminoacidos 42-140 de la SEQ ID N° 9.
Incluso mas preferiblemente, la secuencia de aminoacidos del polipéptido de neublastina truncado es al menos 95%
homdloga con los aminoacidos 42-140 de la SEQ ID N° 9. En otra realizacién, la secuencia de aminoacidos del
polipéptido de neublastina es al menos 99% homodloga con los aminoacidos 42-140 de la SEQ ID N° 9. En las
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realizaciones mas preferidas, la secuencia de aminoacidos del polipéptido de neublastina truncado comprende los
aminoacidos 42-140 de la SEQ ID N° 9. En algunas realizaciones, la secuencia de aminoacidos del polipéptido de
neublastina truncado consiste esencialmente en 99 aminoacidos de la SEQ ID N° 48.

En algunas realizaciones, la secuencia de aminoacidos del polipéptido de neublastina truncado es al menos 80%
homologa con los aminoacidos 39-140 de la SEQ ID N° 9. Preferiblemente, la secuencia de aminoacidos del
polipéptido de neublastina es al menos 90% homdloga con los aminoacidos 39-140 de la SEQ ID N° 9. Mas
preferiblemente, la secuencia de aminoacidos del polipéptido de neublastina es al menos 95% homdloga con los
aminoacidos 39-140 de la SEQ ID N° 9. En las realizaciones mas preferidas, la secuencia de aminoacidos del
polipéptido de neublastina truncado comprende los aminoacidos 39-140 de la SEQ ID N° 9. En otra realizacion, la
secuencia de aminoacidos del polipéptido de neublastina es al menos 99% homdloga con los aminoacidos 39-140 de
la SEQ ID N° 9. En algunas realizaciones, la secuencia de aminoéacidos del polipéptido de neublastina truncado
consiste esencialmente en los 102 aminoacidos de la SEQ ID N° 45.

En otras realizaciones, la secuencia de aminoacidos del polipéptido de neublastina truncado es idéntico, o al menos
80%, 90%, 95% o0 99% homéloga con los aminoacidos 29-140 de la SEQ ID N°: 9, y consta esencialmente de 112
aminoacidos. En realizaciones alternativas, la identidad o porcentaje de homologia mencionados antes es con
respecto a los aminoacidos 30-140 de la SEQ ID N°: 9, 31-140 de la SEQ ID N°: 9, 32-140 de la SEQ ID N°: 9, 330J
140 de la SEQ ID N°: 9, 34-140 de la SEQ ID N°: 9, 35-140 de la SEQ ID N°: 9, 36-140 de la SEQ ID N°: 9, 37-140
de la SEQ ID N°: 9, 38-140 de la SEQ ID N°: 9, 40-140 de la SEQ ID N° 9 o 41-140 de la SEQ ID N°9. En estas
realizaciones, la secuencia de aminoacidos del polipéptido de neublastina truncado consiste esencialmente en 111,
110, 109, 108, 107, 106, 105, 104, 103, 101 o 100 aminoacidos, respectivamente. En realizaciones especificas, el
polipéptido de neublastina truncado es el polipéptido de uno cualquiera de las SEQ ID N°: 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41,
42,43, 44, 45, 46, 47 6 48.

El polipéptido de neublastina truncado se puede obtener proporcionando un polipéptido de neublastina maduro tal
como NBN113, y poniendo en contacto el polipéptido de neublastina maduro con al menos una proteasa en
condiciones suficientes para producir el polipéptido de neublastina truncado. Preferiblemente, el polipéptido de
neublastina truncado se produce como un producto de digestidon del polipéptido de neublastina por exoproteasa
poniendo en contacto el polipéptido de neublastina maduro con al menos una exoproteasa. Una proteasa preferida
es una cualquiera de aminopeptidasa, Endo Lys C y tripsina. En algunas realizaciones, el procedimiento incluye
poner ademas en contacto el producto de digestion del polipéptido de neublastina por la exonucleasa con una
dipeptidil peptidasa.

En una realizacién, el polipéptido de neublastina truncado es un polipéptido glicosilado. En una realizacion
alternativa, el polipéptido de neublastina truncado no esta glicosilado.

También esta dentro de la invencién un acido nucleico que incluye un polipéptido que incluye la secuencia de
aminoacidos de un polipéptido de neublastina truncado. En algunas realizaciones, el acido nucleico hibrida
especificamente en condiciones de hibridacion en solucién muy restrictivas, con un acido nucleico que codifica un
polipéptido de neublastina variante.

El acido nucleico que codifica un polipéptido de neublastina truncado se puede usar introduciendo el acido nucleico
en una célula y haciendo que sea expresado el polipéptido codificado por el acido nucleico en una célula. Si se
desea, el procedimiento puede incluir la etapa de administrar el acido nucleico a un animal y hacer que el polipéptido
sea expresado en el animal.

El acido nucleico que codifica un polipéptido de neublastina truncado se puede proporcionar como un vector, p. €j.,
un vector de expresion. El vector se puede usar para expresar el polipéptido de neublastina truncado codificado.

La invencién también incluye una célula transformada con un acido nucleico que codifica un polipéptido que incluye
un polipéptido de neublastina truncado. La célula puede ser, por ejemplo, una célula de mamifero, una célula
fungica, una célula de levadura, una célula de insecto y una célula bacteriana. Una célula de mamifero preferida es
una célula de ovario de hamster chino, o una célula derivada del sistema nervioso central de mamifero.

En un aspecto adicional, la invencién incluye un procedimiento para hacer un polipéptido de neublastina truncado,
expresando un acido nucleico que codifica un polipéptido de neublastina truncado. Preferiblemente, el procedimiento
incluye la etapa de cultivar una célula que comprende el acido nucleico en un medio de cultivo que permite la
produccion del polipéptido de neublastina truncado. El procedimiento también puede incluir la etapa de recuperar el
polipéptido del medio de cultivo. La invencién también proporciona un polipéptido de neublastina truncado (p. €j., una
proteina purificada) obtenida por el procedimiento.

La invencién también proporciona una composicién farmacéutica que incluye un polipéptido de neublastina truncado
y un vehiculo farmacéuticamente aceptable. También esta dentro de la invenciéon una composicién farmacéutica que
comprende un &cido nucleico que codifica un polipéptido de neublastina truncado y un vehiculo farmacéuticamente
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aceptable.

En otro aspecto mas, la invencion proporciona un procedimiento para administrar el polipéptido de neublastina
truncado suministrando el polipéptido a una célula aislada o in vivo a un mamifero (tal como un ser humano).
Preferiblemente, la administracion in vivo comprende la administracion sistémica. EI mamifero puede padecer una
afeccion tal como, p. ej., dafio neuronal isquémico, lesidén cerebral traumatica, neuropatia periférica, dolor
neuropatico, enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Huntington, enfermedad de Parkinson, esclerosis lateral
amiotréfica, y deterioro de la memoria. En algunas realizaciones, el mamifero padece un trastorno neuronal de
sistema nervioso periférico, la médula o la médula espinal.

La invencion también proporciona un procedimiento para tratar una enfermedad neurodegenerativa o trastorno en un
mamifero, administrando al mamifero de un acido nucleico que codifica un polipéptido de neublastina truncado.

La invencion también proporciona un procedimiento para tratar una enfermedad o trastorno neurodegenerativos en
un animal, administrando al animal el polipéptido de neublastina truncado. En otro aspecto, la invencion presenta un
procedimiento para tratar una neuropatia periférica en un mamifero, que comprende administrar una cantidad
terapéuticamente eficaz de un polipéptido de neublastina truncado al mamifero. La neuropatia periférica puede ser,
p. €j., una o mas de neuropatias inducidas por traumatismo, neuropatias inducidas por virus, neuropatias inducidas
por quimioterapia, neuropatias inducidas por toxinas, neuropatias inducidas por farmacos, neuropatias inducidas por
deficiencia de vitaminas; neuropatias idiopaticas; y neuropatias diabéticas. En algunas realizaciones, el polipéptido
de neublastina truncado se suministra directamente al sistema nervioso central. En otras realizaciones, el polipéptido
de neublastina truncado se suministra preferiblemente sistémicamente por inyeccidon subcutanea, intramuscular,
administracion intravenosa o infusion intravenosa.

También esta dentro de la invencién un procedimiento para tratar el dolor neuropatico en un mamifero, que
comprende administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de un polipéptido de neublastina truncado al mamifero.
En algunas realizaciones, dolor neuropatico asociado con dafio de nervios inducido por toxinas, dafio de nervios
inducido por patégenos, dafio de nervios inducido por inflamacién, o neurodegeneracion.

En otro aspecto, la invencidon presenta un procedimiento para tratar una neuropatia periférica en un mamifero
administrando una cantidad terapéuticamente eficaz de un acido nucleico que codifica el polipéptido de neublastina
truncado al mamifero. La neuropatia periférica preferiblemente es una o mas de neuropatias inducidas por
traumatismo, neuropatias inducidas por quimioterapia, neuropatias inducidas por toxinas, neuropatias inducidas por
virus, neuropatias inducidas por farmacos, neuropatias inducidas por farmacos, neuropatias inducidas por deficiencia
de vitaminas; neuropatias idiopaticas; y neuropatias diabéticas. Preferiblemente, el acido nucleico que codifica el
polipéptido de neublastina truncado se suministra directamente en el sistema nervioso central. Preferiblemente, el
acido nucleico que codifica el polipéptido de neublastina truncado se suministra de forma sistémica por inyeccién
subcutanea, administracion intravenosa o infusion intravenosa.

La invencién también proporciona un kit que incluye, en uno o mas envases, una sustancia seleccionada del grupo
que consiste en un polipéptido de neublastina truncado y un acido nucleico que codifica un polipéptido de
neublastina truncado.

Un “polipéptido de neublastina”, tal como se usa en el presente documento, es un polipéptido que tiene actividad
neurotrofica (p. ej., como se describe en los ejemplos 6, 7, 8 y 9) e incluye los polipéptidos que tienen una secuencia
de aminoacidos que tiene una homologia de al menos 70% con los polipéptidos de “neublastina” humanos expuestos
en los AA95-AA105 de la SEQ ID N°: 2, AA1-AA105 de la SEQ ID N°: 2, AA97-AA140 de la SEQ ID Ne°: 4, AA41-AA140 dela
SEQ ID N° 4 ("pro"), AA1-AAq40 de la SEQ ID N°: 4, AAg;-AA 4o de la SEQ ID N°: 9 ("tipo salvaje" preproNBN), AA4[]
AA 4 de la SEQ ID N° 9 (proNBN), AA-AA, 4 de la SEQ ID N°: 5 (maduro 140AA), AA;-AAq16 de la SEQ ID N°: 6
(maduro 116AA), AA;-AA;3 de la SEQ ID N°: 7 (maduro 113AA), AA-AA44 de la SEQ ID N° 10 (maduro 140AA),
AA-AA ;s de la SEQ ID N°: 11 (maduro 116AA), AA;-AA443 de la SEQ ID N°: 12 (maduro 113AA), y los polipéptidos
truncados de las variantes de las SEQ ID N°: 35-48 y derivados de los mismos. Ademas, la invencién contempla
aquellos polipéptidos que tienen una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 70% de homologia con los
polipéptidos de “neublastina” murinos expuestos en los AA;-AA,,4 de la SEQ ID N° 16 o con los polipéptidos de
neublastina de rata expuestos en los AA;-AA,,, de la SEQ ID N°: 34.

Preferiblemente, la secuencia C-terminal de los polipéptidos de neublastina identificados antes tiene una secuencia
de aminoacidos como se expone en los AA7,-AA; s de la SEQ ID N°: 2 (es decir, AA1g7-AA14 de la SEQ ID N°: 9),
mas preferiblemente AA41-AAqgs de la SEQ ID N°: 2 (es decir, AA7s-AAq4 de la SEQ ID N°: 9), o la secuencia de
aminodcidos expuesta en los AA491-AA,,4 de la SEQ ID N°: 16 6 34.

También se prefiere que el polipéptido de neublastina retenga los 7 restos de Cys conservados que son
caracteristicos de la familia de GDNF de la superfamilia de TGF-beta. Los 7 restos de cisteina conservados se
localizan en las posiciones 16, 43, 47, 80, 81, 109 y 111 del polipéptido de neublastina de la SEQ ID N°: 12 (maduro
113AA). Estas corresponden, por ejemplo, a las posiciones 43, 70, 74, 107, 108, 136 y 138 de la SEQ ID N°: 9, o,
por ejemplo, a las posiciones 127, 154, 158, 191, 192, 220 y 222 de las SEQ ID N°: 16 6 34.
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Preferiblemente, el polipéptido de neublastina tiene una secuencia de aminoacidos que con una homologia mayor de
85%, mas preferiblemente con una homologia mayor de 90%, mas preferiblemente con una homologia mayor que
95%, lo mas preferiblemente con una homologia mayor que 99%, con las secuencias anteriores (AAgs-AA4s de la
SEQ ID N° 2, AA-AAqgs de la SEQ ID N° 2, AAg7-AA4 de la SEQ ID N°: 4, AA4-AA44 de la SEQ ID N°: 4, AA4 [
AA; 4 de la SEQ ID N°: 4, AAgy-AA+4 de la SEQ ID N°: 9 ("tipo salvaje" prepro), AA41-AAq40 de la SEQ ID N°: 9 (pro),
AA-AA+4 de la SEQ ID N°: 5 (maduro 140AA), AA-AA;6 de la SEQ ID N°: 6 (maduro 116AA), AA-AA,43de la SEQ
ID N°: 7 (maduro 113AA), AA-AA 4 de la SEQ ID N° 10 (maduro 140AA), AA;-AA 6 de la SEQ ID N°: 11 (maduro
116AA), AA-AA413 de la SEQ ID N°: 12 (maduro 113AA), y AA-AA,,, de la SEQ ID N°: 16 6 34, y de las SEQ ID N°:
35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47 y 48 (NBN112 truncada a NBN99, respectivamente).

Un “acido nucleico de neublastina”, tal como se usa en el presente documento, es un polinucleétido que codifica un
polipéptido de neublastina. Por consiguiente, un acido nucleico de neublastina aislado es una molécula de
polinucledtido que tiene un marco de lectura abierto de codones de nucleétidos que, si se expusiera a los
componentes adecuados necesarios para la traduccion, codificaria o codifica un polipéptido de neublastina. Los
acidos nucleicos de neublastina de la invencion pueden ser ARN o ADN, p. ej., ADN genomico, o ADN que es
complementario de y/o se ha transcrito de un ARNm de neublastina (“ADNc”). Por lo tanto, un acido nucleico de
neublastina de la invencion incluye ademas moléculas de polinucledtido que hibridan con especificidad, en
condiciones de hibridacion de restriccion alta, con un polinucleétido que codifican un polipéptido de neublastina. Esta
invenciéon también se refiere a cebadores de acido nucleico que son Uutiles para identificar, aislar y amplificar
polinucledtidos que codifican polipéptidos de neublastina, o fragmentos de los mismos. En determinadas
realizaciones de la invencion, algunos de estos cebadores son sondas especificas de neublastina utiles para hibridar
con un acido nucleico de neublastina, pero no con acidos nucleicos que codifican otros miembros de la familia de
GDNF. Por “especifico”, “especificidad” o “especificamente”, se entiende la capacidad para hibridar con acido
nucleico de neublastina e incapacidad para hibridar con acidos nucleicos que no son de neublastina, incluyendo una
incapacidad para hibridar con acidos nucleicos que codifican solamente los otros ligandos GDNF (p. ej., GDNF,
persefina y neurturina).

En otra realizacion, un acido nucleico de neublastina de la invencion es uno que se identifica como complementario
de un polinucleétido que codifica un polipéptido de neublastina, o bien tener una secuencia de acido nucleico
complementaria o por demostrar que hibrida con especificidad en condiciones de hibridacion muy restrictivas con un
polinucledtido que codifica la neublastina. Los acidos nucleicos de neublastina particulares incluyen, sin limitacion,
las secuencias de acidos nucleicos mostradas en el presente documento y designadas SEQ ID N°: 1, SEQ ID N°: 3,
SEQ ID N°: 8, SEQ ID N° 13, SEQ ID N° 14, SEQ ID N° 15, SEQ ID N° 29 e SEQ ID N° 30, asi como los
cebadores de SEQ ID N°: 17-28, 31 y 32. Un acido nucleico de neublastina de la invencion incluye ademas una
subregién unica, o fragmento, de un &cido nucleico de neublastina, que incluye sin limitaciéon los fragmentos de
acidos nucleicos mostrados en la fig. 8.

Los acidos nucleicos de neublastina de la invencién se pueden usar para expresar un polipéptido de neublastina, p.
ej., expresando un polipéptido de neublastina in vivo, o administrando un acido nucleico de neublastina a un animal
para la expresion in vivo. Los acidos nucleicos de neublastina pueden incluirse dentro de un vector de acido nucleico,
p. €j., un vector de expresion o un vector de clonacién. Un acido nucleico de neublastina se puede, pero no es
necesario, mantener, reproducir, transferir o expresar como parte de un vector de acido nucleico. Se puede introducir
y/o mantener dentro de la célula un vector de expresion recombinante que contiene una secuencia de polipéptido de
neublastina. Las células que hospedan un vector de neublastina pueden ser procariotas. Alternativamente, se puede
introducir un acido nucleico de neublastina en una célula eucariota, p. ej., una célula eucariota que contiene los
mecanismos adecuados para el procesamiento postraduccional de un polipéptido en una proteina madura y/o los
mecanismos adecuados para segregar un polipéptido en el entorno extracelular de la célula.

La invencion presenta ademas por un factor neurotréfico neublastina, “neublastina”. La neublastina puede estar en
forma de un polipéptido o puede ser un multimero de dos o mas polipéptidos de neublastina, p. €j., un dimero de
neublastina. Los polipéptidos de neublastina se asocian como multimeros por asociaciones estructurales
intermoleculares que conocen los expertos en la materia, incluyendo sin limitacion, interaccion cisteina-cisteina,
enlaces disulfuro e interacciones no covalentes. Los polipéptidos de neublastina particulares incluyen, sin limitacion,
una secuencia de aminoacidos descrita en el presente documento y designada SEQ ID N°: 2; SEQ ID N°: 4; SEQ ID
N°: 5; SEQ ID N°: 6; SEQ ID N°: 7; SEQ ID N°: 9; SEQ ID N°: 10; SEQ ID N°: 11, SEQ ID N° 12, SEQ ID N°: 16,
SEQ ID N° 34 e SEQ ID N°: 35-48. Preferiblemente, los polipéptidos de neublastina de la presente invencion,
cuando dimerizan se unen a RET. Mas preferiblemente, los presentes polipéptidos de neublastina, cuando dimerizan
inducen la dimerizaciéon de RET. La dimerizacién de RET en la superficie de una célula conduce a la autofosforilacion
del dimero de RET y finalmente a la activacion de RET mediante cascada de sefializacion intracelular.

Un polipéptido de neublastina de la invencion es util para tratar un defecto en una neurona, incluyendo sin limitacion,
neuronas lesionadas y neuronas traumatizadas. Los nervios periféricos que experimentan traumatismo incluyen,
pero no se limitan a nervios de la médula o de la médula espinal. Los polipéptidos de neublastina son utiles en el
tratamiento de enfermedades neurodegenerativas, p. ej., dafio neuronal isquémico cerebral; neuropatia, p. ej.,
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neuropatia periférica, enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Huntington, enfermedad de Parkinson, esclerosis
lateral amiotrofica (ELA). Los polipéptidos de neublastina se contemplan ademas para usar en el tratamiento de la
memoria deteriorada, p. ej., deterioro de la memoria asociado con demencia.

Son ejemplos adicionales de afecciones o enfermedades los trastornos del sistema nervioso periférico, la médula o
la médula espinal, asi como neuropatias inducidas por traumatismo, neuropatias inducidas por quimioterapia,
neuropatias inducidas por toxinas, neuropatias inducidas por farmacos, neuropatias inducidas por farmacos,
neuropatias inducidas por deficiencia de vitaminas; neuropatias idiopaticas; y neuropatias diabéticas, dolor
neuropatico asociado con el dafio de nervios inducido por toxinas, dafio de nervios inducido por patégenos, dafio de
nervios inducido por inflamaciéon o neurodegeneracion. Los ejemplos adicionales de neuropatias periféricas incluyen
neuropatias inducidas por traumatismo, neuropatias inducidas por quimioterapia, neuropatias inducidas por toxinas,
neuropatias inducidas por farmacos, neuropatias inducidas por deficiencia de vitaminas; neuropatias idiopaticas; y
neuropatias diabéticas.

Salvo que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos usados en el presente documento tienen el
mismo significado que entiende habitualmente el experto en la materia a la que pertenece esta invencion. Aunque se
pueden usar procedimientos y materiales similares o equivalentes a los descritos en el presente documento en la practica
0 ensayo de la invencion, se describen a continuacién procedimientos y materiales adecuados. En caso de conflicto,
controla la presente memoria descriptiva, incluyendo las definiciones. Ademas, los materiales, procedimientos y ejemplos
son solo ilustrativos y no se pretende que sean limitantes.

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

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La fig. 1 es una imagen fotogréafica de dos transferencias northern con sondas de ADNc de neublastina marcadas con p,
que compara los niveles de expresion relativos del gen de neublastina en diferentes tipos de tejidos humanos de
adulto (panel A) y en diferentes regiones del cerebro humano de adulto (panel B).

La fig. 2 es una imagen fotografica de una transferencia northern con sonda de ADNc de neublastina marcada con *P,
que compara la cantidad de ADNc de neublastina expresado en una linea celular no transfectada, HiB5, con la
cantidad de ADNc de neublastina expresado en una linea celular transfectada con ADNc de neublastina, y con una
linea celular transfectada con ADNc de GDNF.

La fig. 3 es una imagen fotografica de dos transferencias western que comparan los grados con los que se expresa la
proteina de neublastina en células HiB5 no transfectadas (calle 1) con respecto a una linea celular HiB5 transfectada
establemente con ADNc de neublastina (calle 2) con sonda del anticuerpo Ab-2 especifico de neublastina (transferencia
izquierda; panel A) o del anticuerpo Ab-1 especifico de neublastina (transferencia de la derecha, Panel B).

La fig. 4 es una ilustracion grafica del efecto de la neublastina en la supervivencia de neuronas mesencefalicas ventrales,
dopaminérgicas, embrionarias de rata cultivadas y la actividad de ChAT en las neuronas motoras de nervios craneales
colinérgicos en medio sin suero. En particular, la Fig. 4A es una ilustracion de la curva de respuesta a la dosis para GDNF
recombinante en la actividad de ChAT (dpm/hora). La figura 4B es una ilustracién de la actividad de ChAT (dpm/hora)
usando medio condicionado diluido de células que producen neublastina o células que producen GDNF. La fig. 4C es una
ilustraciéon del nimero de células inmunorreactivas para la tirosina hidroxilasa por pocillo.

La fig. 5 es una ilustracion del efecto de la neublastina segregada de células HiB5pUbi1zZNBN22 en la funcién y
supervivencia de cultivos de laminas de neuronas mesencefalicas ventrales, dopaminérgicas, embrionarias de cerdo
cocultivadas con células HiBSpUbi1zZNBN22 (neublastina) o células HiB5 (control). La fig. 5A y fig. 5B ilustran la
dopamina liberada al medio en DIV12 (dopamina (pmol/l) - dias 12) y DIV21 (dopamina (pmol/ml) - dia 21),
respectivamente. La fig. 5C es una ilustracion del nimero de células inmunorreactivas para la tirosina hidroxilasa por
cultivo (células TH-ir por cultivo) en DIV21.

La fig. 6 es una ilustracidon del efecto in vivo de la neublastina producida por lentivirus en neuronas nigrales
dopaminérgicas.

La fig. 7 es un diagrama esquematico de la estructura genémica del gen de neublastina, que incluye cebadores de
acido nucleico que se pueden usar para identificar el gen de neublastina de longitud completa, y su orientaciéon
espacial respecto a la secuencia gendémica que codifica la neublastina (es decir, el gen).

La fig. 8 es una ilustraciéon de los cebadores especificos de neublastina usados para identificar el clon de ADNc que
codifica el polipéptido de neublastina humana que hibrida con &cidos nucleicos que codifican polipéptidos de
neublastina, pero no hibridan con acidos nucleicos que codifican los otros miembros conocidos de la familia de
GDNF (es decir, GDNF, persefina y neurturina).
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La fig. 9 ilustra la actividad neurotréfica en cultivos de células de ganglios de la raiz dorsal de rata disociadas de
diferentes estados de desarrollo, de un polipéptido descrito en la presente invencidon comparado con los obtenidos
con factores neurotroficos conocidos (0 experimento de control (en ausencia de factores); 1 en presencia de GDNF;
2 en presencia de neurturina; 3 en presencia de la neublastina de la invencion; E12, dia embrionario 12; E16, dia
embrionario 16; PO, dia del nacimiento; P7, dia 7 después del nacimiento; y P15, dia 15 después del nacimiento).

La fig. 10 ilustra la produccion de neublastina de lineas celulares CHO.
La fig. 11 ilustra una comparacion de la unién de neublastina y GDNF a los receptores GFRa-1 y GFRa3.

La fig. 12 es una imagen fotografica de una transferencia western que ilustra la unién del anticuerpo antipéptido R30
y anticuerpo antipéptido R31 a la neublastina.

La fig. 13 es una imagen de un gel que muestra la extraccion de neublastina por unién por afinidad a RETL3-Ig.

La fig. 14 es un mapa de plasmido de pET19b-Neublastina, junto con la secuencia del gen sintético para la
neublastina.

La fig. 15 es un mapa de plasmido de pMJB164-HisNeublastina, junto con la secuencia del gen sintético para la His[l
neublastina.

La fig. 16 ilustra una comparacion de una forma de 102 aminoacidos de la neublastina truncada (NBN) y una forma
de 113 aminoécidos de la neublastina en un ensayo de activacion celular de RET.

La fig. 17 ilustra una comparacién de diferentes formas de neublastina o muteinas de neublastina en un ensayo de
activacion celular de RET.

La fig. 18 ilustra una comparacién de diferentes formas madura (113 aa) y truncada (106 aa, 104 aa o0 99 aa) de la
neublastina o muteinas R14K de neublastina en un ensayo celular ELISA KIRA.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Los solicitantes han identificado un acido nucleico que codifica un nuevo factor neurotréfico que en el presente
documento se denomina “neublastina” o “NBN”. La neublastina es un miembro de la subclase de factores
neurotroficos derivados de lineas celulares gliales (GDNF) de la superfamilia del factor de crecimiento transformante
B (TGF-B) de los factores neurotroficos. Los polipéptidos de NBN son biolégicamente activos como dimeros, y tienen
poca o no tienen actividad neurotréfica como mondmeros. Por lo tanto, la referencia en el presente documento a
cualquier polipéptido de neublastina de la invencidon se entiende que designa la forma homodimérica de la
neublastina designada, salvo que se especifique lo contrario.

El ADNc que codifica la neublastina se identificd originalmente como sigue. Usando el algoritmo TBLASTN 1.4.11
(Atschul y col., Nucl. Acids Res., 25, pp. 3389-3402 (1997)) y la persefina humana como consulta (GenBank n° de
acceso AF040962), inicialmente se identificé un fragmento de 290 pb en la base de datos High-Throughput Genomic
Sequence (HTGS) de dos cromosomas artificiales bacterianos humanos (BAC) con los accesos en GenBank
AC005038 y ACO005051. AC005038 consiste en aproximadamente 190.000 pb de 5 contigos de secuencias
desordenadas, y ACO0005051 consiste en aproximadamente 132.000 pb de 12 coéntigos de secuencias
desordenadas. El fragmento de 290 pb identificado en los dos clones BAC demostré tener regiones que eran
homdlogas, pero no idénticas, con una regiéon de codificacién del ADNc del factor neurotréfico, la persefina humana.

A partir de esta secuencia de 290 pb se sintetizaron dos cebadores de PCR especificos de neublastina (cebador de
la cadena superior (SEQ ID N°: 17) y cebador de la cadena inferior (SEQ ID N°: 18)). Se llevé a cabo el cribado de la
biblioteca de ADNc de cerebro fetal humano. El cribado inicial comprendia el cribado basado en PCR en 96 pocillos
con dos cebadores de PCR (SEQ ID N° 17 y 18) de una “Placa principal” de la biblioteca de ADNc de 500.000
clones de ADNc que contenia aproximadamente 5.000 clones/pocillo. Se llevé a cabo un segundo cribado basado en
PCR en una “Subplaca” de la biblioteca de ADNc de cerebro fetal humano que contenia solucion madre en glicerol
de E. coli con aproximadamente 5.000 clones/pocillo.

Se identificé un fragmento de 102 pb (SEQ ID N°: 13) en los cribados basados en PCR tanto de la placa principal
como de la subplaca. Se seleccioné un clon de ADNc positivo (que tenia un fragmento de 102 pb), se puso en dos
placas que contenian LB/antibiético, y se hicieron crecer toda la noche. De estas placas, se seleccionaron u total de
96 colonias bacterianas y se pusieron individualmente en los pocillos de una nueva placa de PCR de 96 pocillos que
contenia tanto los cebadores de la PCR (SEQ ID N° 17 y 18) como los reactivos necesarios para la amplificacion por
PCR. Después se llevd a cabo la amplificacién por PCR y se analizaron las 96 reacciones de PCR individuales
mediante electroforesis en gel de agarosa al 2%. Después se identificé la colonia positiva con el clon que contenia el
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fragmento de 102 pb. ElI ADN del plasmido se obtuvo de la colonia positiva que contenia el fragmento de 102 pb y se
secuencid. El posterior analisis de secuenciacion puso de manifiesto la presencia de un ADNc de longitud completa
de 861 pb (SEQ ID N°: 8). El marco de lectura abierto (ORF) de 663 pb, también denominado la regién codificante
(CDS), identificada en la SEQ ID N°: 8, codifica el pre-pro-polipéptido (denominado “pre-pro-neublastina”) y se
muestra en la SEQ ID N°: 9. De acuerdo con la SEQ ID N°: 9, se identificaron tres variantes de polipéptidos de
neublastina. Estas variantes incluyen:

(i) el polipéptido de 140 AA denominado en el presente documento NBN140, que tiene la secuencia de aminoacidos
designada como SEQ ID Ne°: 10;

(ii) el polipéptido de 116 AA denominado en el presente documento NBN116, que tiene la secuencia de aminoacidos
designada como SEQ ID N°: 11;

(iii) el polipéptido de 113 AA denominado en el presente documento NBN113, que tiene la secuencia de aminoacidos
designada como SEQ ID N°: 12.

Otras variantes de la neublastina incluyen las formas de NBN truncadas. Los ejemplos de estas incluyen:

(iv) la secuencia de polipéptido de 112 AA designada en el presente documento como NBN112, que tiene los 112
aminoacidos carboxi-terminales de un polipéptido de neublastina, p. €j., los aminoacidos 29-140 de la SEQ ID N°: 9
(SEQ ID N°: 35) o los aminoacidos 113-224 de las SEQ ID N°: 16 6 34.

(v) la secuencia de polipéptido de 111 AA designada en el presente documento como NBN111, que tiene los 111
aminodcidos carboxi-terminales de un polipéptido de neublastina, p. €j., los aminoacidos 30-140 de la SEQ ID N°: 9
(SEQ ID N°: 36) o los aminoacidos 114-224 de las SEQ ID N°: 16 6 34.

(vi) la secuencia de polipéptido de 110 AA designada en el presente documento como NBN110, que tiene los 110
aminodcidos carboxi-terminales de un polipéptido de neublastina, p. €j., los aminoacidos 31-140 de la SEQ ID N°: 9
(SEQ ID N°: 37) o los aminoacidos 115-224 de las SEQ ID N°: 16 6 34.

(vii) la secuencia de polipéptido de 109 AA designada en el presente documento como NBN109, que tiene los 109
aminodcidos carboxi-terminales de un polipéptido de neublastina, p. ej., los aminoacidos 32-140 de la SEQ ID N°: 9
(SEQ ID N°: 38) o los aminoacidos 116-224 de las SEQ ID N°: 16 6 34.

(viii) la secuencia de polipéptido de 108 AA designada en el presente documento como NBN108, que tiene los 108
aminodcidos carboxi-terminales de un polipéptido de neublastina, p. ej., los aminoacidos 33-140 de la SEQ ID N°: 9
(SEQ ID N°: 39) o los aminoacidos 117-224 de las SEQ ID N°: 16 6 34.

(ix) la secuencia de polipéptido de 107 AA designada en el presente documento como NBN107, que tiene los 107
aminoécidos carboxi-terminales de un polipéptido de neublastina, p. ej., los aminoacidos 34-140 de la SEQ ID N°: 9
(SEQ ID N°: 40) o los aminoéacidos 118-224 de las SEQ ID N°: 16 6 34.

(x) la secuencia de polipéptido de 106 AA designada en el presente documento alternativamente como NBN106 o N[
7, que tiene los 106 aminoacidos carboxi-terminales de un polipéptido de neublastina, p. ej., los aminoacidos 35-140
de la SEQ ID N°: 9 (SEQ ID N°: 41) o los aminoacidos 119-224 de las SEQ ID N°: 16 6 34.

(xi) la secuencia de polipéptido de 105 AA designada en el presente documento como NBN105, que tiene los 105
aminodcidos carboxi-terminales de un polipéptido de neublastina, p. €j., los aminoacidos 36-140 de la SEQ ID N°: 9
(SEQ ID N°: 42) o los aminoéacidos 120-224 de las SEQ ID N°: 16 6 34.

(xii) la secuencia de polipéptido de 104 AA designada en el presente documento alternativamente como NBN104 o
N-9, que tiene los 104 aminoacidos carboxi-terminales de un polipéptido de neublastina, p. ej., los aminoacidos 3701
140 de la SEQ ID N°: 9 (SEQ ID N°: 43) o los aminoacidos 121-224 de las SEQ ID N°: 16 6 34.

(xiii) la secuencia de polipéptido de 103 AA designada en el presente documento como NBN103, que tiene los 103
aminodcidos carboxi-terminales de un polipéptido de neublastina, p. ej., los aminoacidos 38-140 de la SEQ ID N°: 9
(SEQ ID N°: 44) o los aminoacidos 122-224 de las SEQ ID N°: 16 6 34.

(xiv) la secuencia de polipéptido de 102 AA designada en el presente documento como NBN102, que tiene los 102
aminodcidos carboxi-terminales de un polipéptido de neublastina, p. ej., los aminoacidos 39-140 de la SEQ ID N°: 9
(SEQ ID N°: 45) o los aminoéacidos 123-224 de las SEQ ID N°: 16 6 34.

(xv) la secuencia de polipéptido de 101 AA designada en el presente documento como NBN101, que tiene los 101
aminodcidos carboxi-terminales de un polipéptido de neublastina, p. ej., los aminoacidos 40-140 de la SEQ ID N°: 9
(SEQ ID N°: 46) o los aminoacidos 124-224 de las SEQ ID N°: 16 6 34.

8



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2366 610 T3

(xvi) la secuencia de polipéptido de 100 AA designada en el presente documento como NBN100, que tiene los 100
aminoacidos carboxi-terminales de un polipéptido de neublastina, p. ej., los aminoacidos 41-140 de la SEQ ID N°: 9
(SEQ ID N°: 47) o los aminoacidos 125-224 de las SEQ ID N°: 16 6 34.

(xvii) la secuencia de polipéptido de 99 AA designada en el presente documento alternativamente como NBN99 o N[J
14, que tiene los 99 aminoéacidos carboxi-terminales de un polipéptido de neublastina, p. €j., los aminoacidos 42-140
de la SEQ ID N°: 9 (SEQ ID N°: 48) o los aminoacidos 126-224 de las SEQ ID N°: 16 6 34.

Los polipéptidos de neublastina descritos en el presente documento se pueden proporcionar en cualquier forma
bioactiva que incluye la forma de pre-pro-proteinas, pro-proteinas, proteinas maduras, proteinas glicosiladas,
proteinas no glicosiladas, proteinas fosforiladas, proteinas no fosforiladas, formas truncadas, o cualquier otra
proteina modificada postraduccionalmente. Se supone que una neublastina bioactiva esta en la forma dimerizada
para cada variante de la NBN, cuando se requiere la formacién de dimero para la actividad. Se observa poca o no se
observa actividad neurotréfica en un polipéptido de NBN monémero. Un polipéptido de neublastina bioactivo incluye
un polipéptido dimerizado, que en presencia de un cofactor (tal como GFRa3 o RET), se une a GFRa3 0 a un
complejo de GFRa3 y RET, induce la dimerizacion de RET y autofosforila RET. Se entiende que las formas
truncadas de la neublastina descritas en el presente documento (p. €j. las formas de 112AA, 111AA, 110AA, 109AA,
108AA, 107AA, 106AA, 105AA, 104AA, 103AA, 102AA, 101AA, 100AA o 99AA, mostradas en las SEQ ID N°: 35-48,
respectivamente), asi como todos los demas polipéptidos de NBN descritos antes, son dimeros, y que cada dimero
tiene actividad neurotréfica.

La secuencia de ADNc entera que contiene ADN 5’ no traducido de 782 pb, ADN codificante de 663 pb y 3’ no
traducido de 447 (en total 1992 pb), se ha enviado a GenBank con el niumero de acceso AF 120274.

La secuencia gendmica que codifica la neublastina se identificd como sigue:

Con el objetivo de clonar la secuencia gendmica que codifica la neublastina, se preparé un grupo adicional de
cebadores. En particular, la pareja de cebadores n° 1 comprendia (cadena homosentido mostrada como en la SEQ
ID N° 23 y antisentido mostrada como la SEQ ID N° 24) y la pareja de cebadores n° 2 comprendia (cadena
homosentido mostrada como la SEQ ID N°: 25 y antisentido mostrada como la SEQ ID N°: 26).

Usando la pareja de cebadores n°® 2, se amplific6 un segmento de ADN de 887 pb por PCR a partir de una
preparacion de ADN gendmico humano, y se clond en el vector pCRII (Invitrogen) y se transformé en E. coli. El
plasmido resultante se secuencid y se predijo una secuencia de ADNc putativo de 861 pb (que codifica una proteina
denominada neublastina en el presente documento) (expuesta como la SEQ ID N°: 3). De forma similar, usando la
pareja de cebadores n° 1, se obtuvo un fragmento de ADN de 870 pb por PCR de ADN genémico humano. En este
fragmento se encontré una region adicional de 42 pb en el extremo 3’ del marco de lectura abierto (ORF), en
comparacion a la secuencia de 887 pb. La estructura gendmica del gen de la neublastina se predijo por comparacion
con las secuencias de acidos nucleicos de otros factores neurotréficos, mediante cartografia de los limites exéon(
intrén. Este andlisis demostraba que el gen de neublastina tiene al menos dos exones separados por un intrén de 70
pb.

Esta secuencia también se usé para cribar la secuencia EST de neublastina en GenBank. Se identificaron tres con
los accesos en GenBank AA844072, AA931637 y AA533512, que indicaba que los acidos nucleicos de neublastina
se transcriben a ARNm.

La comparacién de la secuencia de ADNc entero obtenida (AF 120274) y la secuencia gendmica presente en
GenBank con los accesos AC005038 y AC005051 puso de manifiesto que el gen de neublastina consiste en al
menos cinco exones (que incluyen tres codificantes) separados por cuatro intrones (véase, p. €j., la fig. 7). Juntos los
exones tienen una secuencia de aminoacidos prevista de un polipéptido de neublastina de longitud completa. Debe
indicarse también que se encontré que el fragmento de 887 pb contenia la regién codificante completa de la proll
neublastina. EI ADNc previsto (SEQ ID N°: 3) contiene un marco de lectura abierto (ORF) que codifica la prol]
neublastina (181 restos de aminoacidos) que mostraba homologia con las tres proteinas humanas conocidas
(persefina, neurturina y GDNF). Véase la Tabla 3 en los ejemplos.

Acidos nucleicos de la neublastina de la invencién

En otro aspecto, la invencién proporciona polinucleétidos capaces de expresar los polipéptidos de la invencion. Los
polinucledtidos de la invencion incluyen secuencias de ADN, ADNc y ARN, asi como secuencias antisentido, e
incluyen polinucleétidos naturales, sintéticos y modificados deliberadamente. Los polinucleétidos de la invencion
también incluyen secuencias que son degeneradas como resultado del cédigo genético, pero que codifican para la
expresion de un polipéptido de neublastina.

Como se define en el presente documento, el término “polipéptido” se refiere a una forma polimera de nucleétidos de
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al menos 10 bases de longitud, preferiblemente al menos 15 bases de longitud. Por “polinucleétido aislado” se
entiende un polinucleétido que no esta inmediatamente contiguo a ambas secuencias codificantes con las que esta
inmediatamente contiguo (una en el extremo 5’ y una en el extremo 3’) en el genoma natural del organismo del cual
se obtiene. Por lo tanto, el término incluye ADN recombinante que se incorpora en un vector de expresion, en un
plasmido o virus de replicacion auténoma, o en el ADN gendmico de un procariota o eucariota, 0 que existe como
una molécula separada, p. €j., un ADNc, independiente de otras secuencias.

Los polinucleétidos de la invencién también incluyen variantes alélicas y “polinucleétidos mutados” que tienen una
secuencia de nucledtidos que difiere de las secuencias de nucledétidos presentadas en el presente documento en una
0 mas posiciones de nucledtidos.

En una realizacion preferida, el polinucleétido de la invencién tiene una secuencia de acido nucleico (ADN) capaz de
hibridar con la secuencia de polinucleétido presentada como SEQ ID N° 1, la secuencia de polinucleétido
presentada como SEQ ID N°: 3, la secuencia de polinucleétido presentada como SEQ ID N°: 8, o la secuencia de
polinucledtido presentada como SEQ ID N°: 15, su cadena complementaria, o una subsecuencia de las mismas en
condiciones de restriccion al menos media, media/alta o alta, como se describe con mas detalle a continuacion.

En ofra realizacion preferida, el polinucledtido aislado de la invencion tiene una secuencia de acido nucleico (ADN)
que es al menos 70%, preferiblemente al menos 80%, mas preferiblemente al menos 90%, mas preferiblemente al
menos 95%, lo mas preferiblemente al menos 99% homodloga con la secuencia de polinucleétido presentada como
SEQ ID N° 1, la secuencia de polinucledtido presentada como SEQ ID N° 3, la secuencia de polinucleétido
presentada como SEQ ID N°: 8, o la secuencia de polinucleétido presentada como SEQ ID N°: 15.

En su realizacion mas preferida, el polinucleétido tiene la secuencia de ADN presentada como SEQ ID N° 1, la
secuencia de ADN presentada como SEQ ID N°: 3, la secuencia de ADN presentada como SEQ ID N° 8, o la
secuencia de ADN presentada como SEQ ID N°: 15.

Esta invencion también proporciona cebadores y secuencias de ADN nuevos para identificar, aislar y amplificar
polinucledtidos de neublastina que codifican la expresion de polipéptidos de neublastina o fragmentos de los mismos.
Dichos cebadores incluyen los polinucleétidos expuestos en las SEQ ID N°: 17-28 y 31-32. Ademas, esta invencion
proporciona secuencias de ADN de neublastina generadas a partir de estos cebadores, que incluyen las expuestas
en las SEQ ID N° 13 y 14. Ademas, esta invencion proporciona secuencias de ADN de las regiones 3' o 5 no
traducidas (“UTR”) en el ADN gendmico que flanquea los exones de neublastina; dichas secuencias son utiles para
identificar, aislar y amplificar polinucleétidos de neublastina que codifican la expresion de polipéptidos de neublastina
o fragmentos de los mismos.

Las secuencias 3’ UTR de esta invencion incluyen las secuencias expuestas en:

nucledtidos 721 - 865 de la SEQ ID N°: 1,

nucleétidos 718 - 861 de la SEQ ID N°: 3,

nucledtidos 718 - 861 de la SEQ ID N°: 8,

nucleotidos 1647-2136 de la SEQ ID N°: 15,y

secuencias contiguas de entre 10-25 nucledtidos derivadas (es decir, que caen dentro de) de las secuencias
anteriores (que son Utiles, p. ej., como cebadores).

Las secuencias 5 UTR de esta invencion incluyen las secuencias expuestas en:
nucledtidos 1-10 de la SEQ ID N°: 1,

nucledtidos 1 - 57 de la SEQ ID N°: 8,

nucleétidos 1-974 de la SEQ ID N°: 15, y

secuencias contiguas de entre 10-25 nucledtidos derivadas (es decir, que caen dentro de) de las secuencias
anteriores (que son utiles, p. ej., como cebadores).

Los polinucleétidos de la invencion se pueden obtener preferiblemente por procedimientos de clonacion, p. ej., como
se describe en: "Current Protocols in Molecular Biology” (John Wiley and Sons, Inc.). En una realizacion preferida, el
polinucleétido se clona de, o se produce a partir del ADN genémico humano o una biblioteca de ADNc del cerebro
humano.
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Homologia de las secuencias de ADN

La homologia de la secuencia de ADN a la que se ha hecho referencia antes se puede determinar como el grado de
identidad entre dos secuencias que indica una derivacién de la primera secuencia a partir de la segunda. La
homologia se puede determinar adecuadamente mediante programas de ordenador conocidos en la técnica, tales
como GAP proporcionado en el paquete de programas GCG (Needleman, S.B. and Wunsch CD., Journal of
Molecular Biology 1970 48,443-453). Usando GAP con los siguientes parametros para la comparacion de secuencias
de ADN: penalizacién de 5,0 por la creaciéon de hueco y penalizaciéon de 0,3 por la extension de hueco, la regidon
codificante de las secuencias de ADN analogas a las que se ha hecho referencia antes, presentan un grado de
identidad preferiblemente de al menos 70%, mas preferiblemente al menos 80%, mas preferiblemente al menos
90%, mas preferiblemente al menos 95%, lo mas preferiblemente al menos 99%, con la parte de CDS (codificante)
de la secuencia de ADN mostrada en la SEQ ID N° 1, o la parte de CDS (codificante) de la secuencia de ADN
mostrada en la SEQ ID N° 3, o la parte de CDS (codificante) de la secuencia de ADN mostrada en la SEQ ID N° 8, la
parte de CDS (codificante) de la secuencia de ADN mostrada en la SEQ ID N° 15.

La expresion “identidad de secuencia” se refiere al grado en el que son idénticas dos secuencias de polinucleétidos
en una base de nucleétido a nucledétido a lo largo de una regién particular de comparacion. La expresion “porcentaje
de identidad de secuencia” se calcula comparando dos secuencias alineadas de forma 6ptima a lo largo de una
regiéon de comparacion, determinando el nUmero de posiciones en las que se encuentran bases de acidos nucleicos
idénticas (p. €j., A, T, C, G, U o |) en ambas secuencias para dar el nimero de posiciones coincidentes, dividiendo el
ndmero de posiciones coincidentes entre el numero total de posiciones en la regidon de comparacién (es decir, el
tamafio de la ventana), y multiplicando el resultado por 100, para dar el porcentaje de la identidad de secuencia. La
expresion “identidad sustancial”’, tal como se usa en el presente documento, indica una caracteristica de una
secuencia de polinucleétido, en la que el polinucleétido comprende una secuencia que tiene al menos 80 por ciento
de identidad de secuencia, preferiblemente al menos 85 por ciento de identidad y a menudo 90 a 95 por ciento de
identidad de secuencia, mas habitualmente al menos 99 por ciento de identidad de secuencia comparado con una
secuencia de referencia a lo largo de una regidon de comparacion. Los procedimientos para determinar la identidad
de secuencia son bien conocidos para los expertos en la materia. Véase, por ejemplo, Needleman y Wunsch J. Mol.
Biol. 1970 48,443-453.

Protocolo de hibridacién

La polinucleétidos de la invencién son aquellos que tienen una secuencia de acido nucleico capaz de hibridar con la
secuencia de polinucledtido presentada como SEQ ID N°: 1, la secuencia de polinucleétido presentada como SEQ ID
N°:3, o la secuencia de polinucleétido presentada como SEQ ID N°: 8, o la secuencia de polinucleétido presentada
como SEQ ID N° 15, o sus cadenas complementarias, 0 una subsecuencia de las mismas en condiciones de
restriccion al menos media, media/alta o alta, como se describe con mas detalle a continuacion.

Las condiciones experimentales adecuadas para determinar la hibridacién entre una sonda de nucleétidos y una
secuencia de ADN o ARN homdloga, implica la inmersion previa del filtro que contiene los fragmentos de ADN o
ARN para hibridar en 5X SSC (cloruro sddico/citrato sddico; véase, Sambrook y col.; Molecular Cloning: A Laboratory
Manual. Cold Spring Harbor Lab., Cold Spring Harbor, NY 1989) durante 10 minutos, y prehibridacion del filtro en una
solucion de 5X SSC, 5X solucién de Denhardt (véase, Sambrook y col; citado antes), SDS al 0,5% y ADN de
esperma de salmon desnaturalizado por ultrasonidos 100 pg/ml (véase, Sambrook y col.; citado antes), seguido de
hibridacion en la misma solucién que contiene una concentracion de 10 ng/ml de una sonda con cebador aleatorio
(Feinberg A.P. & Vogelstein B; Anal. Biochem. 1983 132 6-13), marcada con ¥p_4CcTP (actividad especifica > 1 x
10° cpm/pg) durante 12 horas a aproximadamente 45°C. Despugs el filtro se lava dos veces durante 30 minutos en
0,1X SSC, SDS al 0,5% a una temperatura de al menos 60°C (condiciones de restriccion media), preferiblemente al
menos 65°C (condiciones de restriccion media/alta), mas preferiblemente de al menos 70°C (condiciones de
restriccion alta) e incluso mas preferiblemente de al menos 75°C (condiciones de restriccion muy alta). Las moléculas
con las que hibrida la sonda de oligonucleétido en estas condiciones se pueden detectar usando una pelicula de
rayos X.

Polinucleétidos clonados

El polinucledétido aislado de la invencién puede ser en particular un polinucleétido clonado. Tal como se define en el
presente documento, la expresion “polinucleétido clonado” se refiere a un polinucledtido o secuencia de ADN
clonados de acuerdo con los procedimientos de clonacion estandar actualmente usadas en ingenieria genética para
cambiar de sitio un segmento de ADN, que puede ser en particular ADNc, es decir, derivado enzimaticamente de
ARN, de su localizacién natural a un sitio diferente donde sera reproducido. El polinucleétido clonado de la invencion
puede codificar cualquiera de los polinucleétidos de NBN descritos en el presente documento, incluyendo, pero sin
limitar, los polinucle6tidos mostrados en las SEQ ID N°: 2, 4-7, 9-12, 16, 34 y 35-48.

La clonacién se puede realizar por cualquier via adecuada y puede implicar técnicas tales como la tecnologia de la
transcriptasa inversa, tecnologia de la PCR, y similares, asi como la escision y aislamiento del segmento de ADN
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deseado.

El polinucledtido clonado de la invencion se puede denominar alternativamente “construccion de ADN” o “secuencia
de ADN aislada”, y puede ser en particular un ADN complementario (ADNCc).

Fuentes bioldgicas

El polinucleétido aislado de la invencién se puede obtener de cualquier fuente adecuada.

En una realizacion preferida, el polinucledtido de la invencion se clona de, o se produce a partir de una biblioteca de
ADNCc, p. €j., de una biblioteca de ADNc de cerebro fetal o adulto, en particular del cerebro anterior, el metencéfalo,
la corteza, el cuerpo estriado, la amigdala, el cerebelo, el nucleo caudado, el cuerpo calloso, el hipocampo, el nucleo
taldmico, el nucleo subtalamico, el nucleo olfativo, el putamen, la sustancia negra, los ganglios de la raiz dorsal, el
ganglio del trigémino, la arteria mesentérica superior o el talamo; de la médula espinal; del corazén, la placenta; del
pulmén; del higado; del musculo esquelético; del rifidn; del higado; del pancreas; de los intestinos; del ojo; de la
retina; de la pulpa dentaria; del foliculo del pelo; de la préstata; de la pituitaria; o de la traquea.

Las bibliotecas de ADNc comerciales de una variedad de tejidos, tanto humanos como no humanos, estan
disponibles, por ejemplo en Stratagene y Clontech. El polinucleétido aislado de la invencion se puede obtener por
procedimientos estandar, p. €j., los descritos en los ejemplos de trabajo.

Polipéptidos de neublastina de la invencién

Como se ha indicado antes, un “polipéptido de neublastina”, como se usa en el presente documento, es un
polipéptido que tiene actividad neurotréfica (p. ej., como se describe en los ejemplos 6, 7, 8 y 9) e incluye los
polipéptidos que tienen una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 70% de homologia con los polipéptidos de
“neublastina” expuestos en los AAgs-AA4gs de la SEQ ID N°: 2, AA;-AA; g5 de la SEQ ID N°: 2, AAg7-AA44 de la SEQ
ID N°: 4, AA4-AA 4 de la SEQ ID N°: 4, AA-AA,4 de la SEQ ID N°: 4, AAgy-AA44 de la SEQ ID N°: 9 ("tipo salvaje”
prepro), AA;1-AAq4o de la SEQ ID N°: 9 (pro), AA;-AA,4 de la SEQ ID N°: 5 (maduro 140AA), AA;-AA446 de la SEQ
ID N°: 6 (maduro 116AA), AA;-AA 13 de la SEQ ID N° 7 (maduro 113AA), AA-AA+4 de la SEQ ID N°: 10 (maduro
140AA), AA;-AA 45 de la SEQ ID N°: 11 (maduro 116AA), AA;-AA,3 de la SEQ ID N°: 12 (maduro 113AA), AA,;[]
AAy, de la SEQ ID N° 16 (prepro murino), AA-AA224 de la SEQ ID N°: 34 (prepro de rata), forma truncada de
NBN112 a NBN99 (SEQ ID N°: 35-48, respectivamente), y variantes y derivados de cada uno de los anteriores.

Preferiblemente, la secuencia C-terminal de los polipéptidos de neublastina identificados antes tiene una secuencia
de aminoacidos como se expone en los AA7,-AA; s de la SEQ ID N°: 2 (es decir, AAjg7-AAq4 de la SEQ ID N°: 9),
mas preferiblemente AA41-AA g5 de la SEQ ID N°: 2 (es decir, AA7-AA 4 de la SEQ ID N°: 9).

Ademas, se prefiere que el polipéptido de neublastina retenga los 7 restos de Cys conservados que son
caracteristicos de la familia de GDNF y de la superfamilia de TGF-beta.

Preferiblemente, el polipéptido de neublastina tiene una secuencia de aminoacidos con una homologia mayor que
85%, mas preferiblemente homologia mayor que 90%, mas preferiblemente homologia mayor que 95%, lo mas
preferiblemente homologia mayor que 99%, con las secuencias anteriores (es decir, AAgs-AA4gs de la SEQ ID N°: 2,
AA-AA ;o5 de la SEQ ID N°: 2, AAg7-AA 4o de la SEQ ID N°: 4, AA41-AAq40 de la SEQ ID N°: 4, AA-AA, 4 de la SEQ
ID N°: 4, AAgg-AAq4o de la SEQ ID N°: 9 ("tipo salvaje" prepro), AA41-AAq4 de la SEQ ID N°: 9 (pro), AA-AAq4 de la
SEQ ID N° 5 (maduro 140AA), AA;-AA;6 de la SEQ ID N° 6 (maduro 116AA), AA;-AA413 de la SEQ ID N°: 7
(maduro 113AA), AA-AA44 de la SEQ ID N°: 10 (maduro 140AA), AA-AA46 de la SEQ ID N°: 11 (maduro 116AA),
AA;-AA443 de la SEQ ID N° 12 (maduro 113AA), AA;-AA,,4 de la SEQ ID N°: 16 (prepro murino), AA;-AA224 de la
SEQ ID N° 34 (prepro de rata), polipéptidos de neublastina truncados NBN112 a NBN99 (SEQ ID N°: 35-48,
respectivamente), y preferiblemente cualquiera de los polipéptidos anteriores con una secuencia C-terminal de los
polipéptidos de neublastina identificados antes tiene una secuencia de aminoacidos como se expone en los AA7;,[]
AAqg5 de la SEQ ID N°: 2 (es decir, AA1o7-AA 4 de la SEQ ID N°: 9), mas preferiblemente AA4-AA4gs de la SEQ ID
N°: 2 (es decir, AA76-AA 40 de la SEQ ID N°: 9) 0 AA91-AA, de las SEQ ID N°: 16 6 34.

Ademas, esta invencién contempla aquellos polipéptidos que tienen una secuencia de aminoacidos que tiene una
homologia de al menos 70% con los polipéptidos de “neublastina” murinos expuestos en los AA-AA,,4 de la SEQ ID
N°: 16, o polipéptidos de neublastina de rata expuestos en los AA{-AAy,, de la SEQ ID N°: 34.

Entre los polipéptidos preferidos de la invencién, una realizacidon representa la pre-pro-secuencia (como se expone
en las SEQ ID N° 2, 4, 9, 16 y 34, respectivamente), la pro-secuencia (como se expone en los AA;5- AA4ps de la
SEQ ID N°: 2, 0 AA41-AAq40 de las SEQ ID N°: 4 y 9, respectivamente), la secuencia madura (como se expone en las
SEQ ID N°: 5, 6, 7, 10, 11 6 12, preferiblemente SEQ ID N° 10, 11, 12), y mas preferiblemente las secuencias
truncadas (SEQ ID N°: 35-48) de la neublastina.

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2366 610 T3

Los polipéptidos de la invencion incluyen variantes de polipéptidos. En el contexto de esta invencion, la expresion
“variante de polipéptido” significa un polipéptido (o proteina) que tiene una secuencia de aminoacidos que difiere de
las secuencias presentadas en las SEQ ID N°: 2, SEQ ID N°: 4, SEQ ID N°: 5, SEQ ID N°: 6, SEQ ID N°: 7, SEQ ID
N°: 9, SEQ ID N°: 10, SEQ ID N°: 11, SEQ ID N°: 12, SEQ ID N°: 16, SEQ ID N°: 34 o SEQ ID N°S: 35-48, en uno o
mas posiciones de aminoacidos. Dichas variantes de polipéptidos incluyen los polipéptidos modificados descritos
antes, asi como sustituciones conservativas, variantes de corte y empalme, isoformas, homdélogos de otras especies
y polimorfismos.

Como se define en el presente documento, la expresiéon “sustituciones conservativas” indica la sustitucion de un
resto de aminoacido por otro resto biolégicamente similar. Por ejemplo, se esperaria que las sustituciones
conservativas de aminoacidos tuvieran poco o no tuvieran efecto en la actividad biolégica, en particular si
representan menos del 10% del numero total de restos en el polipéptido o proteina. Preferiblemente, las
sustituciones conservativas de aminoacidos representan cambios en menos del 5% de polipéptido o proteina, mas
preferiblemente menos de 2% del polipéptido o proteina (p. ej., cuando se calcula de acuerdo con NBN113, las
sustituciones conservativas mas preferidas representaran menos de 3 sustituciones de aminoacidos en la secuencia
de aminoacidos de tipo salvaje). En una realizacion particularmente preferida, hay una sola sustitucion de
aminoacido en la secuencia, en la que tanto el aminoacido sustituido como el de sustitucion no son ciclicos.

Otros ejemplos de sustituciones particularmente conservativas incluyen las sustituciones de un resto hidréfobo tal
como isoleucina, valina, leucina o metionina por otro, o la sustitucién de un resto polar por otro, tal como la
sustitucion de arginina por lisina, acido glutdmico por aspartico, o glutamina por asparagina, y similares.

La expresién sustitucion conservativa también incluye el uso de un resto de aminoacido sustituido en lugar de un
resto de aminoacido original no sustituido con la condicidon de que los anticuerpos producidos contra el polipéptido
sustituido también inmunorreaccionen con el polipéptido no sustituido.

Por consiguiente, la expresion “variante de sustitucion conservativa” se refiere a un polipéptido de neublastina que
difiere de un polipéptido de neublastina de tipo salvaje o de referencia por la presencia de al menos una sustituciéon
de aminoacido conservativa.

Las modificaciones de una secuencia primaria de aminoacidos de neublastina pueden dar como resultado proteinas
que tienen actividad sustancialmente equivalente comparadas con el polipéptido homoélogo sin modificar, y por lo
tanto se pueden considerar analogos funcionales de las proteinas originales. Dichas modificaciones puede ser
deliberadas, p. €j., por mutagénesis de sitio dirigida, o pueden ocurrir de forma espontanea, e incluye variantes de
corte y empalme, isoformas, homaélogos de otras especies, y polimorfismos. De acuerdo con la invencién, también se
contemplan dichos analogos funcionales.

Ademas, las modificaciones de la secuencia primaria de aminoacidos pueden dar como resultado proteinas que no
retienen la actividad biolégica de la proteina original, incluyendo las formas negativas dominantes, etc. Una proteina
negativa dominante puede interferir con la proteina salvaje mediante la unién a o la retirada de otra forma de agentes
de regulacion, tal como componentes secuencia arriba o secuencia abajo, que normalmente interaccionan
funcionalmente con el polipéptido. De acuerdo con la invencién, también se contemplan dichas formas negativas
dominantes.

Un “péptido sefal” es una secuencia de péptido que dirige un polipéptido recién sintetizado al que esta unido el
péptido sefal al reticulo endoplasmico (ER) para el posterior proceso postraduccional y distribucion.

Un “péptido sefial heterélogo”, tal como se usa en el presente documento en el contexto de la neublastina, significa
un péptido sefal que no es el péptido sefial de la neublastina humana, sino normalmente el péptido sefial de alguna
proteina de mamifero distinta de la neublastina.

Los expertos en la materia reconoceran que la secuencia de ADN de neublastina humana (ADNc o ADN genémico) o
las secuencias que difieren del ADN de neublastina humana debido a cambios de codones silenciosos 0 a cambios
de codones que producen sustituciones conservativas de aminoacidos, se pueden usar para modificar
genéticamente células humanas cultivadas de modo que sobreexpresen y segreguen la enzima.

Los polipéptidos de la presente invencion también incluyen polipéptidos quiméricos o polipéptidos de fusion
escindibles en los que otro polipéptido esta fusionado al extremo N o extremo C del polipéptido o un fragmento del
mismo. Se puede producir un polipéptido quimérico por fusion de una secuencia de acido nucleico (o una parte de la
misma) que codifica otro polipéptido con una secuencia de acido nucleico (o parte de la misma) de la presente
invencion.

Las técnicas para producir polipéptidos quiméricos son técnicas estandar. Dichas técnicas normalmente requieren la
unién de secuencias de una forma que estén ambas en el mismo marco de lectura, y la expresion del polipéptido
fusionado esté bajo el control del mismo o los mismos promotores y terminador.

13



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2366 610 T3

Los polipéptidos de la presente invencién también incluyen formas truncadas del polipéptido de neublastina. En
dichas moléculas truncadas, se han eliminado uno o mas aminoacidos del extremo N o el extremo C, preferiblemente
del extremo N. Los polipéptidos de neublastina truncados incluyen los polipéptidos humanos designados en el
presente documento como NBN112 (SEQ ID N°: 35), NBN111 (SEQ ID N°: 36), NBN110 (SEQ ID N°: 37), NBN109
(SEQ ID N°: 38), NBN108 (SEQ ID N°: 39), NBN107 (SEQ ID N°: 40), NBN106 (SEQ ID N°: 41), NBN105 (SEQ ID
N°: 42), NBN104 (SEQ ID N°: 43), NBN103 (SEQ ID N°: 44), NBN102 (SEQ ID N°: 45), NBN101 (SEQ ID N°: 46),
NBN100 (SEQ ID N°: 47) y NBN99 (SEQ ID N°: 48), y los homologos correspondientes de estos polipéptidos de
neublastina humana truncados, que incluyen pero no se limitan a neublastina de rata y de ratén.

Por ejemplo, la invencion incluye un polipéptido de neublastina truncado cuyo extremo amino carece de uno o mas
aminoacidos amino-terminales de un polipéptido de neublastina. Es decir, el polipéptido de neublastina truncado
contiene el dominio de siete cisteinas de la neublastina. En algunas realizaciones, el polipéptido de neublastina
truncado incluye una secuencia de aminoacidos con al menos 70% de homologia con los aminoacidos 12-113 de la
SEQ ID N°: 12, es decir, NBN102 (SEQ ID N°: 45). Preferiblemente, el polipéptido de neublastina truncado es al
menos 85% homologo con los aminoacidos 12-113 de la SEQ ID N° 12. Mas preferiblemente, el polipéptido de
neublastina truncado es al menos 95% homologo con los aminoacidos 12-113 de la SEQ ID N° 12. Lo mas
preferiblemente, el polipéptido de neublastina truncado es al menos 99% homoélogo con los aminoacidos 12-113 de
la SEQ ID N° 12. Otros ejemplos similares de neublastina truncada incluyen, por ejemplo, los polipéptidos que
incluyen los aminoacidos 42-140 de la SEQ ID N°: 9, aminoacidos 113-224 de la SEQ ID N°: 16, aminoacidos 113[]
224 de la SEQ ID N°: 34. Los ejemplos especificos adicionales incluyen, pero no se limitan a NBN99 (SEQ ID N¢:
48), NBN100 (SEQ ID N°: 47), NBN101 (SEQ ID N°: 46), NBN102 (SEQ ID N°: 45), NBN103 (SEQ ID N°: 44),
NBN104 (SEQ ID N°: 43), NBN105 (SEQ ID N°: 42), NBN106 (SEQ ID N° 41), NBN107 (SEQ ID N°: 40), NBN108
(SEQ ID N°: 39), NBN109 (SEQ ID N°: 38), NBN110 (SEQ ID N°: 37), NBN111 (SEQ ID N°: 36) y NBN112 (SEQ ID
N°: 35) humanos, descritos antes, u homoélogos o derivados de los mismos. Los polipéptidos de NBN truncados
pueden ser sintéticos, expresados a partir construcciones de ADN clonadas, o resultar de la escisién enzimatica de
polipéptidos de NBN maduros.

En realizaciones preferidas, el polipéptido de neublastina truncado incluye al menos los 85 aminoacidos carboxi
terminales de un polipéptido de neublastina. En realizaciones preferidas, incluye al menos los 98, 99, 100, 101, 102,
103, 104, 105, 106, 107, 108, 109, 110, 111 o 112 aminoacidos carboxi terminales de un polipéptido de neublastina.

En realizaciones preferidas, el polipéptido de neublastina truncado se une a un polipéptido RET, preferiblemente
cuando el polipéptido RET se expresa en la superficie de una célula de mamifero, tal como una neurona.

La neublastina truncada se puede preparar usando la expresion recombinante de un acido nucleico que codifica un
polipéptido de neublastina truncado usando procedimientos conocidos en la técnica y secuencias que se
proporcionan en el presente documento.

Alternativamente, el polipéptido de neublastina truncado se puede obtener proporcionando un polipéptido de
neublastina maduro, tal como NBN113 de SEQ ID N° 12, y poniendo en contacto el polipéptido de neublastina
maduro con al menos una proteasa en condiciones suficientes para producir el polipéptido de neublastina truncado.
Preferiblemente, al menos una proteasa es una exoproteasa, y el contacto del polipéptido de neublastina da como
resultado la formacion de un producto de digestion del polipéptido de neublastina por la exopeptidasa que puede ser
digerido mas con una dipeptidil peptidasa. En realizaciones alternativas, la proteasa es la aminopeptidasa, Endo Lys
C o tripsina.

Homologia de secuencias de aminoacidos

El grado con el que un polipéptido candidato comparte homologia con un polipéptido de neublastina de la invencion
se determina como el grado de identidad entre dos secuencias de aminoacidos. Un nivel alto de identidad de
secuencia indica una probabilidad de que la primera secuencia derive de la segunda secuencia.

La identidad se determina mediante analisis por ordenador, tal como, sin limitaciones, el programa de alineamiento
de ordenador ClustallX (Thompson JD, Gibson TJ, Plewniak F, Jeanmougin F, & Higgins DG: “The ClustalX windows
interface: flexible strategies for multiple sequence alignment aided by quality analysis tools”; Nucleic Acids Res.
1997,25 (24): 4876-82), y los parametros por defecto sugeridos en el mismo. Usando este programa, la parte madura
de un polipéptido codificado por una secuencia de ADN analoga de la invencion presenta un grado de identidad de al
menos 90%, mas preferiblemente al menos 95%, mas preferiblemente al menos 98%, lo mas preferiblemente al
menos 99% con la secuencia de aminoacidos presentada en el presente documento como SEQ ID N°: 2, SEQ ID N°:
4; SEQ ID N°: 5; SEQ ID N°: 6; SEQ ID N°: 7; SEQ ID N°: 9; SEQ ID N°: 10; SEQ ID N°: 11; SEQ ID N°: 12, SEQ ID
N°: 16, SEQ ID N°: 34, SEQ ID N°: 35, SEQ ID N°: 36, SEQ ID N°: 37, SEQ ID N° 38, ID NO: 39; SEQ ID N°: 40;
SEQ ID N° 41; SEQ ID N°: 42, SEQ ID N° 43, SEQ ID N° 44; SEQ ID N°: 45; SEQ ID N° 46; SEQ ID N°: 47 o SEQ
ID N°: 48.
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De acuerdo con la determinacién de la homologia, se ha confirmado que el polipéptido de neublastina de la
invencion, que pertenece a la superfamilia de TGF-, esta relacionado con la subfamilia de GDNF, pero representa
un miembro diferente de esta subfamilia.

Polipéptidos bioactivos

El polipéptido de la invencion se puede proporcionar de cualquier forma bioactiva, incluyendo la forma de pre-prol]
proteinas, pro-proteinas, proteinas maduras, proteinas glicosiladas, proteinas no glicosiladas, proteinas fosforiladas,
proteinas no fosforiladas, formas truncadas, o cualquier otra proteina modificada postraduccionalmente. Un
polipéptido de neublastina bioactivo incluye un polipéptido que cuando dimeriza, solo o en presencia de un cofactor
(tal como GFRa3 o RET), se une a RET, induce la dimerizaciéon de RET y autofosforilacion de RET.

El polipéptido de la invencion puede ser en particular un polipéptido N-glicosilado, cuyo polipéptido preferiblemente
esta glicosilado en los restos N indicados en las listas de secuencias.

En una realizacion preferida, el polipéptido de la invencion tiene una secuencia de aminoacidos presentada como
SEQ ID N° 9, que tiene un resto de asparagina glicosilado en la posicion 122; la secuencia de aminoacidos
presentada como SEQ ID N°: 10, que tiene un resto de asparagina glicosilado en la posicion 122; la secuencia de
aminoacidos presentada como SEQ ID N° 11, que tiene un resto de asparagina glicosilado en la posicion 98; o la
secuencia de aminoacidos presentada como SEQ ID N°: 12, que tiene un resto de asparagina glicosilado en la
posicion 95.

Esta invencion también contempla proteinas de fusién de neublastina, tales como fusiones con Ig, como se describe,
por ejemplo en la patente de Estados Unidos 5.434.131, incorporada en el presente documento por referencia, o
fusiones con albumina del suero.

En una realizacion, la invencion proporciona un polipéptido que tiene la secuencia de aminoacido mostrada en la
SEQ ID N°: 2, o una secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente 85%, preferiblemente al menos
aproximadamente 90%, mas preferiblemente al menos aproximadamente 95%, mas preferiblemente al menos
aproximadamente 98%, y lo mas preferiblemente al menos aproximadamente 99% homologa con la secuencia
presentada en la SEQ ID N°: 2.

En otra realizacion, la invencién proporciona un polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID N°:
4, o una secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente 85%, preferiblemente al menos
aproximadamente 90%, mas preferiblemente al menos aproximadamente 95%, mas preferiblemente al menos
aproximadamente 98%, y mas preferiblemente al menos aproximadamente 99% homdloga con la secuencia
presentada en la SEQ ID N°: 4.

En una tercera realizacion, la invencién proporciona un polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ
ID N°: 5, o una secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente 85%, preferiblemente al menos
aproximadamente 90%, mas preferiblemente al menos aproximadamente 95%, mas preferiblemente al menos
aproximadamente 98%, y lo mas preferiblemente al menos aproximadamente 99% homdloga con la secuencia
presentada en la SEQ ID N°: 5.

En una cuarta realizacion, la invencion proporciona un polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ
ID N° 6, o una secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente 85%, preferiblemente al menos
aproximadamente 90%, mas preferiblemente al menos aproximadamente 95%, mas preferiblemente al menos
aproximadamente 98%, y lo mas preferiblemente al menos aproximadamente 99% homologa con la secuencia
presentada en la SEQ ID N°: 6.

En una quina realizacion, la invencién proporciona un polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ
ID N° 7, o una secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente 85%, preferiblemente al menos
aproximadamente 90%, mas preferiblemente al menos aproximadamente 95%, mas preferiblemente al menos
aproximadamente 98%, y lo mas preferiblemente al menos aproximadamente 99% homdloga con la secuencia
presentada en la SEQ ID N°: 7.

El polipéptido de neublastina de la invencion incluye variantes alélicas, p. €j., las secuencias de aminoacidos de los
polipéptido de las SEQ ID N°: 5-7, en las que el primero aa X designa Asn o Thr, y el segundo aa X designa Ala o
Pro.

En una sexta realizacion, la invencién proporciona un polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ
ID N° 9, o una secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente 85%, preferiblemente al menos
aproximadamente 90%, mas preferiblemente al menos aproximadamente 95%, mas preferiblemente al menos
aproximadamente 98%, y lo mas preferiblemente al menos aproximadamente 99% homodloga con la secuencia
presentada en la SEQ ID N°: 9.
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En una séptima realizacion, la invencion proporciona un polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos de la
SEQ ID N°: 10, o una secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente 85%, preferiblemente al menos
aproximadamente 90%, mas preferiblemente al menos aproximadamente 95%, mas preferiblemente al menos
aproximadamente 98%, y lo méas preferiblemente al menos aproximadamente 99% homdloga con la secuencia
presentada en la SEQ ID N°: 10.

En una octava realizacién, la invencién proporciona un polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ
ID N° 11, o una secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente 85%, preferiblemente al menos
aproximadamente 90%, mas preferiblemente al menos aproximadamente 95%, mas preferiblemente al menos
aproximadamente 98%, y lo mas preferiblemente al menos aproximadamente 99% homologa con la secuencia
presentada en la SEQ ID N°: 11.

En una novena realizacion, la invencién proporciona un polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ
ID N° 12, o una secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente 85%, preferiblemente al menos
aproximadamente 90%, mas preferiblemente al menos aproximadamente 95%, mas preferiblemente al menos
aproximadamente 98%, y lo mas preferiblemente al menos aproximadamente 99% homdloga con la secuencia
presentada en la SEQ ID N°: 12.

En una décima realizacion la invencion proporciona un polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ
ID N° 16, o una secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente 85%, preferiblemente al menos
aproximadamente 90%, mas preferiblemente al menos aproximadamente 95%, mas preferiblemente al menos
aproximadamente 98%, y lo mas preferiblemente al menos aproximadamente 99% homdloga con la secuencia
presentada en la SEQ ID N°: 16, que es una pre-pro-neublastina de origen murino.

En ofras realizaciones, la invencion proporciona un polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos de uno
cualquiera de las SEQ ID N° 35-48, o una secuencia de aminoacidos al menos aproximadamente 85%,
preferiblemente al menos aproximadamente 90%, mas preferiblemente al menos aproximadamente 95%, mas
preferiblemente al menos aproximadamente 98%, y lo mas preferiblemente al menos aproximadamente 99%
homdloga con una cualquiera de las secuencias presentadas en las SEQ ID N°: 35-48.

En otra realizacién, el polipéptido de la invenciéon mantiene la huella dactilar de la subfamilia de GDNF, es decir, los
restos de aminoacidos subrayados en la tabla 3, mostrada en los ejemplos.

En ofra realizacion, la invencién proporciona un polipéptido codificado por una secuencia de polinucleétido capaz de
hibridar en condiciones muy restrictivas con la secuencia de polinucleétido presentada como SEQ ID N° 1, su
cadena complementaria o un subfragmento de la misma. En una realizacion preferida, el polipéptido de la invencion
es codificado por una secuencia de polinucledtido que es al menos 70% homodloga con la secuencia de
polinucledtido presentada como SEQ ID N°: 1. En su realizacion mas preferida, el polipéptido de la invencion es
codificado por la secuencia de polinucleétido presentada como SEQ ID N°: 1.

En otra realizacion mas, la invencidon proporciona un polipéptido nuevo codificado por una secuencia de
polinucleétido capaz de hibridar en condiciones muy restrictivas con la secuencia de polinucleétido presentada como
SEQ ID N° 3, su cadena complementaria o un subfragmento de la misma. En una realizacion preferida, el
polipéptido de la invencién es codificado por una secuencia de polinucleétido que es al menos 70% homologa con la
secuencia de polinucledtido presentada como SEQ ID N°: 3. En su realizacion mas preferida, el polipéptido de la
invencion es codificado por la secuencia de polinucleétido presentada como SEQ ID N°: 3.

En una realizacion mas preferida, el polipéptido de la invencion incluye la secuencia de aminoacidos de un
polipéptido de neublastina maduro. Incluso més preferiblemente, la invencién incluye la secuencia de aminoacidos
de una forma truncada del polipéptido de neublastina que incluye los 7 restos de cisteina conservados presentes en
la secuencia de aminoacidos de las proteinas de neublastina.

En otra realizacion mas, la invencién proporciona un polipéptido nuevo codificado por una secuencia de
polinucledtido capaz de hibridar en condiciones muy restrictivas con la secuencia de polinucleétido presentada como
SEQ ID N°: 8, su cadena complementaria o un subfragmento de la misma. En una realizacion preferida, el
polipéptido de la invencién es codificado por una secuencia de polinucleétido que es al menos 70% homologa con la
secuencia de polinucledtido presentada como SEQ ID N°: 8. En su realizacién més preferida, el polipéptido de la
invencion es codificado por la secuencia de polinucleétido presentada como SEQ ID N°: 8.

En otra realizacion mas, la invencién proporciona un polipéptido nuevo codificado por una secuencia de
polinucleétido capaz de hibridar en condiciones muy restrictivas con la secuencia de polinucleétido presentada como
SEQ ID N° 15, su cadena complementaria o un subfragmento de la misma. En una realizacion preferida, el
polipéptido de la invencién es codificado por una secuencia de polinucleétido que es al menos 70% homologa con la
secuencia de polinucleétido presentada como SEQ ID N°: 15. En su realizaciéon mas preferida, el polipéptido de la
invencion es codificado por la secuencia de polinucleétido presentada como SEQ ID N°: 15.
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Origen bioldgico

El polipéptido de la invencion se puede aislar de células de mamifero, preferiblemente de una célula humana o una
célula de origen murino.

En una realizacién mas preferida, el polipéptido de la invencién se puede aislar de tejido cardiaco humano, de
musculo esquelético humano, de pancreas humano, o de tejido cerebral humano, en particular del nicleo caudado o
del talamo, o se puede obtener del ADN de origen mamifero, como se discute con mas detalle mas adelante.

Actividad neurotréfica

Los polipéptidos de neublastina, incluyendo los polipéptidos de neublastina truncados de la invencion, son utiles para
moderar el metabolismo, crecimiento, diferenciacién o supervivencia de un nervio o célula neuronal. En particular, los
polipéptidos de neublastina se usan para tratar o aliviar un trastorno o enfermedad de un animal vivo, p. €j., un ser
humano, cuyo trastorno o enfermedad son sensibles a la actividad de agentes neurotréficos. Dichos tratamiento y
procedimiento se describen con mas detalles mas adelante.

Anticuerpos

Los polipéptidos de neublastina o fragmentos de polipéptido de la invencién se usan para producir anticuerpos
especificos de neublastina. Tal como se usa en el presente documento, un “anticuerpo especifico de neublastina” es
un anticuerpo, p. €j., un anticuerpo policlonal o un anticuerpo monoclonal, que es inmunorreactivo frente a un
polipéptido de neublastina o fragmento de polipéptido, o que se une con especificidad a un epitopo de un polipéptido
de neublastina.

La preparacion de anticuerpos policlonales y monoclonales es conocida en la técnica. Los anticuerpos policlonales
se pueden obtener en particular como describen, p. ej., Green y col.: "Production of Polyclonal Antisera" en
Immunochemical Protocols (Manson, Ed.); Humana Press, 1992, paginas 1-5; Coligan y col.: "Production of
Polyclonal Antisera in Rabbits, Rats, Mice and Hamsters" en Current Protocols in Immunology. 1992, Seccion 2.4.1, y
Ed Harlow y David Lane (Eds.) en "Antibodies; A laboratory manual" Cold Spring Harbor Lab. Press 1988. Estos
protocolos se incorporan en el presente documento por referencia. Los anticuerpos monoclonales se pueden obtener
en particular como describen, p. ej., Kohler y Milstein, Nature, 1975,256: 495; Coligan y col., en Current Protocols in
Immunology. 1992, Secciones 2.5.1 - 2.6.7; y Harlow y col., en Antibodies: A Laboratory Manual: Cold Spring Harbor,
Pub., 1988, pagina 726; cuyos protocolos se incorporan en el presente documento por referencia.

Brevemente, los anticuerpos monoclonales se pueden obtener inyectando, p. ej. en un ratén, una composiciéon que
comprende un antigeno, verificando la presencia de produccidon de anticuerpos sacando una muestra de suero,
sacando el bazo para obtener linfocitos B, fusionando los linfocitos B con células de mieloma para producir
hibridomas, clonando los hibridomas, seleccionado clones positivos que producen los anticuerpos contra el antigeno,
y aislando los anticuerpos de los cultivos de hibridoma.

Los anticuerpos monoclonales se pueden aislar y purificar de cultivos de hibridoma mediante una variedad de
técnicas bien establecidas, incluyendo la cromatografia de afinidad con proteina A-Sefarosa, cromatografia por
exclusién de tamarios, y cromatografia de intercambio idnico, véase, p. ej. Coligan y col. en Current Protocols in
Immunology. 1992, Secciones 2.7.1 - 2.7.12, y Secciones 2.9.1 - 29.3; y Barnes y col: "Purification of
Immunoglobulin G (IgG)" en Methods in Molecular Biology: Humana Press, 1992, Vol. 10, paginas 79-104. Los
anticuerpos policlonales 0 monoclonales opcionalmente se pueden purificar mas, p. ej. por unién a y elucién de una
matriz a la cual esta unido el polipéptido contra el cual se produjeron los anticuerpos.

Los anticuerpos que se unen al polipéptido de neublastina de la invencidn se pueden preparar usando un polipéptido
intacto o fragmentos que contienen péptidos pequefios de interés como el antigeno de inmunizacioén. El polipéptido
usado para inmunizar un animal se puede obtener por técnicas de ADN recombinante o por sintesis quimica, y
opcionalmente se puede conjugar con una proteina transportadora. Las proteinas transportadoras usadas
habitualmente que estan quimicamente acopladas al péptido incluyen la hemocianina de lapa californiana (KLH),
tiroglobulina, albumina de suero bovino (BSA) y toxoide de tétanos. El péptido acoplado después se puede usar para
inmunizar el animal, que puede ser en particular un ratén, una rata, un hamster o un conejo.

En una realizacion, los anticuerpos se producen wusando los siguientes péptidos: Péptido 1:
CRPTRYEAVSFMDVNST (aminoacidos 108-124 de la SEQ ID N° 9); o Péptido 2:ALRPPPGSRPVSQPC
(aminoacidos 93-107 de la SEQ ID N°: 9). Se describen procedimientos para producir anticuerpos usando estos
polipéptidos en el ejemplo 10.

También se generaron anticuerpos policlonales de conejo contra los siguientes péptidos:
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PéptidoR27: GPGSRARAAGARGC (aminoacidos 30-43 del ID SEC N°: 9)
PéptidoR28: LGHRSDELVRFRFC (aminoacidos 57-70 del ID SEC N°: 9)
PéptidoR29: CRRARSPHDLSL (aminoacidos 74-85 del ID SEC N°: 9)

PéptidoR30: LRPPPGSRPVSQPC (aminoacidos 94-107 del ID SEC N°: 9); y
PéptidoR31: STWRTVDRLSATAC (aminoacidos 123-136 del ID SEC N°: 9).

De este grupo, sdélo los péptidos R30 y R31, relativamente cerca del extremo C, reconocian la proteina
desnaturalizada en condiciones reductoras en una transferencia Western.

También se obtuvieron péptidos derivados de neublastina adicionales de la proteina NBN, como se detalla mas
adelante, que son bucles expuestos en la superficie previstos de acuerdo con la estructura de GDNF conocida
(Eigenbrot and Gerber, Nat. Struct. Biol., 4, pp. 435-438 (1997)), y por lo tanto son utiles para la generaciéon de
anticuerpos:

Region 1: CRLRSQLVPVRALGLGHRSDELVRFRFC (AA43-70 del ID SEC N°: 9)
Regi6n 2: CRRARSPHDLSLASLLGAGALRPPPGSRPVSQPC (AA74-107 del ID SEC N°: 9)
Regién 3: CRPTRYEAVSFMDVNSTWRTVDRLSATAC (AA108-136 del ID SEC N°: 9)

En otro aspecto de la invencion, se pueden usar anticuerpos que se unen especificamente a la neublastina o a
péptidos derivados de neublastina, para detectar la presencia de dichos factores neurotréficos de neublastina en
diferentes medios, y en particular para el diagnéstico de afecciones o enfermedades asociadas con moléculas de
neublastina de la invencién. En la técnica se conocen una variedad de protocolos para dicha deteccion, incluyendo
ELISA, RIAy FACS.

Los anticuerpos de esta invencion también se pueden usar para bloquear el efecto del factor neurotréfico de
neublastina, y en particular pueden ser anticuerpos neutralizantes.

Procedimientos para preparar los polipéptidos de la invencion

Se cultiva una célula que comprende una secuencia de ADN que codifica un polipéptido de neublastina de la
invencion en condiciones que permiten la produccion del polipéptido, seguido de recuperacion del polipéptido del
medio de cultivo, como se detalla mas adelante. Cuando las células se van a modificar genéticamente para el
propodsito de producir un polipéptido de neublastina, las células se pueden modificar por procedimientos
convencionales o por activacion de genes.

De acuerdo con procedimientos convencionales, se puede introducir una molécula de ADN que contiene una
secuencia de ADNc o ADN gendmico de neublastina en una construccion de expresion y transfectarla en células por
procedimientos estandar que incluyen, pero no se limitan a transfeccion mediada por liposomas, polibreno o DEAE[
dextrano, electroporacioén, precipitacion por fosfato de calcio, microinyecciéon, o microproyectiles de alta velocidad
(“biolistica”). Alternativamente, se podria usar un sistema que libere ADN mediante vector virico. Los virus que se
sabe que son utiles para la transferencia de genes incluyen adenovirus, virus adenoasociados, lentivirus,
herpesvirus, virus de la parotitis, poliovirus, retrovirus, virus Sindbis y virus vaccinia tal como virus de la viruela del
canario, asi como la infeccién por baculovirus de células de insecto, en particular células de insecto SfP9.

Alternativamente, las células se pueden modificar usando un procedimiento de activacion de gen (“GA”), tal como se
describe en las patentes de Estados Unidos 5.733.761 y 5.750.376, todas incorporadas en el presente documento
por referencia.

Por consiguiente, la expresiéon “modificado genéticamente”, tal como se usa en el presente documento en referencia
a las células, se entiende que abarca células que expresan un producto génico particular después de introducir una
molécula de ADN que codifican el producto génico y/o los elementos reguladores que controlan la expresiéon de una
secuencia codificante para el producto génico. La molécula de ADN se puede introducir mediante la técnica de gen
dirigido, que permite la incorporacion de la molécula de ADN en un sitio genémico particular.

Vectores de expresién recombinantes

En otro aspecto la invencion proporciona un vector de expresion recombinante que comprende el polinucleétido de la
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invencion. El vector de expresion recombinante de la invencidén puede ser cualquier vector de expresion eucariota
adecuado. Los vectores de expresion recombinantes preferidos son el vector que contiene el promotor de la
ubiquitina pTEJ-8 (FEBS Lett. 1990 267 289-294), y derivados del mismo, p. ej. pUbi1Z. Un vector de expresion
eucariota disponible en el comercio preferido es p. ej. el vector que contiene el promotor de virus pcDNA-3
(disponible en Invitrogen). Otro vector de expresion preferido usa los promotores temprano de SV40 y tardio principal
de adenovirus (derivados de plasmido pAD2beta; Norton y Coffin, Mol. Cell. Biol. 5: 281 (1985)).

Esta invencion también proporciona vectores de expresion procariotas y genes sintéticos (Syngenes) con
optimizacién de codones para la expresion procariota. Los genes sintéticos se construyeron con menor contenido de
GC y codones bacterianos preferidos (p. €j., E. coli). El gen sintético se ha clonado en dos vectores pET19b y
pMJB164, un derivado de pET19b. La construccion con pET19b se muestra en la figura 14. En esta construccion, la
secuencia que codifica el dominio de NBN113 de la neublastina se fusiona directamente con una metionina de
iniciacion. La construccion con pMJB164 se muestra en la figura 15.

Produccién de células

En otro aspecto mas la invenciéon proporciona una produccion de células genéticamente manipuladas para que
comprendan la secuencia de polinucleétido aislada de la invencion, y/o un vector de expresion recombinante de la
invencion. La célula de la invencion se puede manipular genéticamente en particular para expresar, sobreexpresar o
coexpresar de forma transitoria o estable el polipéptido de la invencion. En la técnica se conocen procedimientos
para generar la expresion transitoria y estable.

El polinucleétido de la invencidn se puede insertar en un vector de expresion, p. ej. un plasmido, virus u otro vehiculo
de expresion, y se puede unir de forma operativa a secuencias de control de la expresion mediante ligado de una
forma que se logre la expresion de la secuencia codificante en condiciones compatibles con las secuencias de
control de la expresién. Las secuencias de control de la expresién adecuadas incluyen promotores, potenciadores,
terminadores de la transcripcion, codones de inicio, sefiales de corte y empalme para intrones, y codones de parada,
todos mantenidos en el marco de lectura correcto del polinucleétido de la invencion para asi permitir la traduccion
adecuada del ARNm. Las secuencias de control de la expresién también pueden incluir componentes adicionales
tales como secuencias lideres y secuencias de la pareja de fusion.

El promotor puede ser en particular un promotor constitutivo o inducible. Cuando se clonan en sistemas bacterianos,
se pueden usar los promotores inducibles tales como pL de bacteriéfago A, plac, ptrp, ptac (promotor hibrido ptrp(’
lac). Cuando se clona en sistemas de mamiferos, se pueden usar los promotores derivados del genoma de células
de mamifero, p. €j., el promotor de la ubiquitina, el promotor TK o el promotor de metalotioneina, o de virus de
mamiferos, p. €j., la repeticion terminal larga de retrovirus, el promotor tardio de adenovirus o el promotor de 7,5 K
del virus vaccinia. También se pueden usar los promotores obtenidos por ADN recombinante o técnicas sintéticas
para proporcionar la transcripcion del polinucleétido de la invencion.

Los vectores de expresion adecuados tipicamente comprenden un origen de expresion, un promotor asi como genes
especificos que permiten la seleccidon fenotipica de las células transformadas, e incluyen vectores tales como el
vector de expresion basado en T7 para la expresion en bacterias (Rosenberg y col; Gene 1987 56 125), los vectores
de expresion pTEJ-8, pUbi1Z, pcDNA-3 y pMSXND para la expresion en células de mamiferos (Lee y Nathans, J.
Biol. Chem. 1988 263 3521), vectores derivados de baculovirus para la expresion en células de insectos, y el vector
de expresion de oocito PTLN (Lorenz C., Pusch M. & Jentsch TJ.: “Heteromultimeric CLC chloride channels with
novel properties”; Proc. Natl. Acad. Sci. USA 199693 13362-13366).

En una realizacion preferida, la célula de la invencién es una célula eucariota, p. €j., una célula de mamifero, p.ej.,
una célula humana, un oocito o una célula de levadura. La célula de la invencion puede ser, sin limitacion, una célula
de rifion embrionario humano (HEK), p. €j., una célula HEK 293, una célula BHK21, una célula de ovario de hamster
chino (CHO), una célula de oocito de Xenopus laevis (XLO). En una realizacion, la célula de la invencidon es una
célula fungica, p. €j., una célula fungica de filamentos. En otra realizacién mas, la célula es una célula de insecto,
mas preferiblemente la célula Sf9. Son células de mamifero adicionales las lineas celulares PC12, HiB5, RN33b,
células progenitoras neurales humanas, y otras células derivadas de células humanas, en especial células neurales.

Los ejemplos de células primarias o secundarias incluyen fibroblastos, células epiteliales que incluyen células
epiteliales mamarias e intestinales, células endoteliales, elementos formados de la sangre incluyendo linfocitos y
células de la médula o6sea, células gliales, hepatocitos, queratinocitos, células musculares, células neurales o
precursores de estos tipos de células. Los ejemplos de lineas celulares inmortalizadas humanas en el presente
procedimiento incluyen, pero no se limitan a células de melanoma de Bowes (N° de acceso en ATCC CRL 9607),
células Daudi (N° de acceso en ATCC CCL 213), células HelLa y células derivadas de HelLa (N° de acceso en ATCC
CCL 2, CCL 2.1, y CCL 2.2), células HL-60 (N° de acceso en ATCC CCL 240), células HT-1080 (N° de acceso en
ATCC CCL 121), células Jurkat (N° de acceso en ATCC TIB 152), células de carcinoma KB (N° de acceso en ATCC
CCL 17), células de leucemia K-562 (N° de acceso en ATCC CCL 243), células de cancer de mama MCF-7 (N° de
acceso en ATCC BTH 22), células MOLT-4 (N° de acceso en ATCC 1582), células Namalwa (N° de acceso en ATCC
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CRL 1432), células Raji (N° de acceso en ATCC CCL 86), células RPMI8226 (N° de acceso en ATCC CCL 155),
células U-937 (N° de acceso en ATCC CRL 1593), células 2R4 de sublinea WI-38VA13 (N° de acceso en ATCC CLL
75.1), y células de carcinoma de ovario 2780AD (Van der Blick y col, Cancer Res. 48: 5927-5932, 1988), asi como
células de heterohibridoma producidas por fusion de células humanas y células de otra especie. También se pueden
usar cepas secundarias de fibroblastos humanos, tales como WI-38 (N° de acceso en ATCC CCL 75) y MRC-5 (N°
de acceso en ATCC CCL 171).

Cuando la célula de la invencion es una célula eucariota, la incorporacion del polinucledtido heterélogo de la
invencion se puede llevar a cabo en particular por infeccién (usando un vector virico), por transfecciéon (usando un
vector plasmidico), usando precipitacion por fosfato de calcio, microinyeccion, electroporacion, lipofeccion u otros
procedimientos fisicoquimicos conocidos en la técnica.

En una realizacién mas preferida, la secuencia de polinucleétido aislada de la invencion, y/o un vector de expresion
recombinante de la invencién se transfectan en una célula huésped de mamifero, una célula progenitora neural, una
célula astrocito, una célula T, una célula de tallo hematopoyético, una célula que no se divide, o una célula endotelial
cerebral, que comprende al menos una molécula de ADN capaz de mediar la inmortalizaciéon y/o transformacion
celulares.

La activacién de un gen enddgeno en una célula huésped se puede llevar a cabo introduciendo elementos
reguladores, en particular introduciendo un promotor capaz de realizar la transcripcién de un gen enddégeno que
codifica el polipéptido de neublastina de la invencion.

Composiciones farmacéuticas

En otro aspecto la invencién proporciona composiciones farmacéuticas que comprenden una cantidad
terapéuticamente eficaz del polipéptido de la invencion.

Para usar en terapia, el polipéptido de la invencion se puede administrar de cualquier forma conveniente. En una
realizacion preferida, el polipéptido de la invencién se incorpora en una composiciéon farmacéutica junto con uno o
mas adyuvantes, excipientes, vehiculos y/o diluyentes, y la composiciéon farmacéutica la puede preparar el experto
en la materia usando procedimientos convencionales conocidos en la técnica.

Dichas composiciones farmacéuticas pueden comprender el polipéptido de la invencion, o anticuerpos del mismo. La
composicion se puede administrar sola o combinada con uno o mas agentes, farmacos u hormonas distintos.

La composicion farmacéutica de esta invencidon se puede administrar por cualquier via adecuada, incluyendo, pero
sin limitar a la via oral, intravenosa, intramuscular, interarterial, intramedular, intratecal, intraventricular, transdérmica,
subcutanea, intraperitoneal, intranasal, arterial, topica, sublingual o aplicaciéon rectal, bucal, vaginal, intraorbital,
intracerebral, intracraneal, intraespinal, intraventricular, intracisternal, intracapsular, intrapulmonar, transmucosa o
por inhalacion.

Los procedimientos de suministro intrapulmonar, aparatos y preparacion de farmacos se describen, por ejemplo, en
las patentes de EE.UU. n° 5.785.049, 5.780.019, y 5.775.320, todas incorporadas en el presente documento por
referencia. La administracidon puede ser por inyecciones perioédicas de un bolo de la preparacion, o se pueden hacer
mas continuas por administracion intravenosa o intraperitoneal desde un depésito que es externo (p. €j., una bolsa
IV) o interno (p. €j., un implante biodegradable, un 6rgano bioartificial, o una colonia de células de produccion de
neublastina implantadas). Véase, por ejemplo, las patentes de EE.UU. 4.407.957, 5.798.113, y 5.800.828, todas
incorporadas en el presente documento por referencia. Los procedimientos y aparatos de suministro intrapulmonar
se describen, por ejemplo, en las patentes de EE.UU. 5.654.007, 5.780.014, y 5.814.607, todas incorporadas en el
presente documento por referencia.

En particular, la administracién de una neublastina de acuerdo con esta invencion se puede lograr usando cualquier
medio de suministro adecuado, incluyendo:

(a) bomba (véase p. ej. Annals of Pharmacotherapy, 27: 912 (1993); Cancer, 41: 1270 (1993); Cancer Research. 44:
1698 (1984), incorporados en el presente documento por referencia),

(b) microencapsulacién (véase, p. ej., las patentes de Estados Unidos 4.352.883; 4.353.888 y 5.084.350,
incorporadas en el presente documento por referencia),

(c) implantes polimeros de liberacion continua (véase, p. ej., Sabel, patente de Estados Unidos 4.883.666,
incorporada en el presente documento por referencia),

(d) macroencapsulacion (véase, p. €j., patentes de Estados Unidos 5.284.761, 5.158.881, 4.976.859 y 4.968.733 y
solicitudes de patentes PCT publicadas W092/19195, WO 95/05452, todas incorporadas en el presente documento
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por referencia);

(e) injertos de células desnudas o sin encapsular en el SNC (véase, p. €]., patentes de Estados Unidos 5.082.670 y
5.618.531, todas incorporadas en el presente documento por referencia); o

(f) inyeccién, subcutanea, intravenosa, intraarterial, intramuscular o en otro sitio adecuado;
(g) administracion oral, en capsula, liquido, comprimido, pildora, o formulacién de liberacion prolongada.

En una realizacién de la invencién, se suministra un polipéptido de neublastina directamente en el SNC,
preferiblemente en los ventriculos cerebrales, parénquima cerebral, el espacio intratecal u otra localizacion del SNC
adecuado, mas preferiblemente intratecal.

En otra realizacion preferida, el presente polipéptido de neublastina se da por suministro sistémico por inyeccion
intramuscular, inyeccion subcutanea, inyeccion intravenosa o infusion intravenosa.

Otros sistemas de suministro parenteral utiles incluyen particulas de copolimero de etileno-acetato de vinilo, bombas
osmoticas, sistemas de infusién implantables, suministro con bomba, suministro de célula encapsulada, suministro
liposémico, inyeccion suministrada con aguja, inyeccidn sin aguja, nebulizador, aerosol, electroporacion y parche
transdérmico.

Se pueden encontrar mas detalles sobre las técnicas para la formulacion y administracion en la dltima edicion de
Remington's Pharmaceutical Sciences (Maack Publishing Co., Easton, PA).

El principio activo se puede administrar en una o varias dosis al dia. Las dosis contempladas como adecuadas
actualmente son entre 0,5 ng de neublastina/kg de peso corporal a aproximadamente 50 pg/kg por administracion y
de aproximadamente 1,0 ng/kg a aproximadamente 100 ug/kg diarios. Cuando se suministran directamente al SNC,
la composiciéon farmacéutica de neublastina debe proporcionar una concentracién local del factor neurotréfico de
aproximadamente 5 ng/ml de liquido cefalorraquideo (“LCR”) a 25 ng/ml de LCR.

La dosis administrada debe ajustarse, por supuesto, con cuidado a la edad, peso y afeccién del individuo que se esta
tratando, asi como la via de administracion, la forma de dosificacion y el régimen, y el resultado deseado, y la
dosificacion exacta debe determinarla, por supuesto, el médico.

En otras realizaciones, el polipéptido de neublastina de la invencidén se puede administrar por suministro genético,
usando lineas de células y vectores como se describe mas adelante en los procedimientos de tratamiento. Para
generar dichas lineas celulares terapéuticas, el polinucleétido de la invencion se puede insertar en un vector de
expresion, p. ej. un plasmido, virus u otro vehiculo de expresion, y unir de forma operativa a las secuencias del
control de la expresidon mediante ligado en una forma que la expresion de la secuencia de codificacion se logre en
condiciones compatibles con las secuencias de control de la expresion. Las secuencias de control de la expresion
adecuadas incluyen promotores, potenciadores, terminadores de la transcripcion, codones de inicio, sefiales de corte
y empalme para intrones, y codones de parada, todas mantenidas en el marco de lectura correcto del polinucleétido
de la invencion, para permitir asi la traduccion adecuada del ARNm. Las secuencias de control de la expresion
también pueden incluir componentes adicionales tales como secuencias lideres y secuencias de parejas de fusion.

El promotor puede ser en particular un promotor constitutivo o inducible. Los promotores constitutivos pueden ser
sintéticos, viricos o derivados de genoma de células de mamifero, p. €j., el promotor de la ubiquitina humana. En una
realizacion preferida la linea celular terapéutica sera una linea celular neural inmortalizada humana que expresa el
polipéptido de la invencion. Para el implante, se contempla el implante entre aproximadamente 10° y 10" células,
mas preferiblemente 10° a aproximadamente 10° células.

Procedimientos de tratamiento

La presente invencion, que se refiere a polinucleétidos y proteinas, polipéptidos, fragmentos de péptidos o derivados
producidos a partir de los mismos, asi como a anticuerpos dirigidos contra dichas proteinas, péptidos o derivados, se
puede usar para tratar o aliviar un trastorno o enfermedad de un cuerpo animal vivo, incluyendo un ser humano, cuyo
trastorno o enfermedad es sensible a la actividad de agentes neurotroéficos.

Los polipéptidos de la presente invencion se pueden usar directamente, p. ej., mediante composiciones
farmacéuticas inyectadas, implantadas o ingeridas para tratar un proceso patoldgico sensible a los polipéptidos de
neublastina.

El polinucledtido de la invencién, incluyendo las secuencias complementarias del mismo, se puede usar para la
expresion del factor neurotréfico de la invencién. Esto se puede lograr mediante lineas celulares que expresan
dichas proteinas, péptidos o derivados de la invencion, o mediante vectores viricos que codifican dichas proteinas,
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péptidos o derivados de la invencién, o mediante células huésped que expresan dichas proteinas, péptidos o
derivados. Estas células, vectores y composiciones se pueden administrar en las zonas objetivo de tratamiento para
afectar a un proceso patoldgico o trastorno sensible a los polipéptidos de neublastina.

Se pueden obtener vectores de expresion adecuados de lentivirus, retrovirus, adenovirus, herpesvirus o virus
vaccinia, o de diferentes plasmidos producidos con bacterias para usar para suministrar in vivo las secuencias de
nucledtidos a un organismo entero o un 6rgano, tejido o poblacion celular objetivos. Otros procedimientos incluyen,
pero no se limitan, transfecciéon con liposomas, electroporacion, transfeccion con péptidos transportadores que
contienen sefales nucleares u otras sefiales de localizacion, y suministro de genes por sistemas de liberacion lenta.
En otro aspecto mas de la invencién, las secuencias de nucleétidos “antisentido” complementarias de los genes de
neublastina o partes de los mismos, se pueden usar para inhibir o potenciar la expresion de la neublastina.

En otro aspecto mas, la invencion se refiere a un procedimiento para tratar o aliviar un trastorno o enfermedad de un
cuerpo animal vivo, incluyendo un ser humano, cuyo trastorno o enfermedad es sensible a la actividad de los
agentes neurotroéficos.

Este trastorno o enfermedad puede ser en particular dafio del sistema nervioso producido por traumatismo, cirugia,
isquemia, infeccion, reperfusion, enfermedad metabdlica, deficiencia nutricional, tumor maligno o un agente toxico, o
un proceso genético o idiopatico.

El dafio puede haberse producido, en particular, en neuronas sensoriales o células de ganglios retinales, incluyendo
neuronas en los ganglios de la raiz dorsal o en cualquiera de los siguientes tejidos: los ganglios geniculados,
petrosos y nodosos; el complejo del vestibulo del oido del nervio craneal VIII° el polo ventrolateral del I6bulo
maxilomandibular del ganglio del trigémino; y el nucleo del trigémino mesencefalico.

En una realizaciéon preferida del procedimiento de la invencion, el trastorno o enfermedad es una enfermedad
neurodegenerativa que implica neuronas lesionadas o traumatizadas, tales como lesiones traumaticas de nervios
periféricos, la médula, y/o la médula espinal, dafio neuronal isquémico cerebral, neuropatia y en especial neuropatia
periférica, traumatismo o lesion de nervio periférico, accidente cerebrovascular isquémico, lesidon cerebral aguda,
lesion de la médula espinal aguda, tumores del sistema nervioso, esclerosis multiple, exposicion a neurotoxinas,
enfermedades metabdlicas tales como diabetes o disfunciones renales y lesiéon causada por agentes infecciosos,
enfermedades neurodegenerativas incluyendo la enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Huntington, enfermedad
de Parkinson, sindromes de Parkinson-Plus, paralisis supranuclear progresiva (sindrome de Steele-Richardson-
Olszewski), atrofia olivopontocerebelar (OPCA), sindrome de Shy-Drager (atrofia de multiples sistemas), complejo
parkinsonismo-demencia de Guam, esclerosis lateral amiotréfica, o cualquier otra enfermedad congénita o
neurodegenerativa, y deterioro de la memoria conectado a la demencia.

En una realizacion preferida, se considera el tratamiento de neuronas del sistema sensorial y/o autondmico. En otra
realizacion preferida, se contempla el tratamiento de enfermedades de neuronas motoras tales como la esclerosis
lateral amiotrofica (“ELA”) y atrofia muscular espinal. En otra realizacion preferida mas, se contempla el uso de
moléculas de neublastina de esta invencion para potenciar la recuperacion de nervios después de lesion traumatica.
En una realizacion, se contempla el uso de un canal de guia de nervios con una matriz que contiene polipéptidos de
neublastina. Dichos canales de guia de nervios se describen, p. €j., en la patente de Estados Unidos n° 5.834.029,
incorporada en el presente documento por referencia.

En una realizaciéon preferida, los polipéptidos y acidos nucleicos de esta invencién (y las composiciones
farmacéuticas que los contienen) se usan en el tratamiento de neuropatias periféricas. Entre las neuropatias
periféricas contempladas para el tratamiento con moléculas de esta invencion estan las neuropatias inducidas por
traumatismo, p. ej., las causadas por lesion fisica o estado patoldgico, dafio fisico del cerebro, dafio fisico de la
médula espinal, accidente cerebrovascular asociado con dafio cerebral y trastornos neurolégicos relacionados con
neurodegeneracion.

El tratamiento también contempla neuropatias inducidas por quimioterapia (tales como las causadas por suministro
de agentes quimioterapéuticos, p. €j., taxol o cisplatino); neuropatias inducidas por toxinas, neuropatias inducidas
por farmacos, neuropatias inducidas por patégenos (p. €j., inducidas por virus), neuropatias inducidas por deficiencia
de vitaminas; neuropatias idiopéticas; y neuropatias diabéticas. Véase p. ej. las patentes de EE.UU. 5.496.804 y
5.916.555, todas incorporadas en el presente documento por referencia.

También se contempla el tratamiento de mononeuropatias, mononeuropatias multiples y polineuropatias, incluyendo
neuropatias axonales y desmielinizantes, usando los nucleétidos y polipéptidos de neublastina de esta invencion.

En otra realizacién preferida, los polipéptidos y acidos nucleicos de esta invencion (y composiciones farmacéuticas
que los contienen) se usan en el tratamiento de diferentes trastornos en los ojos, incluyendo la pérdida de
fotorreceptores en la retina en pacientes aquejados de degeneracion macular, retinitis pigmentosa, glaucoma y
enfermedades similares.
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La presente invencion proporciona ademdas un procedimiento para prevenir los cambios degenerativos conectados
con las enfermedades y trastornos anteriores, mediante implante en el cerebro de mamiferos de vectores o células
humanas capaces de producir una forma biolégicamente activa de la neublastina o un precursor de la neublastina, es
decir, una molécula que se puede convertir facilmente en una forma biolégicamente activa de la neublastina en el
cuerpo, o adicionalmente se pueden encapsular, p. ej. en membranas semipermeables, células que segregan
neublastina.

Se pueden hacer crecer células adecuadas in vitro, incluyendo células disefiadas para producir neublastina, para
usar en el transplante o injerto en el cerebro de mamifero, incluyendo de ser humano.

En una realizacién preferida, el gen que codifica el polipéptido de la invencion se transfecta en una linea celular
adecuada, p. €j., en una linea de células de tallo neural de rata inmortalizadas como HiB5 y RN33b, o en una linea
de células progenitoras neurales inmortalizadas humanas, y la linea celular resultante se implanta en el cerebro de
un cuerpo vivo, incluyendo un ser humano, para segregar el polipéptido terapéutico de la invencién en el SNC, p. €j.,
usando vectores de expresion descritos en la solicitud de patente internacional WO 98/32869.

Procedimientos de diagndstico y cribado

Se puede usar un acidos nucleico de neublastina para determinar si un individuo tiene predisposicion a desarrollar
una enfermedad neuroldgica que resulta de un defecto en el gen de neublastina, p.ej. un defecto en un alelo de la
neublastina, que se ha adquirido, p. €j., por herencia genética, por desarrollo embrionario anémalo, o por dafio del
ADN adquirido. El analisis puede ser, p. ej., por deteccion de una delecion(es) o una mutacion(es) puntual(es) en el
gen de neublastina, o por detecciéon de la herencia de dicha predisposicion de dichos defectos genéticos con
polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion (RFLP) especificos, por deteccion de la presencia o ausencia
de un gen de neublastina normal por hibridacion de una muestra de acido nucleico del paciente con una sonda(s) de
acido nucleico especifica para el gen de neublastina, y determinacion de la capacidad de la sonda para hibridar con
el acido nucleico.

En particular, se puede usar un acido nucleico de neublastina como una sonda de hibridacién. Dichos ensayos de
hibridacion se pueden usar para detectar, pronosticar, diagnosticar o hacer el seguimiento de diferentes afecciones,
trastornos o estados patologicos asociados con los niveles aberrantes de ARNm que codifica la proteina de
neublastina. Se puede construir un acido nucleico de neublastina como un “marcador” para los procesos fisioldégicos
dependientes del factor neurotréfico neublastina. Estos procedimientos incluyen, pero no se limitan a procesos
fisiolégicos “normales” (p. e€j., funcion neuronal) y procesos patolégicos (p. ej., enfermedad neurodegenerativa). La
caracterizacion de una subpoblacion(es) de pacientes particulares con niveles aberrantes (es decir, elevados o
deficientes) de la proteina neublastina y/o el ARNm que codifica la neublastina, puede conducir a nuevas
clasificaciones de enfermedades. Por “niveles aberrantes”, como se define en el presente documento, se entiende un
nivel mayor o menor respecto al de una muestra de control o individuo que no tiene el trastorno determinado por
medios cuantitativos o cualitativos.

Los acidos nucleicos y polipéptidos de neublastina de esta invencién también se pueden usar para cribar e identificar
analogos de neublastina, incluyendo moléculas pequefias miméticas de neublastina. En una realizacién
contemplada, la invencion proporciona un procedimiento para identificar un compuesto candidato que induce un
efecto bioldgico mediado por neublastina, comprendiendo el procedimientos las etapas de proporcionar una célula de
ensayo que cuando se pone en contacto con neublastina es inducida para expresar un producto detectable, exponer
la célula al compuesto candidato, y detectar el producto detectable. La expresién del producto detectable indica la
capacidad del compuesto candidato para inducir el efecto biolégico mediado por neublastina.

Ademas, los 4cidos nucleicos y polipéptidos de neublastina de esta invencién se puede usar en un chip de ADN o
chips de proteinas, o en programas de ordenador para identificar nuevas secuencias de genes relacionadas y
proteinas codificadas por las mismas, incluyendo variantes alélicas y polimorfismos de un solo nucledtido (“SNP”).
Dichos procedimientos se describen, p. €j., en las patentes de Estados Unidos n° 5.795.716; 5.754.524; 5.733.729;
5.800.992; 5.445.934; 5.525.464.

EJEMPLOS

Ejemplo 1: Procedimientos para aislar 4cidos nucleicos de neublastina

Procedimiento 1: Cribado rapido de ADNc de cerebro fetal humano del gen de neublastina

Se identificé un fragmento de 290 pb en dos secuencias gendmicas de alta capacidad (HTGS) enviadas a GenBank
(n° de acceso AC005038 y AC005051) por su homologia con la persefina humana. A partir de la secuencia de acido
nucleico del fragmento de 290 pb, se sintetizaron dos cebadores especificos de neublastina. El cebador de la cadena
superior (“NBNint.sense”) tenia la secuencia 5-CCT GGC CAG CCT ACT GGG-3' (SEQ ID N°: 17). El cebador de la
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cadena inferior (“NBNint.antisense”) tenia la secuencia 5-AAG GAG ACC GCT TCG TAG CG-3’' (SEQ ID N°: 18).
Con estos cebadores, se llevaron a cabo reacciones de PCR en 96 pocillos.

Una placa principal de 96 pocillos, que contenia ADN plasmidico de 500.000 clones de ADNc, se cargd con
aproximadamente 5000 clones por pocillo. Se utilizé una subplaca de 96 pocillos con solucion madre de E. coli
DH10B en glicerol, que contenia 50 clones por pocillo.

Se identificé un acido nucleico de neublastina mediante tres rondas de amplificacién usando técnicas de reaccion en
cadena de la polimerasa (“PCR”); la amplificacién aumenta el nimero de copias del acido nucleico en la muestra.

Cribado de la placa principal: Usando la técnica de cribado de PCR en 96 pocillos describa antes, se crib6 una
placa principal de ADNc de cerebro fetal humano con los cebadores especificos de genes para aislar el ADNc de
neublastina humana.

Se obtuvieron 30 ng de ADNc de cerebro fetal humano (6 ng/ul; Origene Technologies) del correspondiente pocillo
de la placa principal y se pusieron en un volumen total de 25 ul que contenian los siguientes reactivos: 0,2 mM de
cada uno de los dos cebadores especificos de genes mencionados (es decir, NBNint.sense y NBNint.antisense), 1x
tampon de PCR estandar (tampoén V, Advanced Biotechnologies, Reino Unido), dNTP 0,2 mM (Amersham-
Pharmacia), GC-Melt 0,1 M (Clontech Laboratories, EE.UU.); y 0,5 unidades de ADN polimerasa Taq (5 U/ul;
Advanced Biotechnologies, Reino Unido).

Las reacciones de los ciclos térmicos de la PCR se llevaron a cabo usando el siguiente procedimiento y condiciones.
El ADN se desnaturalizé inicialmente a 94°C durante 3 minutos, y después le siguieron 35 ciclos de
desnaturalizacion a 94°C durante 1 minuto cada uno, reasociacién a 55°C durante 1 minuto, una primera extensién a
72°C durante 90 segundos; y una extension final a 72°C durante 5 minutos. Se analizaron los productos de 96
reacciones de PCR individuales por electroforesis en gel usando un gel de agarosa al 2% que contenia la tinciéon de
bromuro de etidio. Se encontré que el producto de la PCR positivo, de 102 pb, visto en un pocillo, correspondia a
una unica subplaca de 96 pocillos.

El fragmento de acido nucleico de 102 pb tenia la siguiente secuencia (SEQ ID N°: 13):

5' -CCTGGCCAGCCTACTGGCCGCCGGGECCCTEGCCACCECCCCCEGEECTCCCCGCCCGTCAG
CCAGCCCTGCTGCCGACCCACGCGCTACGAAGCGGTCTCCTT-3 '

Cribado de la subplaca: La subplaca de 96 pocillos de cerebro fetal humano se cribd por amplificacion mediada por
PCR, poniendo 1 pl de la solucién madre de glicerol del correspondiente pocillo de la subplaca en un volumen total
de 25 pl que contenia: 0,2 mM de cada uno de los dos cebadores especificos de genes; 1x tampén de PCR estandar
(tampdn V, Advanced Biotechnologies, Reino Unido), dNTP 0,2 mM (Amersham-Pharmacia), GC-Melt 0,1 M
(Clontech Laboratories, EE.UU.); y 0,5 unidades de ADN polimerasa Taq (5 U/ul; Advanced Biotechnologies, Reino
Unido).

Se usaron las mismas condiciones de ciclos térmicos de la PCR descritos para el cribado de la placa principal. Se
analizaron 96 reacciones de PCR individuales en un gel de agarosa al 2% que contenia bromuro de etidio, y se
identificé un pocillo positivo que dio un fragmento de la PCR de 102 pb.

PCR de la colonia: Se diluyé 1 ml de la solucién madre en glicerol del pocillo positivo de la subplaca 1:100 en caldo
de Luria (LB). Después se pusieron 1 ml y 10 ml de la dilucion mencionada en dos placas de agar separadas que
contenian caldo de Luria (“LB”) y carbenicilina 100 pg/ml. Las placas de LB después se incubaron toda la noche a
30°C. De estas placas se recogieron 96 colonias en una nueva placa de PCR de 96 pocillos que contenia: 0,2 mM de
cada uno de los dos cebadores especificos de genes, 1x tampén de PCR estandar (tampdén V, Advanced
Biotechnologies, Reino Unido), dNTP 0,2 mM (Amersham-Pharmacia), GC-Melt 0,1 M (Clontech Laboratories,
EE.UU.); y 0,5 unidades de ADN polimerasa Taq (5 U/ul; Advanced Biotechnologies, Reino Unido), en un volumen
final de 25 pl.

Se usaron las mismas condiciones de ciclos térmicos de la PCR descritas para el cribado de la placa principal.
Después se analizaron las 96 reacciones de la PCR individuales en un gel de agarosa al 2% que contenia bromuro
de etidio. Posteriormente se identificé una colonia positiva que contenia el fragmento de 102 pb.

La secuenciacién del plasmido de ADN preparado de esta colonia positiva puso de manifiesto un ADNc de longitud
entera de 861 pb (SEQ ID N°: 8). EI ADNc codificaba una pre-pro-neublastina (SEQ ID N°: 9). La secuenciacion
automatica del ADN se llevd a cabo usando el kit de secuenciacién BigDye® terminator cycle (PE Applied
Biosystems, EE.UU.). Los geles de secuenciacion se hicieron correr en el ABI Prism 377 (PE Applied Biosystems,
EE.UU.).
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Procedimiento 2: Clonacién de ADNc de neublastina de cerebro humano:

Se puede llevar a cabo un procedimiento adicional de amplificacion del ADNc de neublastina de longitud entera o
fragmento de ADNc mediante RACE (amplificacion rapida de extremos de ADNc) y los cebadores especificos de
neublastina NBNint.sense y NBNint.antisense descritos antes, combinados con cebadores especificos del vector o
especificos del adaptador, por ejemplo usando el kit de amplificacion de ADNc de Marathon (Clontech Laboratories,
EE.UU., N° de cat. K1802-1).

Se puede usar ADNc Marathon-Ready de cerebro humano (Clontech Laboratories, EE.UU., n° de catalogo 7400-1)
para amplificar el ADNc de neublastina de longitud entera. Los cebadores utiles para la amplificacion incluyen un
cebador de la cadena superior de neublastina 5-ATGGAACTTGGACTTGG-3’ (SEQ ID N°: 19) ("NBNext.sense"), y
un cebador de la cadena inferior de neublastina 5-TCCATCACCCACCGGC-3' (SEQ ID N° 20)
("NBNext.antisense"), combinados con el cebador adaptador AP1 incluido en el ADNc Marathon-Ready. También se
us6 un cebador alternativo de la cadena superior 5-CTAGGAGCCCATGCCC-3’ (SEQ ID N°: 28). También se puede
usar un cebador alternativo de la cadena inferior 5-GAGCGAGCCCTCAGCC-3' (SEQ ID N°: 33). Igualmente
también se pueden usar los cebadores alternativos de la cadena superior de SEQ ID N°: 24 y 26.

Procedimiento 3: Clonacién de ADNc de neublastina de cerebro humano:

Otro procedimiento de clonaciéon del ADNc de neublastina es mediante cribado de bibliotecas de cerebro fetal o
adulto humano con una o mas sondas de neublastina descritas en el presente documento (e ilustradas en la figura
1). Estas bibliotecas incluyen: cerebro humano Agt11 (Clontech Laboratories, EE.UU., n® de cat. HL3002b); o cerebro
fetal humano Agt11 (Clontech Laboratories, EE.UU., n° de cat. HL3002b).

Procedimiento 4: Cribado rapido de ADNc fetal de ratdn del gen de neublastina

Se llevo a cabo un procedimiento de cribado rapido del gen de neublastina de la siguiente forma. Una placa principal
de 96 pocillos, que contenia ADN plasmidico de 500.000 clones de ADNc, se cargd con aproximadamente 5000
clones por pocillo. Se us6 una subplaca de 96 pocillos con solucién madre de E. coli en glicerol que contenia 50
clones por pocillo. Se llevaron a cabo 3 rondas de amplificacion mediada por PCR con el fin de identificar un gen de
interés (es decir, de neublastina).

Cribado de la placa principal: Una placa principal de ADNc fetal de ratéon se cribé mediante PCR en 96 pocillos
usando cebadores especificos de gen para aislar el ADNc de neublastina de ratdn. Se sintetizaron los dos cebadores
siguientes:

(1) cebador C2 de neublastina (NBNint.sense): 5-GGCCACCGCTCCGACGAG-3’ (SEQ ID N°: 21); y (2) cebador
C2as de neublastina (NBNint.antisense): 5-GGCGGTCCACGGTTCTCCAG-3’ (SEQ ID N°: 22). Usando estos dos
cebadores especificos de gen se identificd un producto de la PCR positivo de 220 pb. El acido nucleico de 220 pb
tenia la siguiente secuencia (SEQ ID N°: 14):

5'-GGCCACCGCTCCGACGAGCTGATACGTTTCCGCTTCTGCAGCGGCTCGTGC
CGCCGAGCACGCTCCCAGCACGATCTCAGTCTGGCCAGCCTACTGEGCGCTGG
GGCCCTACGGTCGCCTCCCGGGETCCCGGCCGATCAGCCAGCCCTGLTECCGGL
CCACTCGCTATGAGGCCETCTCCTTCATGGACGTGAACAGCACCTGGAGAACC
GTGGACCGCC-3

Después se llevaron a cabo las reacciones de la PCR en 96 pocillos de la siguiente forma. Se obtuvieron 30 ng de
ADNCc de cerebro fetal de ratdon (6 ng/ul; Origene Technologies) del correspondiente pocillo de la placa principal y se
pusieron en un volumen total de 25 ul que también contenia: 0,2 mM de cada uno de los dos cebadores especificos
de gen mencionados (es decir, el cebador C2 (NBNint.sense) y el cebador C2as (NBNint.antisense) de neublastina),
1x tampon de PCR estandar (tampoén V, Advanced Biotechnologies, Reino Unido), dNTP 0,2 mM (Amersham-
Pharmacia), GC-Melt 0,1 M (Clontech Laboratories, EE.UU.), y 0,5 unidades de ADN polimerasa Taq (5 U/ul;
Advanced Biotechnologies, Reino Unido).

Se usaron las siguientes condiciones de ciclos térmicos de la PCR: una desnaturalizacion inicial a 94°C durante 3
minutos, seguido de 35 ciclos de desnaturalizacion a 94°C durante 1 minuto cada uno, reasociacion a 55°C durante 1
minuto, extensién a 72°C durante 90 segundos; y una extension final a 72°C durante 5 minutos. Se analizaron las 96
reacciones de PCR individuales en un gel de agarosa al 2% que contenia tincion con bromuro de etidio. Se encontrd
que el producto de la PCR positivo, de 220 pb, visto en un pocillo, correspondia a una unica subplaca de 96 pocillos.
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Después las 96 reacciones de la PCR individuales se analizaron por electroforesis en gel, en un gel de agarosa al
2% que contenia tincién de bromuro de etidio. El producto de la PCR positivo de 220 pb que se habia identificado
correspondia a un unico pocillo de la subplaca de 96 pocillos.

Cribado de la subplaca: La subplaca fetal de ratén de 96 pocillos se cribé por amplificacion mediada por PCR
poniendo 1 pl de solucién madre en glicerol del correspondiente pocillo de la subplaca en un volumen final total de 25
ul que contenia 0,2 mM de cada uno de los dos cebadores especificos de gen mencionados, 1x tampén de PCR
estandar (tampén V, Advanced Biotechnologies, Reino Unido), dNTP 0,2 mM (Amersham-Pharmacia), GC-Melt 0,1
M (Clontech Laboratories, EE.UU.); y 0,5 unidades de ADN polimerasa Tag (5 U/ul; Advanced Biotechnologies,
Reino Unido). Los ciclos térmicos de la PCR se llevaron a cabo de acuerdo con las condiciones descritas antes para
el cribado de la placa principal.

Después se analizaron las 96 reacciones individuales de la PCR en un gel de agarosa al 2% que contenia bromuro
de etidio y se identificd un pocillo positivo que produjo el fragmento de 220 pb.

PCR de la colonia: Se diluyé 1 ml de la solucién madre en glicerol del pocillo positivo de la subplaca 1:100 en caldo
de Luria (LB). Después se pusieron 1 ml y 10 ml de la dilucién mencionada en dos placas de LB separadas que
contenian carbenicilina 100 pug/ml, y se incubaron toda la noche a 30°C. Se aislaron un total de 96 colonias y se
transfirieron a un placa de PCR de 96 pocillos que contenia: 0,2 mM de cada uno de los dos cebadores especificos
de gen mencionados, 1x tampon de PCR estandar (tampon V, Advanced Biotechnologies, Reino Unido), dNTP 0,2
mM (Amersham-Pharmacia), GC-Melt 0,1 M (Clontech Laboratories, EE.UU.), y 0,5 unidades de ADN polimerasa
Taq (5 U/ul; Advanced Biotechnologies, Reino Unido), en un volumen final de 25 pl.

Los ciclos térmicos de la PCR se llevaron a cabo de acuerdo con las condiciones descritas antes (véase “cribado de
la placa principal”’, mas arriba). Se analizaron las 96 reacciones de la PCR individuales mediante electroforesis en
gel, en un gel de agarosa al 2% que contenia bromuro de etidio. Se identificé una colonia positiva por la presencia
del fragmento de 220 pb. A partir de esta colonia positiva se prepar6 el ADN plasmidico. El clon se secuencié por
secuenciacién automatica de ADN usando el kit de secuenciacion BigDye® terminator cycle con la ADN polimerasa
AmpliTag. Los geles de secuenciacion se hicieron correr en el ABI Prism 377 (PE Applied Biosystems, EE.UU.). La
secuencia resultante de este clon puso de manifiesto un ADNc de longitud completa de 2136 pb (SEQ ID N°: 15). El
ADNCc incluye un marco de lectura abierto con la secuencia de aminoacidos prevista mostrada en la SEQ ID N°: 16,
que codifica un polipéptido de pre-pro-neublastina de ratén.

Ejemplo 2: Clonacién de neublastina genémica

Como se ha discutido antes, los autores de la invencion identificaron un fragmento de acido nucleico de 290 pb en
dos clones BAC humanos con entradas de datos de GenBank (con los n® de acceso AC005038 y AC005051) que
tenian regiones de homologia con la persefina y con las secuencias flanqueadoras de la persefina. Los autores de la
invencién usaron la secuencia prevista de 861 pb descrita antes para disefiar cebadores adicionales, con el objetivo
de clonar un acido nucleico que codificara acidos nucleicos de neublastina adicionales usando el software Lasergene
(DNAStar, Inc.). Se usaron dos pares de cebadores para clonar el gen de neublastina usando reacciones de PCR
con el ADN gendémico. Los dos pares de cebadores se ilustran a continuacion.

Par de cebadores n° 1

5' CCA AgC CCA CCT ggg TgC CCT CTT TCT CC 3' (homosentido) (ID SEC N°: 23)
5'CAT CAC CCA CCg gCA ggg gCC TCT CAg 3' (antisentido) (ID SEC N°: 24)

Par de cebadores n° 2

5' gAgCCCAtgCCCgCCTgATCTCAgCCCgA ggACA 3'(homosentido) (ID SEC N°: 25)
5' CCCTggCTeAgeCCeCTaeCTAgTgggACTCTEC 3' (antisentido) (ID SEC N°: 26)

Usando el par de cebadores n°® 1, se amplificé un fragmento de ADN de 887 pb a partir de una preparacién de ADN
gendémico humano adquirido en Clontech Laboratories (n° de cat. 6550-1).

Protocolo de la PCR: La PCR se llevé a cabo usando el sistema de PCR de alta fidelidad ExpandT'VI (Boehringer

Mannheim) con el tampdn 1. La mezcla de reaccion de la PCR se complementd con dimetilsulfoxido (DMSO) al 5% y

17,5 pmol de cada dNTP en un volumen total de 50 pl. Los ciclos térmicos se llevaron a cabo con una etapa previa

de desnaturalizacion a 94°C durante 2 minutos, seguido de 35 ciclos de dos etapas a 94°C durante 10 segundos, y
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68°C durante 1 minuto, respectivamente. Los ciclos térmicos se terminaron por incubacion a 68°C durante 5 minutos.
Los ciclos térmicos se llevaron a cabo en un termocilador 225 DNA Engine Tetrad (MJ Research, MA). Los productos
de la PCR se analizaron por electroforesis en gel en agarosa al 2% (FMC) y después se fotografiaron.

El fragmento de 887 pb amplificado a partir del ADN genédmico humano con el par de cebadores n° 1 se cloné en el
vector pCRII (Invitrogen), y se transformé en células competentes de E. coli con XL 1-Blue (Stratagene). El plasmido
resultante, denominado neublastina-2 se secuencié usando Thermosequenase (Amersham Pharmacia Biotech). Los
productos de secuenciacion se analizaron por electroforesis en un secuenciador automatico ALFExpress (Amersham
Pharmacia Biotech).

Se secuenciaron los fragmentos obtenidos por amplificacién por PCR del ADN gendmico humano con el segundo par
de cebadores (par de cebadores n° 1, anterior), poniendo de manifiesto una regién adicional de 42 pb en el extremo
3’ del cebador del marco de lectura abierto. La secuencia de longitud entera se analiz6 comparandola con las
secuencias de acidos nucleicos de otros factores neurotréficos, asi como por cartografia de las fronteras exén-intron
usando programas de software para encontrar genes que identifican uniones de corte y empalme probables y
regiones de alto potencial de codificacion, usando el software Netgene y Gene Mark (Brunak y col., J. Mol. Biol, 220,
pp. 49-65 (1991); Borodovsky y col.,, Nucl. Acids Res., 23, pp. 3554-62 (1995)). Las fronteras exoén-intron se
confirmaron por el ADNc obtenido del cribado rapido descrito antes.

Como se ilustra en la figura 7, el gen de neublastina resultante tiene dos exones separados por un intron de 70 pb.
Juntos, los exones tienen una secuencia de aminoacidos prevista de un polipéptido de neublastina de longitud
entera. El ADNc previsto (SEQ ID N°: 3) contiene un marco de lectura abierto (ORF) que codifica 238 restos de
aminoacidos (SEQ ID N° 4). El clon de neublastina-2 contenia la secuencia codificante completa de la prol]
neublastina. La secuencia de aminoacidos codificada por el gen mostré una alta homologia con tres proteinas, la
persefina, neurturina y GDNF.

Ejemplo 3: Expresion de acidos nucleicos de neublastina

Se detectd la expresion del ARN de neublastina tanto en el tejido nervioso como no nervioso en roedores y en seres
humanos, y en diferentes etapas de desarrollo inmaduro y adulto, usando las técnicas descritas a continuacion.

Procedimiento para detectar la expresién del ARN de neublastina usando RT-PCR: Se sintetizaron los
siguientes cebadores de acuerdo con la secuencia de ADN de neublastina identificada como SEQ ID N°: 1: (1) un
cebador C2 de neublastina 5-GGCCACCGCTCCGACGAG-3' (SEQ ID N° 21), y (2) un cebador C2as de
neublastina 5-GGCGGTCCACGGTTCTCCAG-3' (SEQ ID N° 22). Este conjunto de cebadores se us6 para
amplificar por RT-PCR un fragmento de ADN a partir de ARNm de cerebro entero humano adulto y fetal. Entre los
fragmentos de ADN producidos por esta reaccion habia uno de 220 pb. La identificacién de este fragmento de ADN
de 220 pb confirmaba que el gen de neublastina se expresa en tejido cerebral adulto y fetal. También se amplificé un
fragmento de ADN de 220 pb a partir del ADN gendmico usando estos cebadores.

Procedimiento para detectar la expresion del ARN de neublastina por hibridaciéon de transferencia northern:
Las transferencias northern con ARN poliA® de tejido humano adulto se adquirieron en un proveedor comercial
(Clontech Laboratories, EE.UU.) y se trataron con la sonda de ADNc de neublastina marcado con *2p_EI ADNc de
neublastina marcado se prepard de acuerdo con los procedimientos descritos en el Ejemplo 1 anterior.

Preparacidon de sondas: Un fragmento de ADN de acido nucleico de neublastina (nucledtidos 296-819 de la SEQ ID
N°: 8) se marco con el kit de marcaje Redprime Il (Amersham; n® de cat. RPN1633) para usar como una sonda de
hibridacion, de acuerdo con la recomendacion del fabricante. Brevemente, la muestra de ADN se diluyé a una
concentracion de 2,5-25 ng en 45 ul de tampén de TE 10 mM (Tris-HCI 10 mM, pH 8,0, EDTA 1 mM). Después el
ADN se desnaturalizé calentando la muestra a 95-100°C durante 5 minutos en un bafio de agua hirviendo, enfriando
la muestra rapido poniéndola en hielo durante 5 minutos, y después centrifugandola brevemente para llevar el
contenido a la E)arte inferior del tubo de reaccion. La cantidad total de ADN desnaturalizado se afiadié junto con 5 pl
de Redviue (3 P)dCTP (Amersham Pharmacia Biotech Ltd.) en el tubo de reaccion que contenia la solucion
tamponada de dATP, dGTP, dTTP, enzima Klenow sin exonucleasa y cebador aleatorio en forma estabilizada seca.
La solucién se mezclo pipeteando hacia arriba y abajo 2 veces, moviendo la punta de la pipeta en circulos en la
solucion, y la mezcla de reaccién se incubd a 37°C durante 10 minutos. La reaccién de marcaje se pard por adicion
de 5 ul de EDTA 0,2 M. Para usar como una sonda de hibridacién el ADN marcado se desnaturalizé en dos cadenas
individuales calentando la muestra de ADN a 95-100°C durante 5 minutos, y después enfriando instantaneamente la
muestra de ADN en hielo durante 5 minutos. El tubo se centrifugd y su contenido se mezclé bien. Finalmente la
sonda de ADN monocatenaria se purificé usando el kit de Nucleotide Removal (Qiagen).

Técnicas _de hibridacién: Las transferencias northern preparadas se adquirieron en un proveedor comercial

("Multiple Tissue Northern Blots”, Clontech Laboratories, EE.UU., N° de catalogo 7760-1y 7769-1) y se hibridaron de

acuerdo con las instrucciones del fabricante usando la sonda de neublastina marcada con *P preparada antes. Para

la hibridacion, se us6 solucion ExpressHyb (Clontech Laboratories, EE.UU.), y se usé una concentracién de
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aproximadamente 3 ng/ml de la sonda marcada. La solucién de ExpressHyb se calentdé a 68°C y después se agitd
para disolver cualquier precipitado. Todas las membranas de transferencia northern (10x10 cm) se prehibridaron en
al menos 5 ml de solucion ExpressHyb a 68°C durante 30 minutos en un horno de hibridacién Hybaid de acuerdo con
las instrucciones del fabricante. La sonda de neublastina marcada con *P se desnaturalizé a 95-100°C durante 2
minutos y después se enfrié rapidamente en hielo. Se afiadieron 14 ul de la sonda marcada a 5 ml de solucion
reciente ExpressHyb, y se mezcléd bien. La solucion ExpressHyb usada en la prehibridacion se sustituyd
distribuyendo uniformemente sobre las transferencias los 5 ml de solucién reciente ExpressHyb que contenia la
sonda de ADN marcada. Las transferencias se incubaron a 68°C durante 1 hora en un horno de hibridacion Hybaid.
Después de la incubacion, las transferencias se aclararon y se lavaron varias veces con restriccion baja (2x tampon
SSC que contenia SDS al 0,05% a temperatura ambiente) seguido de un lavado de restriccion alta (0,1x SSC que
contenia SDS al 0,1% a 50°C) (20x SSC en NaCl 0,3 M/citrato de Na 0,3 M, pH 7,0). Las transferencias se
expusieron en una pelicula Hyperfiim MP (Amersham Pharmacia Biotech Ltd.) a -80°C usando pantallas
intensificadoras.

Los resultados de los experimentos de hibridacion de la transferencia northern se presentan en la fig. 1. Las fig. 1A
(izquierda) y fig. 1B (derecha) son transferencias northern de ARN poliA* que se trataron con sondas de ADNc de
neublastina marcadas con *2P, como se describe en el Ejemplo 3. Los marcadores representan polinucleétidos de
tamanos de 1,35 kilopares de bases (“kb”), 2,4 kb, 4,4 kb, 7,5 kb y 9,5 kb. La membrana de la fig. 1A se prepard con
ARNm extraido de diferentes tejidos humanos adultos: A partir de los resultados del analisis de la hibridacién de la
transferencia northern, los autores de la invencidn concluyeron que el ARNm de neublastina se expresa en muchos
tejidos humanos adultos. El nivel mas alto de expresion de neublastina se detecta en el corazén, en el musculo
esquelético y en el pancreas. La membrana de la fig. 1B se preparé con ARN extraido de diferentes regiones del
cerebro humano adulto. Dentro del cerebro adulto, el nivel mayor de expresién se ve en el nucleo caudado y en el
talamo. Un ARNm transcrito de aproximadamente 5 kb era la forma predominante de ARNm de neublastina
expresada en el cerebro.

Procedimiento para detectar la expresién de ARN de neublastina usando la hibridacién in situ en tejidos:

Se usan las siguientes técnicas para medir la expresion del ARN de neublastina en tejidos animales, p. €j. tejidos de
roedores, con una sonda antisentido de neublastina.

Expresién en ratén:

Preparacién de muestras de tejido: Se sacrificaron ratones prefiados (B&K Universal, Estocolmo, Suecia) por
dislocacion cervical en el dia de gestacion 13,5 o 18,5. Se sacaron los embriones por disecciéon en condiciones
estériles, y se sumergieron inmediatamente en una solucién de tampoén de fosfato 0,1 M (PB) que contenia
paraformaldehido al 4% (“PFA”) durante 24-30 horas, y después se sacaron del PFA y se almacenaron en PBS. El
tejido se prepar6 para la division en secciones mediante inmersion del tejido en una solucion de sacarosa al 30%, y
después insertandolo en TissueTech (O.C.T. Compound, Sakura Finetek USA, Torrance, CA). Se cortaron 6 series
de las secciones coronal o sagital (12 um de cada una) en un criostato y se motaron descongeladas en portaobjetos
de vidrio cargados positivamente. Se fijaron las cabezas/cerebros neonatales (P1, P7) siguiendo el mismo protocolo
que para las etapas embrionarias, y se disecciono el tejido cerebral adulto, se congel6 inmediatamente en hielo, y se
cortd en un criostato sin ninguna insercion previa.

Preparacién de ribosondas de neublastina: Se hizo una sonda de ARN de neublastina antisentido (en lo sucesivo
una “ribosonda de neublastina”). Se subclonaron los nucleétidos 1109-1863 de la secuencia de ADNc de neublastina
de ratén (SEQ ID N°: 15) en el vector BlueScript (Stratagene). El plasmido resultante se cortdé en un ADN lineal
usando la endonucleasa de restriccién EcoRI. El fragmento EcoRI de ADN se transcribié in vitro con ARN polimerasa
T3 y el kit de marcaje de ARN con digoxigenina (“DIG”) de acuerdo con las instrucciones del fabricante (Boehringer
Mannheim).

Hibridacién: Las secciones del criostato se fijaron durante 10 minutos en PFA al 4%, se trataron durante 5 minutos
con 10 mg/ml de proteinasa K, se deshidrataron secuencialmente en etanol al 70% y al 95% durante 5 y 2 min,
respectivamente, y después se dejaron secar al aire. Se calentdé tampodn de hibridacion (formamida desionizada al
50%, 10% de una solucion de sulfato de dextrano al 50%, solucién de Denhardt al 1%, ARNt de levadura 250 pg/ml,
NaCl 0,3 M, Tris-HCI 20 mM (pH 8), EDTA 5 mM, NaPO, 10 mM, sarcosilo al 1%) que contenia 1 ug/ml de sonda
marcada con DIG, a 80°C durante 2 minutos, y se aplicd sobre las secciones. Después las secciones se cubrieron
con Parafilm y se incubaron a 55°C durante 16-18 horas.

Al dia siguiente las secciones se lavaron con restriccion alta (2x SSC que contenia formamida al 50%) a 55°C
durante 30 minutos, y después se lavaron con tampdn de RNasa y se incubaron con RNasa A 20 pug/ml durante 30
minutos a 37°C. Con el fin de detectar la sonda marcada con DIG, las secciones se preincubaron en solucién de
bloqueo (PBS que contiene Tween-20 al 0,1% y suero de cabra inactivado por calor al 10%) durante 1 hora y
después se incubaron toda la noche a 4°C con una diluciéon 1:5000 de anticuerpo anti-DIG acoplado con fosfatasa
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alcalina (Boehringer Mannheim). Al dia siguiente, cada seccién se lavé 2 horas 4 veces en PBS que contenia Tween(
20 al 0,1%, y después se lavo 10 minutos 2 veces en tampén de NTMT (NaCl 100 mM, Tris-HCI 100 mM (pH 9,5),
MgCl, 50 mM, Tween-20 al 0,1%). Después las secciones se incubaron en sustrato purpura BM que contenia
levamisol 0,5 mg/ml durante 48 horas. La reaccion de color se par6 por lavado en PBS. Las secciones se secaron al
aire y se cubrieron con cubreobjetos con DPX (KEBO-lab, Suecia).

Los resultados de las reacciones de hibridacion in situ se presentan en la Tabla 1.

Tabla 1: Expresion de neublastina en ratones

Estructura E13,5 E18,5 P1 P7 Adulto
Cerebro anterior ++

Cerebro medio ventral -

Ganglios de la raiz dorsal ++

Médula espinal +

Retina S e +

Bulbo olfativo ++ ++ ++

Pulpa dentaria ++ ++ +

Ganglios del trigémino ++ ++ ++

Cuerpo estriado + + ++

Corteza ++ ++ ++ +
Circunvolucién dentada ++ +

Como se muestra en la Tabla 1, el dia embrionario 13,5 (“E13,5”), la neublastina se expresaba en la médula espinal
y en el metencéfalo, y débilmente en el cerebro anterior. También se detectd expresion de neublastina en la retina en
desarrollo y en los ganglios sensoriales (ganglios de la raiz dorsal y ganglios del trigémino (V)). Fuera del sistema
nervioso, se encontré una sefial débil en el rifidn, el pulmdn y el intestino, que indicaba que la neublastina también se
expresa en esos tejidos.

El dia embrionario 18,5 (“E18,5”), la neublastsina se expresaba de forma mas predominante en el ganglio del
trigémino (V). También se detecto la expresion de neublastina en la retina, el cuerpo estriado y la corteza. Ademas,
se vio expresion en el primordio dental.

Otra vez con respecto a la tabla 1, se observé aumento de la expresion de neublastina desde el tiempo E18,5 a los
dias 1 y 7 postnatales, en la corteza, el cuerpo estriado y el ganglio del trigémino (V). La expresion de neublastina
era mas predominante en las capas exteriores de la corteza que en las capas interiores de la corteza. En P7, se
encontro expresion en las mismas estructuras que el dia 1, pero se encontré6 ademas expresion de neublastina en el
hipocampo, en especial en la circunvolucion dentada y en el cerebelo. En el cerebro murino adulto, la neublastina se
expresaba fuertemente en la circunvolucion dentada, detectandose expresion de neublastina muy baja o en niveles
indetectables en otros tejidos ensayados.

Expresién en rata:

El siguiente experimento describe la hibridacion de tejidos de rata con sonda antisentido de oligodesoxinucleétidos
de neublastina marcados con fosfatasa alcalina.

Preparacién _de las muestras de tejidos: Se obtuvieron embriones (E14) de rata de ratas Wistar prefiadas
(Mgllegard, Dinamarca) después de anestesia pentorbital. Las ratas postnatales (PO, P7, adulta) se sacrificaron por
decapitacion. Los cerebros diseccionados y las cabezas enteras se sumergieron inmediatamente en NaCl al 0,9%
frio, se congelaron enseguida y se dividieron en secciones de 20 um en un criostato (secciones coronal y sagital, 10
series)

Hibridacién in situ: Se hibridaron 2 series de secciones usando una sonda de oligodesoxinucleétidos antisentido
conjugada con fosfatasa alcalina (AP) (5-NCA GGT GGT CCG TGG GGG GCG CCA AGA CCG G-3' (SEQ ID N¢:
27), Oligo n°® 264675, DNA Technology, Dinamarca). Esta sonda es complementaria de las bases 1140 a 1169 del
ADNCc de neublastina de ratén de la SEQ ID N°: 15).

Antes de la hibridacion, las secciones se secaron al aire a temperatura ambiente, se calentaron a 55°C durante 10
min, y después se trataron con etanol al 96% a 4°C toda la noche. Las secciones después se secaron al aire y se
incubaron en medio de hibridacién (5,0 pmol de sonda/ml) toda la noche a 39°C (Finsen y col., 1992. Neurosci. 47:
105-113: West y col., 1996. J. Comp. Neurol., 370: 11-22).

El tratamiento después de hibridacion consistia en cuatro aclarados de 30 minutos en 1x SSC (NaCl 0,15 M, citrato
de Na 0,015 M) a 55°C, seguido de tres aclarados de 10 minutos en Tris-HCI, pH 9,5 a temperatura ambiente antes
de aplicar el revelador de AP. El revelador de AP se prepar6 inmediatamente antes de usarlo y contenia azul de
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nitrotetrazolio (NBT, Sigma), fosfato de 5-bromo-4-cloro-3-indolilo (BCIP, Sigma), y tampén de Tris-HCI-MgCl,, pH
9,5 (Finsen y col, Neurosci. 1992 47 105-113). El revelado con AP se produjo en la oscuridad a temperatura durante
48 horas. La reaccion de color se paré mediante aclarado de las secciones en agua destilada. Las secciones se
deshidrataron en acetona graduada, se ablandaron en creosota de xilen-fenol Alichem, Reino Unido), se limpiaron en
xileno y se cubrieron con un cubreobjetos Eukitt (Bie & Berntsen, Dinamarca).

Las reacciones de control consistian en (1) tratar previamente las secciones con RNasa A (50 pg/ml, Pharmacia,
Suecia) antes de la hibridacion; (2) hibridar las secciones con un exceso de cien veces de sonda sin marcar; y (3)
hibridar las secciones s6lo con tampodn de hibridacién. Los resultados de las reacciones de hibridacion se presentan
en la Tabla 2.

Tabla 2: Expresion de neublastina en ratas

Estructura E14 PO/P1 pP7 Adulto
Cerebro anterior ++

Cerebro medio ventral -

Ganglios de la raiz dorsal ++

Médula espinal +

Retina +

Bulbo olfativo +) ++ ++
Cerebelo + ++ +
Ganglios del trigémino ++ ++

Cuerpo estriado + +(+)
Corteza ) ++ ++ +
Hipocampo (+) ++ ++

El dia embrionario 14 (E14), la neublastina se expresaba débilmente en embriones de rata en el cerebro anterior, en
el metencéfalo y en la médula espinal. También se detecté ARNm de neublastina en el ojo (retina), ganglios de la
raiz dorsal, ganglios del trigémino (V) y en los rifiones, pulmones, corazén, higado e intestinos. En ratas recién
nacidas (P0O) habia expresion notable de neublastina en la corteza y el cuerpo estriado. También se detectd
expresion de neublastina en el bulbo olfativo y en el hipocampo. En las ratas de 7 dias de edad (P7), la neublastina
se expresaba en la corteza, el cuerpo estriado, el bulbo olfativo y en el cerebelo. Se observé una sefal notable en el
hipocampo. En las ratas adultas, se detectaron niveles muy bajos o indetectables de expresion de neublastina en la
mayoria de las areas del cerebro. Se detectaron sefales débiles en el nicleo talamico, y se detectd expresion
notable de neublastina en el hipocampo.

Ejemplo 4: Polipéptidos de neublastina

El marco de lectura abierto o region codificante (CDS), identificada en la SEQ ID N°: 8 codifica el pre-pro-polipéptido
(denominado “pre-pro-neublastina”). La secuencia de aminoacidos prevista de este marco de lectura abierto se
muestra en la SEQ ID N° 9. De acuerdo con la SEQ ID N° 9 se identificaron 3 variantes de polipéptidos de
neublastina. Estas variantes incluyen: (i) el polipéptido designado en el presente documento NBN140, que tiene la
secuencia de aminoacidos designada como SEQ ID N°: 10; (ii) el polipéptido designado en el presente documento
NBN116 que tiene la secuencia de aminoacidos designada como SEQ ID N°: 11; vy (iii) el polipéptido denominado en
el presente documento NBN113, que tiene la secuencia de aminoacidos designada como SEQ ID N°: 12.

De forma similar, de acuerdo con la regién codificante (CDS) identificada en la SEQ ID N°: 3. que codifica el pre-prol]
polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos (designada como SEQ ID N°: 4), se identificaron tres variantes de
neublastina. Estas variantes incluyen: (i) el polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos designada como SEQ
ID N°: 5; (ii) el polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos designada como SEQ ID N°: 6; y (iii) el polipéptido
que tiene la secuencia de aminoacidos designada como SEQ ID N°: 7.

Basandose en un alineamiento de secuencias multiples basado en Clustal W (1.75), la neublastina de la SEQ ID N°:

9 (linea 2) se alined con las secuencias de aminoacidos de la neurturina (SEQ ID N°: 49; linea 1), la persefina (SEQ
ID N°: 50; linea 3) y GDNF (SEQ ID N°: 51, linea 4). Este alineamiento se muestra en la Tabla 3.
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Tabla 3: Comparacién de secuencias de aminoacidos de neublastina con persefina, neurturinay GDNF
Neurturina entera

_______ fmmm e e e e = - ~MORWKAAALASVLCESVLS IWMCREGLLLEHRLGPA
Neublastina MELGLGGLSTLSHCPWPRRQPALWPTLARLALLSSVAEASLGSAPRSPAFPREGPRP

- T M m e e e e e e e A Ee e W R e

Persefina entera

GDNF humano entero
Neurturina entera

LVPLHRLPRTLDARIARLAQYRALLQGAPDAMELRELTPWAGRPPGPRRRAGPRRR
Neublastina VLASPAGHLPGGRTARWCSGRARRPPPQDPSRPAPPPPAPPSALPRGGRAARAGGPG
Persefina entera -MAVGKFLLGSLLLLSLOLGOGWEPDARGVPVADGEFSSEQVAKAGGTWLGTHRPL

NMPEDYPDQFDDVMDFIQATIKRLKRSPDKOMAVLPRRERNRQARRRNPENSRGKG
GDNF humano entero

Neurturina entera RARARLGARPCGLRELEVRVSELGLGYASDETVLFRYCAGACEA-AARVYDLGLRR
SRARAAGARGCRLRSQLVPVRALGLGHRSDELVRFRPCSGSCRR-ARSPHDLSLAS
ARLRRALSGPCQLWSLTLSVAELGLGYASEEKVIFRYCAGSCPRGARTQHGLALAR

Neublastina

Persefina entera

RRGQRGENRGCVLTAIHLNVTDLGLGYETKEELIFRYCSGSCDA~AETTYDKILKN
GDNF humano entero * * 2 h demwwws ok kkakohgk * s, *
Neurturina entera LRORRRLRRE- - - RVRAQPCCRPTAYEDEVSFLDAESRYHTVHELSARECACY -
Neublastina LLGAGALRPPPGSRPVSQPCCRPTRYE- AVSFMDVNSTWRTVDRLSATACGCLG

_ LQGQGRAHGG=====~~~ PCCRPTRYT-DVAFLDDRHRWORLPQLSAAACGCGG

Persefina entera -

LSRNRRLVSD- - - - KVGQACCRP IAFDDDLSFLDDNLVYHILRKHSAKRCGCI -
GDNF humano entero * wkkx L I L

* indica posiciones que tienen un solo resto completamente conservado.

: indica que uno de los siguientes grupos “fuertes” se conserva completamente:

-STA, NEQK, NHQK, NDEQ, QHRK, MILV, MILF, HY, FYW.

. indica que uno de los siguientes grupos “débiles” se conserva completamente:

-CSA, ATV, SAG, STNK, STPA, SGND, SNDEQK, NDEQHK, NEQHRK, HFY.

A partir del alineamiento de las secuencias de aminoacidos en la Tabla 3, se puede ver que la neublastina tiene 7
restos de cisteina conservados en posiciones que son conservadas dentro de la superfamilia de TGF-B. En una
realizacion, el polipéptido de neublastina preferido contiene 7 cisteinas conservadas como en la SEQ ID N°: 2 en las
posiciones 8, 35, 39, 72, 73,101 y 103, o como en las SEQ ID N°: 4 y 9 en las posiciones 43, 70, 74, 107, 108, 136 y
138. Se sabe que estos 7 restos de cisteina conservados dentro de la superfamilia de TGF-B forman tres enlaces
disulfuro intramondmeros (contemplados, p. €j., en la SEQ ID N°: 2 entre los restos de cisteina 8-73, 35-101, y 390
103, y p. €j,, en las SEQ ID N° 4 y 9 entre los restos de cisteina 43-108, 70-136, y 74-138) y un enlace disulfuro
entre mondmeros (contemplado, p. €j., en la SEQ ID N°: 2 entre los restos de cisteina 72-72, y p. €j., en las SEQ ID
N°: 4 y 9 entre los restos de cisteina 107-107), los cuales junto con la regién de cadena beta extendida constituyen el
patrén estructural conservado para la superfamilia TGF-B. Véase, p. €j., Daopin y col., Proteins 1993, 17, 176-192.

De acuerdo con el alineamiento de secuencias, la neublastina demostré ser un miembro de la subfamilia de GDNF
de los factores neurotréficos (LGLG - FR(Y/F)CSGSC - QxCCRP - SAxxCGC, la huella dactilar de la subfamilia
GDNF, subrayada en la tabla 3).

Los polipéptidos de neublastina truncados descritos en el presente documento preferiblemente incluyen una
secuencia de polipéptido que abarca los 7 restos de cisteina conservados en la secuencia de neublastina. Por
ejemplo, los polipéptidos de neublastina truncados preferiblemente incluyen los aminoacidos 15-113 (una forma de
NBN de 99 AA) de un polipéptido NBN113, o los aminoacidos 12-113 del polipéptido NBN113 (una forma de NBN de
102 AA). Estas secuencias de aminoacidos se pueden encontrar, p. €j., en los aminoacidos 42-140 de la secuencia
del polipéptido de NBN humano mostrada en la SEQ ID N°: 9 (polipéptido de NBN de 99 AA; SEQ ID N°: 48); y los
aminoacidos 39-140 de la SEQ ID N°: 9 (polipéptido de NBN de 102 AA; SEQ ID N°: 45), respectivamente. Las
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secuencias también se encuentran, p. ej., en los aminoacidos 126-224 de la SEQ ID N°: 34 (polipéptido de NBN de
rata de 99 AA) y en los aminoacidos 123-224 de la SEQ ID N°: 34 (polipéptido de NBN de rata de 102 AA). De la
misma forma, también estan incluidas las secuencias de neublastina truncada de NBN99, NBN100, NBN101,
NBN102, NBN103, NBN104, NBN105, NBN106, NBN107, NBN108, NBN109, NBN110, NBN111 y NBN112,
definidas antes.

Se calcul6 la homologia de la neublastina con otros miembros de la familia de GDNF, y los resultados se presentan
en la siguiente tabla 4.

Tabla 4: Homologia de polipéptidos de neublastina con otros miembros de la familia de GDNF

NBN140 Proteina madura NBN113 Proteina madura
Homologia Homologia de | Homologia Homologia
péptidos de de pép-
longitud entera tidos
longitud
entera
Factor Identidad Superl] HomoloJ | Identidad Identidad Super(] Homologia | Identidad
neurol posicién gia fuerte posicién fuerte
tréfico (aa) (aa)
GDNF 34% 137 48% 31,9% 36% 111 52% 29,5%
(47/137) (67/137) (41/111) (59/111)
NTN 48% 127 56% 36,9% 49% 114 57% 44 7%
(61/127) (72/127) (56/114) (66/114)
PSP 44% 125 56% 36,9% 45% 111 57% 44.3%
(55/125) (71/125) (51/111) (65/111)
IHA 31% 81 - 25,2% 31% 81 - 22,5%
(25/81) (25/81)
TGF-B2 | 23% 73 - 18,5% 23% 73 - 20,2%
(17/73) (17/73)

GDNF = Factor neurotréfico derivado de linea de células gliales
NTN = Neurturina

PSP = Persefina

IHA = Inhibina-a

TGF-B2 = Factor de crecimiento transformante p2.

La homologia fuerte indica que uno de los siguientes grupos “fuertes” se conserva: STA, NEQK, NHQK, NDEQ,
QHRK, MILV, MILF, HY, FYW.

Ejemplo 5: Produccién de neublastina

La neublastina se ha producido tanto en células eucariotas como procariotas, como se describe a continuacion.

Vectores de expresion. Se inserté el ADNc que codifica la neublastina en el vector de expresién eucariota pUbi1Z.
Este vector se generd por clonacion del promotor humano UbC en una versién modificada de pcDNA3.1/Zeo. El
pcDNA3.1/Zeo sin modificar esta disponible en el comercio (Invitrogen). EI pcDNA3.1/Zeo modificado es mas
pequefo que el vector de origen, porque se han eliminado el gen de la ampicilina (de la posicion 3933 a 5015) y una
secuencia de la posicion 2838 a la 3134. En esta versién modificada de pcDNA3.1/Zeo, el promotor de CMV se
sustituyd por el promotor UbC de pTEJ-8 (Johansen y col., FEBS Lett. 1990 267 289-294), dando como resultado
pUbi1Z.

Expresion en células de mamifero El vector pUbi1Z que contenia las secuencias codificantes de neublastina
después se transfectd en la linea celular de mamifero HiINB5, que es una linea celular neural de rata inmortalizada
(Renfranz y col., Cell, 66, pp. 713-729 (1991)). Se han establecido varias lineas celulares HiB5 que expresan
neublastina de forma estable (determinadas por RT-PCR). En una de estas lineas celulares estables, se confirmé la
expresion de HiB5pUbi1zNBN22 por hibridacién del ARN total en una transferencia northern con una sonda de
neublastina marcada con *P. Los resultados de estos estudios se muestran en la fig. 2. Después se uso
HiB5pUbi1zZNBN22 como una fuente de neublastina para algunos estudios de la actividad neurotréfica de la
neublastina.
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La fig. 2 muestra la expresion del ADNc de neublastina en el clon HiB5pUbi1zNBN22 (es decir, transferencia
northern con sonda de ADNc de neublastina marcado con *P de la presente invencion como se ha descrito antes).
La transferencia se preparé de ARN total extraido de células transfectadas HiB5, células HiB5pUbi1zZNBN22 y
células HiB5pUbi1zGDNF 14, respectivamente, como se indica. Las posiciones de las bandas de ARNr 28S y 18S
correspondientes a 4,1 kb y 1,9 kb, respectivamente, se indican en la transferencia.

Como se muestra en la fig. 3, los anticuerpos producidos contra los polipéptidos derivados de neublastina también
reconocian una proteina de aproximadamente 13 kilodaltons (“kD”) en medio condicionado del clon
HiB5pUbi1zGDNF 14 pero no de las células HiB5 no transfectadas (véase el ejemplo 6).

Se determind que los pesos moleculares previstos de los polipéptidos de neublastina no modificados (es decir, que
carecian de modificaciones postraduccionales) NBN140 (SEQ ID N°: 10), NBN116 (SEQ ID N°: 11) y NBN113 (SEQ
ID N°: 12) eran 14,7 kilodaltons ("kD"), 12,4 kD y 12,1 kD, respectivamente.

Procedimientos: Se preparé una transferencia northern con ARN total (10 pg) a partir de células HiB5 no
transfectadas y el clon HiB5pUbi1zNBN22 por electroforesis en un gel de agarosa-formaldehido al 0,8% y se
transfirié por adsorciéon a una membrana de nailon (Duralone, Stratagene). La transferencia se hibridé y se lavé como
se describe en el ejemplo 3 con una sonda marcada con P de 1,3 kb preparada por marcaje aleatorio que cubre la
SEQ ID N°: 8 y nucledtidos adicionales de 5’UTR y 3'UTR del ADNc de neublastina. La transferencia se expuso a
una pelicula Hyperfilm MP (Amersham) a -80°C usando pantallas intensificadoras.

El medio condicionado de HiB5pUbi1zNBN22 o células Hib5 no transfectadas incubado toda la noche en medio sin
suero complementado con complemento de N2 (Life Technologies; n° de cat. 17502-048) se concentrd y se separd
en geles de poliacrilamida al 15% (Amersham Pharmacia Biotech; n° de cat. 80-1262-01). Las proteinas se
transfirieron a membranas de PVDF (Amersham Pharmacia Biotech; n® de cat. RPN-303F) y se bloquearon los sitios
de unién de proteinas no especificos con leche en polvo sin grasa al 5% en PBS con Tween-20 al 0,1%. Las
membranas se incubaron toda la noche con un anticuerpo de neublastina policlonal (1:1000), seguido de incubacion
con un anticuerpo IgG anti-conejo secundario (Amersham Pharmacia Biotech; n° de cat. NA 934) conjugado con
peroxidasa de rabano picante (1: 2000). La inmunotincion se visualizé usando quimioluminiscencia potenciada (ECL)
(Amersham Pharmacia Biotech; n® de cat. RPN2109) o ECL+ (Amersham Pharmacia Biotech; n® de cat. RPN2132)
de acuerdo con las instrucciones del fabricante (Amersham).

Los resultados de estos experimentos se muestran en la figura 3. La figura 3A y 3B son ilustraciones de la expresion
de la proteina de neublastina en células HiB5 transfectadas. EI medio de toda la noche de células HiB5 no
transfectadas (calle 1) o de un clon de HiB5 estable transfectado con ADNc de neublastina (calle 2) se concentré
como se describe mas adelante. Después el medio se analizé por transferencia Western usando dos anticuerpos
policlonales diferentes, Ab-1y Ab-2 descritos en el Ejemplo 10, especificos para la neublastina. En el medio derivado
de células transfectadas, se encontr6 que ambos anticuerpos reconocian una proteina con un peso molecular de
aproximadamente 15 kDa. Esta proteina no se veia en células HiB5 no transfectadas.

El ADNc clonado que codifica la neublastina también se puede insertar en otro vector de expresion eucariota, p. €j.,
el vector de expresion eucariota TEJ-8 (Johansen y col, FEBS Lett., 1990.267: 289-294) o pcDNA-3 (Invitrogen), y el
plasmido de expresion resultante se puede transfectar en una linea celular de mamifero alternativa, p. ej., células de
ovario de hamster chino ("CHQ"), las lineas celulares HEK293, COS, PC12 o RN33b, o una célula de tallo neural
humano. Las lineas de células estables que expresaban neublastina se usaron, p. €j., para producir la proteina de
neublastina.

Expresién en células CHO

Construccidn del pldsmido pJC070.14 Con el fin de expresar el ADNc de neublastina en las células de ovario de
hamster chino, se inserté un fragmento de ADNc que codificaba la forma pre-pro de la neublastina humana, en el
vector de expresion de mamifero pEAG347 para generar el plasmido pJC070.14.pEAG347 que contiene el tandem
de promotores temprano de SV40 y tardio principal de adenovirus (derivados del plasmido pAD2beta; Norton and
Coffin, Mol. Cell. Biol. 5: 281 (1985)), un sitio unico de clonacion Notl, seguido de las sefales de terminacion de la
transcripcion tardia de SV40 y polyA (derivadas del plasmido pCMVbeta; MacGregor and Caskey, Nucl. Acids. Res.
17: 2365 (1989)). Ademas, pEAG347 contiene una cadena principal plasmidica derivada de pUC19 y una dhfr
derivada de pSV2dhfr para la seleccion de MTX y amplificacién en células CHO transfectadas.

El plasmido pJC070.14 se genero en dos etapas. Primero se aisld un fragmento que codificaba la forma pre-pro de la
neublastina humana del plasmido pUbi1Z-NBN usando la reaccion en cadena de la polimerasa con los
oligonucledtidos KD2-824 5 AAGGAAAAAA GCGGCCGCCA TGGAACTTGG ACTTGGAGG3' (SEQ ID N°: 31), KD2(
825 STTTTTTCCTT GGCGGCCGCT CAGCCCAGGC AGCCGCAGG3 (SEQ ID N°: 32) y PFU polimerasa. El
fragmento se clond en el sitio Srf-1 de pPCR-Script Amp SK(+) para generar el plasmido pJC069. En la segunda
etapa, se llevé a cabo una digestion parcial con Not-1 en el plasmido pJC069 para generar un fragmento de 685 pb
(que contiene el gen de neublastina) que se clond en el sitio Not-1 del plasmido pEAG347 para generar el plasmido
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pJC070.14. La transcripcion del gen de neublastina en el plasmido pJC070.14 es controlada por el promotor tardio
principal de adenovirus.

Generacion de lineas celulares CHO gue expresan neublastina. Se linearizaron 200 pg de pJC070.14 por
digestion con la endonucleasa de restriccion Mlu-1. Se extrajo el ADN con fenol:cloroformo:alcohol isoamilico
(25:24:1) y se hizo precipitar con etanol. EI ADN linearizado se volvié a suspender en Hepes 20 mM pH 7,05, NaCl
137 mM, KCI 5§ mM, Na,HPO, 0,7 mM, dextrosa 6 mM (HEBS) y se introdujo en células ~4E7 CHO dukx Bl(dhfr-)
(p23) por electroporacion (280 V y 960 pF). Después de la electroporacion, las células se devolvieron al cultivo en
medio de Eagle modificado a+ (MEM) complementado con suero bovino fetal al 10% (FBS) durante dos dias.
Después las células se tripsinizaron y se volvieron a poner en placas de 100 mm (100.000 células/placa) en o-MEM
(que carecia de ribo- y desoxirribonucledsidos), complementado con FBS dializado al 10%, durante 5 dias.
Posteriormente las células se dividieron a una densidad de 100.000 células/placa de 100 mm, y se seleccionaron en
metotrexato 200 nM. Se recogieron las colonias resistentes y se cambiaron a una escala de placas de 6 pocillos; el
medio condicionado de cada clon se cribé usando un ensayo especifico para la neublastina descrito a continuacion.
Los 12 clones que expresaban el nivel mas alto de neublastina se pasaron a una escala de matraces T162 y
posteriormente se volvieron a ensayar. Como se muestra en la figura 10, las lineas celulares CHO producian
neublastina en el intervalo de 25 a 50 ng/ml.

Ensayo de complejo _ternario para la neublastina. La presencia de neublastina se evalué en medio de liquidos
sobrenadantes de linea celular CHO usando una forma modificada de un ensayo de complejo ternario descrito por
Sanicola y col. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94: 6238 (1997).

En este ensayo, se puede evaluar la capacidad de las moléculas de tipo GDNF para mediar la unién entre el dominio
extracelular de RET vy diferentes correceptores, GFRa1, GFRa2 y GFRa3. Se generaron formas solubles de RET y
los correceptores como proteinas de fusion. Se ha descrito una proteina de fusién entre el dominio extracelular de
RET de rata y la fosfatasa alcalina de placenta (RET-AP) y una proteina de fusion entre el dominio extracelular de
GFRa1 de rata (descrito en la solicitud publicada W0O9744356; 27 de noviembre, 1997, incorporada en el presente
documento por referencia) y el dominio Fc de la IgG1 humana (rGFRa1-Ig) (Sanicola y col. Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 94: 6238 (1997)).

Para generar una proteina de fusién entre el dominio extracelular de GFRa3 murino y el dominio Fc de IgG1 humana
(mGFRa3-1g), se ligd un fragmento de ADN que codifica los aminoacidos 1-359 de RETL3 murino a un fragmento
que contiene el dominio Fc de la IgG1 humana y se clond en el vector de expresién pEAG347 para generar el
plasmido pGJ144. El plasmido pGJ144 se transfect6 en células de ovario de hamster chino (CHO) para generar una
linea celular estable que producia la proteina de fusion, la cual se purifico en columna de inmunoafinidad de proteina
A-Sefarosa usando procedimientos estandar. En resumen, si la molécula de tipo GDF puede mediar la unién del
correceptor a RET en este ensayo, entonces la proteina de fusion RET-AP sera retenida en la placa y se podra
medir la cantidad que es retenida usando un sustrato quimioluminiscente para la fosfatasa alcalina.

Se recubrieron placas para ELISA Dynex Microlite-1 (Dynex Technologies) con anticuerpo de cabra 1 pg/ml
especifico para Fc humano en bicarbonato/carbonato 50 mM, pH 9,6 durante 16 h. Las placas se vaciaron y se
llenaron con 300 pl de I-block al 1% (Tropix) en TBS/Tween-20 al 0,5% (TBST), durante 1 h. Después de lavar 3
veces con TBST, los pocillos se llenaron con 100 pl de rGFRa1-lg o mGFRa3-lg 1 pg/ml diluido en medio
condicionado de células 293-EBNA que expresan el gen de fusion RET-AP. Después se afiadieron 100 ul de medio
condicionado de clones de neublastina de CHO al pocillo superior de una columna de pocillos, y se llevaron a cabo
diluciones seriadas de 2 veces hacia abajo de cada fila de pocillos, y se incubaron durante 1,5 h a temperatura
ambiente. Después las placas se lavaron tres veces con TBST, y dos veces con Tris 200 mM pH 9,8, MgCl, 10 mM
(tampon de CSPD). Después la solucion de lavado se sustituyd por CSPD 425 uM (Tropix) en tampon de CSPD que
contenia potenciador de quimioluminiscencia Sapphire 1 mg/ml (Tropix), y se incubaron durante 30 min a
temperatura ambiente. El rendimiento quimioluminiscente se midié usando un luminémetro Dynatech.

Los experimentos iniciales investigaron si la neublastina producida por las lineas celulares CHO podia mediar la
union de GFRa1 o GFRa3 al dominio extracelular de RET. Como se muestra en la figura 11, el medio condicionado
del clon de células CHO n° 53 produjo una sefal fuerte en el ensayo de complejo ternario cuando se incluyé la
proteina de fusion mGFRa3-lg, pero no habia sefial cuando se incluyé la proteina de fusion rGFRa1-lg, lo que
indicaba que la neublastina se une a GFRa3 pero no a GFRa1. Este comportamiento distingue claramente la
neublastina de GDNF; como se muestra en la figura 11, el GDNF se une a GFRa1 pero no a GFRa3. No se observo
sefal con la proteina de fusién del correceptor, cuando se ensayo el medio condicionado de la linea celular CHO de
origen o medio directo.

Con el fin de cuantificar los niveles de expresién de neublastina en las lineas celulares CHO, se preparé una curva
patrén usando rGFRa1-lg y GDNF empezando con una concentracion de 1 ng/ml. Después se calcularon las
concentraciones de neublastina de diferentes lineas celulares CHO usando esta curva patrdn; los niveles producidos
por 5 lineas celulares CHO se muestran en la figura 10. Debido a que este calculo depende la hipotesis no ensayada
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de que la afinidad de union entre el GDNF y GFRa1 es similar a la afinidad de unién entre la neublastina y GFRa.3,
estos niveles son sélo aproximados.

Andlisis_de neublastina de liguidos sobrenadantes de lineas celulares CHO. Con el fin de analizar mas la
neublastina producida por las lineas celulares CHO, se extrajo la proteina del medio usando la proteina de fusion
GFRo3-lg y se analizd por transferencias western con anticuerpos policlonales producidos contra péptidos de
neublastina.

En el primer experimento, se extrajo la neublastina con mGFRa.3-lg unido a perlas de Sefarosa. Se unié mGFRa3-Ig
a perlas de Sefarosa usando las condiciones sugeridas por el fabricante, Pharmacia Inc. Se afiadieron 100 pl de
MGFRo3-Ig-Sefarosa a muestras de 1,0 ml de medio condicionado de una linea celular CHO de control negativo o
de la linea celular CHO que produce neublastina n® 16. Las suspensiones se incubaron durante 2 horas en una
plataforma oscilante. Se centrifugd cada suspension y se quitd el liquido sobrenadante seguido de tres lavados con
1,0 ml de HEPES 10 mM, NaCl 100 mM, pH 7,5. Se volvid a suspender cada resina en 100 pl de 2X tampon de
muestra de reduccion y se calentd a 100°C durante 5 minutos. Se aplicaron 20 pl de liquido sobrenadante de tampon
de muestra y 10 pl de un patrén de peso molecular (FMC) a cada pocillo de un gel de SDS-PAGE prefundido al 101}
20% (Owl Scientific). Se hizo la electroforesis del gel a una corriente constante de 40 mA durante 72 minutos.

Para el analisis de transferencia western, la proteina se electrotransfirid a nitrocelulosa (Schleicher and Schuell) en
un aparato Hofer Scientific en un sistema de tampon de CAPS 10 mM, metanol al 10%, SDS al 0,05%, pH 11,2 (45
minutos a corriente constante de 400 mA). Después de la transferencia, se quité el filtro de nitrocelulosa de la caja 'y
los marcadores de peso molecular se visualizaron por tincion con una solucién de Ponseau S al 0,1% en acido
acético al 1% durante 60 segundos. La membrana se corté en dos secciones y el exceso de tinte se elimin6é por
agitacion suave en agua destilada. Las membranas se bloquearon con leche en polvo sin grasa al 2% en TBS toda la
noche a 4°C. Las membranas se incubaron individualmente con dos anticuerpos anti-péptido de neublastina
purificados por afinidad (R30 y R31) con una concentracion de 1,0 ug/ml en leche en polvo sin grasa al 2% en TBS).
Las membranas se lavaron con 3 lavados de 10 minutos en TBS-Tween y se incubaron en una diluciéon 1:5000 de
conjugado de IgG-HRP anti-conejo de cabra (Biorad) durante 30 minutos. Las membranas se lavaron con 3 lavados
de 10 minutos de TBS-Tween y se revelaron con sustrato ECL (Amersham). Como se muestra en la figura 12, se
detectaron bandas especificas en las proteinas extraidas de la linea celular CHO que producia neublastina con
ambos anticuerpos (calles 2 y 4), cuando se compararon con las bandas observadas en las proteinas extraidas de la
linea celular de control negativo (calles 1y 3).

El peso molecular de las especies inferiores es aproximadamente 13 kD y probablemente representan el dominio
maduro de neublastina, generado después de escision del dominio pro-. Esta escisidon se podia producir después de
los restos de Arg de la cuarta posicién en uno cualquiera de los tres restos de escisién (p. ej., -RXXRI-) presentes
en la proteina de pre-pro-neublastina, para generar cualquiera de las formas de 140 AA, 116 AA o 113 AA,
expuestas en las SEQ ID N°: 10, 11 6 12, respectivamente. Se determind que los pesos moleculares previstos de los
polipéptidos de neublastina no modificados (es decir, que carecen de modificaciones postraduccionales) NBN140
(SEQ ID N°: 10), NBN116 (SEQ ID N° 11), y NBN113 (SEQ ID N° 12) eran 14,7 kD, 12,4 kD, y 12,1 kD,
respectivamente. Sera necesario otro analisis para confirmar la estructura de esta especie asi como de las otras
bandas especificas de neublastina.

En el segundo experimento, la neublastina se extrajo con hGFRa3-Ig capturado en una placa ELISA. Para generar
una proteina de fusion entre el dominio extracelular del GFRa3 humano (descrito en la solicitud publicada
WQO97/44356; 27 de noviembre, 1997, incorporada en el presente documento por referencia) y el dominio Fc de la
IgG1 humana (hGFRa3-1g), se ligd un fragmento de ADN que codifica los aminoacidos 1-364 de GFRa3 humano
con un fragmento que contiene el dominio Fc de la IgG1 humana y se clon6 en el vector de expresion CH269
descrito por Sanicola y col. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94: 6238 (1997)). La proteina de fusidn codificada por este
plasmido se expresé de forma transitoria en células con antigeno nuclear codificado por el virus 293-Epstein-Barr
(EBNA) y se purifico en una columna de inmunoafinidad de Proteina A-Sefarosa usando procedimientos estandar.

Se recubrieron 6 pocillos de una placa de 96 pocillos toda la noche a 4°C con IgG anti-humana de cabra (fragmento
especifico Fcy; Jackson Immunulogics) con una concentracion de 25 ug/ml en PBS (300 ul/pocillo). Los pocillos se
bloquearon durante 1 h a temperatura ambiente con 400 pl de BSA al 1% en PBS. Después de 3 lavados con PBST
(PBS + Tween 20 al 0,05%), se afiadieron a cada pocillo 300 pyl de hGFRa3-lg (10 ug/ml en PBS que contenia BSA
al 0,1%). La placa se incubé durante 1 h a temperatura ambiente y se agité6 suavemente (200 golpes/minuto) para
maximizar la unién. Después los pocillos se vaciaron y se lavaron otra vez 3 veces con PBST. Se afiadieron a cada
uno de 3 pocillos 250 ul de medio condicionado de una linea celular CHO de control negativo o de la linea celular
CHO que producia neublastina n° 25. La placa se incubd durante 3 h a temperatura ambiente y se agité suavemente
(300 golpes/minuto). Después los pocillos se lavaron 2 veces con PBST. Se afiadieron 25 ul de tampoén de carga de
Laemli no reductor al primer pocillo y la placa se agité rapidamente durante 5 min para eluir las proteinas unidas
(1300 golpes/min). El contenido se transfirié al siguiente pocillo y el procedimiento se repitié para eluir las proteinas
unidas en el segundo y tercer pocillo. Después de afiadir B-mercaptoetanol (5% final), las muestras se hirvieron
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durante 5 minutos y se analizaron por SDS-PAGE en un gel de poliacrilamida al 10-20%.

Para el analisis de transferencia western, las proteinas se transfirieron a nitrocelulosa. La membrana se bloqueé y se
tratd con una sonda en leche en polvo sin grasa al 5%, PBST y se lavd en PBST. La neublastina se detecté por
electroquimioluminiscencia después de reaccion con anticuerpos policlonales (R30 y R31) producidos contra dos
péptidos de neublastina (1 ng/ml) seguido de reaccion con anticuerpos de anti-conejo de cabra conjugados con HRP
(BioRad). Como se muestra en la figura 13, se detectaron 5 bandas especificas de neublastina en las proteinas
extraidas de la linea celular CHO que producia neublastina (calle 2). Las dos bandas inferiores eran muy similares a
las bandas observadas en la figura 12; otra vez, la banda inferior probablemente representa el dominio maduro de la
neublastina generada después de escision del dominio pro.

El andlisis posterior (no se muestran los datos) de las bandas en la figura 13 muestra que la desglicosilacién con
PGNasa F de la banda de aproximadamente 18 kD, reduce esta banda a un tamafio equivalente a la banda mas
inferior en el gel de la figura 13. Esto sugiere que la neublastina se puede producir como una proteina glicosilada en
células de mamiferos.

Expresion de neublastina en E. coli

Con el fin de expresar el gen de neublastina en E. coli, se construyeron genes sintéticos con contenido inferior de GC
y codones de E. coli preferidos. El gen sintético se clona en dos vectores, pET19b y pMJB164, un derivado de
pET19b. La construccion con pET19b se muestra en la figura 14. En esta construccion, la secuencia que codifica
NBN113 se fusiona directamente con una metionina de iniciacion. Se muestran construcciones de genes sintéticos
adicionales para la NBN en las SEQ ID N°: 52-54. La construccion con pMJB164 se muestra en la figura 15. En esta
construccion, la NBN113 se fusiona con un marcador de histidina (es decir, 10 histidinas) separado por un sitio de
escision de enteroquinasa. Se muestran construcciones de genes sintéticos adicionales para la NBN fusionados con
un marcador de histidina en las SEQ ID N°: 55-57. La metionina de iniciacion precede al marcador de histidina.

Secuencia de nucleotidos que codifica la neublastina en la figura 14

ATGGCTGGAGGACCGGGATCTCGTGCTCGTGCAGCAGGAGCACGTGGCTGTCGTCTGCGTTCTCAACTA
GTGCCGETECETECACTCGGACTEREGACACCEGTTCCCGACGAACTAGTACGTTTTCGTTTTTGTTCAGGA
TCTTGTCGTCGTGCACGTTCTCCGCATGATCTATCTCTAGCATCTCTACTAGGAGCCGGAGCACTARGA
CCGCCGCCEGEATCTAGACCTCTATCTCAACCTTGTTGTAGACCTACTAGATACGARGCAGTATCTTTC
ATGGACGTAAACTCTACATGGAGAACCGTAGATAGACTATCTGCAACCGCATGTGCCTGTCTAGGATGA

(SEQ ID N°: 29)

Secuencia de nucleétidos que codifica la neublastina marcada con his en la figura 15

ATGGGCCATCATCATCATCATCATCATCATCATCACTCGAGCGGCCATATCGACGACGACGACAAGGCT
GGAGGACCGEGATCTCGTGCTCGTGCAGCAGEAGCACGTGGCTGTCGTCTGCGTTCTCAACTAGTGECCG
GTGCGTGCACTCGGACTGGEACACCGTTCCGACGAACTAGTACGTTTTCGTTTTTGTTCAGGATCTTGT
CGTCGTGCACGTTCTCCGCATGATCTATCTCTAGCATCTCTACTAGGAGCCGGAGCACTAAGACCGCCG
CCGGEATCTAGACCTGTATCTCAACCTTGTTGTAGACCTACTAGATACGARGCAGTATCTTTCATGGAC
GTAAACTCTACATGGAGAACCGTAGATAGACTATCTGCAACCGCATGTGGCTGTCTAGGATGATAATAG

(SEQ ID N°: 30)

Ejemplo 6: Efecto de la neublastina en la supervivencia de neuronas dopaminérgicas embrionarias de rata y
actividad de ChAT

En esta serie de experimentos se evalud el efecto del medio condicionado de células HiB5pUbi1zNBN22 que
producen neublastina descritas antes.

Preparacion de cultivos: Se diseccionaron el mesencéfalo ventral o la médula espinal de embriones E14 de rata en
solucion salina de Hanks tamponada (HBSS) fria. Se incubaron trozos de tejido en tripsina al 0,1% esterilizada por
filtracion (Worthington) y DNasa al 0,05% (Sigma) en HBSS a 37°C durante 20 min. Después los trozos de tejido se
aclararon 4 veces en HBSS + DNasa al 0,05% y se disociaron usando una pipeta automatica de 1 ml. Después la
suspension se centrifugd a 600 rpm durante 5 min y el sedimento se volvié a suspender en medio condicionado de
suero (SCM; DMEM con suero ternero fetal al 10%). El numero total de células se evalud por el procedimiento de
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exclusion con tinta azul de tripan con una densidad de 100.000 células/m? en portaobjetos de camara de 8 pocillos
recubiertos con poli-L-lisina (Nunc) para evaluar la supervivencia de neuronas dopaminérgicas o con 200.000
células/m? en placas de 48 pocillos (Nunc) para mediciones de la actividad de ChAT. Las células se incubaron en
SCM en CO, al 5%/0, al 95% y humedad al 95% a 37°C durante 24-48 h antes de cambiar a medio sin suero (SFM)
con adicién de factores neurotroficos.

Las células para evaluar la supervivencia de las neuronas dopaminérgicas se dejaron durante 5 dias en SFM +
adiciones de factor tréfico y después se fijaron durante 5 min en PFA al 4% y se tifieron para la tirosina hidroxilada
por inmunohistoquimica.

Las células para la actividad de ChAT se dejaron durante 3 dias con SFM y después se lisaron en HBSS + Triton X[
100 al 0,1% y se congelaron inmediatamente en hielo seco hasta la medicion de la actividad de ChAT.

Adicion de factor tréfico: Se recogio medio condicionado de HiB5 no transfectado de control o HiB5 que producian
neublastina (HiB5pUbi1zNBN22) o GDNF (HiB5pUbi1zGDNF-L17). HiB5pUbi1zNBN22 produce aproximadamente
20 ng de GDNF/24 horas/10° células determinado por GDNF-ELISA en medio condicionado recogido de las células.
Las respectivas lineas celulares se incubaron toda la noche con DMEM + FCS al 1% vy el liquido sobrenadante se
recogié y se almacend a -20°C hasta su uso. Los liquidos sobrenadantes se diluyeron 1:50 en SFM cuando se
afadieron a las células. Se trataron pocillos por separado con liquido sobrenadante de control de HiB5 (1:50) +
GDNF recombinante de rata purificado (de 0,03 - 10 ng/ml).

Los resultados de estos experimentos se muestran en la figura 4. Las figuras 4A-4C son ilustraciones del efecto de la
neublastina, segregada de células HiB5pUbi1zNBN22, en la supervivencia de neuronas mesencefalicas ventrales,
dopaminérgicas, embrionarias de rata cultivadas y la actividad de ChAT en neuronas motoras del nervio craneal
colinérgico en medio sin suero como se ha descrito antes en el ejemplo 5.1.

La fig. 4A es una ilustracidon de la curva de respuesta a la dosis para GDNF recombinante en la actividad de ChAT
(dpm/hora) medido en DIV5 en cultivos sin suero que se establecieron inicialmente de mesencéfalos ventrales de
E14 (es decir, HiB5; GDNF 0,03 ng/ml; GDNF 0,1 ng/ml; GDNF 0,3 ng/ml; GDNF 1 ng/ml; GDNF 10 ng/ml; GDNF
100 ng/ml).

La fig. 4B es una ilustracion de la actividad de ChAT (dpm/hora) medida en DIV5 en cultivos sin suero que se
establecieron inicialmente de mesencéfalos ventrales de E14. Se afadieron medios condicionados diluidos de
células HiB5pUbi1zNBN22 (neublastina) que producian neublastina o células HIBSGDNFL-17 que producian GDNF
(GDNFL-17) como se indica en la figura (es decir, neublastina 1:10; neublastina 1:50; GDNF L-17 1:50).

La fig. 4C es una ilustracion del numero de células inmunorreactivas para la tirosina hidroxilasa por pocillo (N° de
células TH+/pocillo) en DIV7 en cultivos sin suero que se establecieron inicialmente de mesencéfalos ventrales de
rata E14. Se afiadi6 medio condicionado diluido de células HiB5 no transfectadas (HiB5) o de células
HiB5pUbi1zNBN22 que producian neublastina (neublastina) o de GDNF recombinante, en diferentes
concentraciones, como se indica en la figura (es decir, HiB5 1:10; HiB5 1:40; GDNF 0,1 ng/ml; GDNF 10 ng/ml;
GDNF 100 ng/ml; y neublastina 1:40).

El medio condicionado de células HiB5 transfectadas con neublastina diluido 1:40 aumenta significativamente el
ndmero de células inmunorreactivas para TH por pocillo comparado con las células HiB5 de control (no
transfectadas) con una dilucién equivalente y una inferior (1:10 y 1:40) (véase, p. €j., la fig. 4B). El aumento de
células inmunorreactivas para TH es comparable con el aumento visto con una concentracién de GDNF maxima (10
ng/ml). Esto indica que la neublastina segregada al medio tiene un efecto en la supervivencia de la poblaciéon de
neuronas dopaminérgicas de mesencéfalo ventral embrionario de rata. En contraste, a diferencia del GDNF
segregado de células HiB5 transfectadas, no se ve efecto del medio condicionado de células HiB5 transfectadas con
neublastina en otra poblacion neuronal en el mismo cultivo, las neuronas colinérgicas (véase, p. €j., la fig. 4A).

Ejemplo 7: Efecto de la neublastina en la supervivencia de cultivos de laminas de neuronas mesencefalicas
ventrales dopaminérgicas embrionarias de cerdo

Este experimento evaluaba el efecto de cocultivar células HiB5pUbi1zNBN22 que producen neublastina con cultivos
de laminas de mesencéfalos ventrales de embriones porcinos.

Preparacién de los cultivos: Se aislaron mesencéfalos ventrales (VM) de embriones porcinos (E28; n= 12) en
condiciones estériles, se cortaron en laminas de 400 um y se pusieron en solucion salina equilibrada de Gey
(GIBCO) enfriada, con glucosa (6,5 mg/ml). Las laminas de tejido se cultivaron por el procedimiento de cultivo de
interfase desarrollado originalmente por Stoppini y col. (L. Stoppini, PA. Bucks, D. Mutter, J. Neurosci. Methods 1991,
37, 173-182).

Brevemente, las laminas se pusieron en membranas semiporosas (Millipore, 0,3 pum; 8 laminas/membrana
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correspondiente a un VM) puestas como insertos en placas de 6 pocillos (Costar) con medio que contenia suero
(Gibco BRL). Cada pocillo contenia 1 ml de medio (Optimem al 50%, suero de caballo al 25%, solucion salina
equilibrada de Hank al 25% (todos GIBCO)) complementado con D-glucosa hasta una concentracion final de 25 mM.
El dia 0, se sembraron 7000 células HiB5pUbi1zZNBN22 transfectadas (neublastina) o 7000 células HiB5 no
transfectadas (control) en cada lamina de tejido. Los cocultivos se hicieron crecer primero en un incubador a 33°C
durante 48 horas, dejando las células HiB5 inmortalizadas con un oncogén sensible a la temperatura para proliferar,
y después se pusieron en un incubador a 37°C, donde las células HiB5 se diferenciaban. El medio se cambi6 dos
veces por semana. No se usaron antimicéticos ni antibidticos en ninguna etapa.

Determinacion de la dopamina por HPLC: El dia 12 y 21 in vitro, se recogio el medio de cultivo y se analizé la
dopamina usando HPLC con deteccion electroquimica (W.N. Slooth, J.B.P. Gramsbergen, J. Neurosci. Meth. 1995
60 141-49).

Procesamiento del tejido e inmunohistoguimica: El dia 21, los cultivos se fijaron en paraformaldehido al 4% en
tampon de fosfato durante 60 min, se deshidrataron en una solucidon de sacarosa al 20% durante 24 horas, se
congelaron, se seccionaron en el criostato a 20 um (4 series), y se montaron en portaobjetos de microscopio
recubiertos de gelatina. Una serie de secciones se inmunotifié para la tirosina hidroxilasa (TH). Brevemente, las
secciones se lavaron en solucién salina con tris 0,05 M (TBS, pH 7,4) que contenia Triton X-100 al 1% durante 3x15
min y se incubaron con suero bovino fetal al 10% (FBS, Life Technologies) en TBS durante 30 min. Después el tejido
se incubd durante 24 horas a 4°C con anticuerpo monoclonal anti-TH de raton (Boehringer Mannheim) diluido 1:600
en TBS con FBS al 10%. Después de aclarar en TBS con Triton X-100 al 1% durante 3x 15 min, las secciones se
incubaron durante 60 min con anticuerpo IgG anti-ratén biotinilado (Amersham) diluido 1:200 en TBS con FBS al
10%. Después las secciones se lavaron con TBS con Triton X-100 al 1% (3x 15 min) y se incubaron durante 60 min
con estreptavidina-peroxidasa (Dako) diluido 1:200 en TBS con FBS al 10%. Después de lavar en TBS (3x 15 min),
la actividad de union se visualizd por tratamiento con 3,3-diaminobencidina al 0,05% (Sigma) en TBS que contenia
H,0, al 0,01%. Finalmente, las secciones se deshidrataron en alcohol, se aclararon en xileno y se cubrieron con el
cubreobjetos en Eukitt.

Recuentos de células y analisis morfométrico: Se llevé a cabo la cuantificacion de las neuronas inmunorreactivas
para TH-ir usando un microscopio de campo brillante (Olympus). Sélo se contaron las células que presentaban una
tincion intensa con una estructura celular bien conservada y un nucleo distinguible. El calculo se basé en los
recuentos de células en cada cuarto de seccién de cultivo usando un objetivo de x20. El numero de células se
corrigié para el recuento doble de acuerdo con la formula de Abercrombie (M. Abercrombie, Anat. Rec. 1946 94 239(]
47), usando el diametro medio de los nucleos en las neuronas TH-ir (6,6+0,2 um, n = 30). Se calculé el tamafio de
los nucleos usando un sistema de seguimiento de neuronas (Neurolucida, MicroBrightField, Inc.).

Los resultados de estos experimentos se muestran en la fig. 5. Las figuras 5A-5C son ilustraciones del efecto de la
neublastina segregada de células HiB5pUbi1zZNBN22 en la funcién y supervivencia de cultivos de laminas de
neuronas mesencefalicas ventrales dopaminérgicas embrionarias de cerdo cocultivadas con células
HiB5pUbi1zNBN22 (neublastina) o células HiB5 (control) como se describe abajo.

La fig. 5A y fig. 5B ilustran la liberacién de dopamina al medio en DIV12 (dopamina (pmol/mol) - dia 12 y DIV21
(dopamina (pmol/ml) - dia 21), respectivamente. La fig. 5C es una ilustracién del nimero de células inmunorreactivas
para la tirosina hidroxilasa por cultivo (células TH-ir por cultivo) en DIV21.

El dia 12, el andlisis de HPLC puso de manifiesto que el medio de los cocultivos de HiB5-neublastina contenia 84%
mas de dopamina que el medio de los cocultivos de HiB5-C (fig. 5A). El dia 21 la diferencia era de 78% (fig. 5B), y
los recuentos de células mostraron que los cocultivos de HiB5-neublastina contenian 66% mas neuronas
inmunorreactivas para la tirosina hidroxilasa que los cocultivos de HiB5-C (P<0,05) (fig. 5C). Esto indica que la
neublastina segregada del clon HiB5pUbi1zZNBN22 tiene un efecto de supervivencia potente en las neuronas
dopaminérgicas embrionarias porcinas.

Ejemplo 8: Supervivencia de las células de ganglios de la raiz dorsal en medio sin suero

Este ejemplo muestra la actividad neurotréfica de un polipéptido de neublastina comparado con factores
neurotroficos conocidos.

Se sacrificaron ratones hembra prefiados por dislocacion cervical. Los embriones se procesaron para el cultivo como
sigue.

Se usaron agujas de tungsteno afiladas electroliticamente para diseccionar los ganglios de la raiz dorsal de las
etapas indicadas de ratones C57/B16 (Mollegaard Breeding, Dinamarca). Los ganglios embrionarios se incubaron
durante 5 min a 37°C con tripsina al 0,05% (Gibco/BRL) en solucién salina equilibrada de Hanks sin calcio ni
magnesio. Los ganglios postnatales se trataron con colagenasa/dispasa 1 mg/ml durante 30 a 45 minutos y después
tripsina/DNasa al 0,25% durante 15 minutos. Después de separar la solucién de tripsina, los ganglios se lavaron una
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vez con 10 ml de DMEM que contenia suero de caballo inactivado con calor al 10%, y se trituraron suavemente con
una pipeta Pasteur esmerilada a la llama para dar una sola suspension de células.

Las células se pusieron en placas de 24 pocillos (Nunc), que se recubrieron previamente con poliornitina (0,5 mg/ml,
toda la noche) y laminina (20 mg/ml durante 4 h; Gibco/BRL). Las neuronas se incubaron a 37°C en un incubador
con CO; al 5% humidificado, en un medio definido que consistia en Hams F14 complementado con glutamina 2 mM,
albdmina de suero bovino al 0,35%, progesterona 60 ng/ml, putrescina 16 mg/ml, L-tiroxina 400 ng/ml, selenito de
sodio 38 ng/ml, triyodo-tironina 340 ng/ml, penicilina 60 mg/ml y estreptomicina 100 mg/ml.

Después de 48 horas de incubacién, las neuronas se reconocian claramente por su morfologia bipolar con 6pticas de
contraste de fase. Se evalu6 el porcentaje de supervivencia de neuronas en ausencia o presencia de factores
troficos (afiadidos al medio de cultivo antes de poner las neuronas en placas con 10 ng/ml), o de medio condicionado
de las células HiB5pUbi1zNBN22 que producen neublastina, contando las neuronas en los pocillos a las 48 horas.
Los resultados de estos experimentos se presentan en la fig. 9, en cuya figura:

0 representa el experimento de control (en ausencia de factores);

1 representa experimentos en presencia de GDNF;

2 representa experimentos en presencia de neurturina;

3 representa experimentos en presencia de la neublastina de la invencion;

La fig. 9 presenta datos de experimentos llevados a cabo en células DRG aisladas de fetos en desarrollo en
diferentes momentos de tiempo designados como sigue:

E12 representa el dia embrionario 12;

E16 representa el dia embrionario 16;

PO representa el dia de nacimiento;

P7 representa el dia 7 después del nacimiento; y
P15 representa el dia 15 después del nacimiento.

Estos resultados muestran claramente que el factor neurotroéfico de la invencion muestra actividades comparables, o
incluso mejores que las de los factores neurotroficos bien establecidos.

Ejemplo 9: Efectos in vivo de la neublastina en neuronas dopaminérgicas nigrales

Con el fin de ensayar la capacidad de la neublastina (neublastina) para proteger las neuronas dopaminérgicas
nigrales del adulto (DA) frente a la degeneracién inducida por 6-hidroxidopamina, se usd un modelo de rata de la
enfermedad de Parkinson (Sauer and Oertel, Neuroscience 1994, 59, 401-415) y transferencia de neublastina de gen
lentivirico.

Produccién de lentivirus: Para generar un vector de transferencia lentivirico que codifique neublastina, pHR'[]
neublastina, se subclon6 un fragmento BamH1 de 1331 pb del ADNc de neublastina en el sitio BamH1/Bg1 Il de
pSL301 (Invitrogen). A partir de esta construccion se cort6 un fragmento BamH1/Xho1 de 1519 pb y se ligé en el sitio
BamH1/Xho1 de pHR que lleva un fragmento postraduccional del virus de la hepatitis de la marmota (Zufferey R,
Donello JE, Trono D, Hope TJ: “Woodchuck hepatitis virus posttranscriptional regulatory element enhances
expression of transgenes delivered by retroviral vectors"; J. Virol. 1999, 73 (4) 2886-2892). Para generar pHR-GDNF
se ligd un fragmento BamH1/Xho1 de 701 pb de pUbi1z-GDNF en el sitio BamH1/Xho1 de pHR'.

La produccion del vector lentivirico esta descrita p. e]. por Zufferey y col. (Zufferey R, Nagy D, Mandel RJ, Naldini L,
Trono D: "Multiply attenuated lentiviral vector achieves efficient gene delivery in vivo”; Nat. Biotechnol. 1997, 15 (9)
871-875). Brevemente, las construcciones de ftransferencia y los plasmidos auxiliares pR8.91 y pMDG se
cotransfectaron en células 293T. Los viriones liberados al medio se recogieron 48 y 72 h después de la transfeccion.
Para concentrar el virus el medio se centrifugd 1,5 h a 141.000 g, y el sedimento se disolvio en DMEM. La valoracion
de un control que llevaba el gen de la proteina fluorescente verde (“GFP”) se determin6 que era 10® unidades
transformantes (UT)/ml por la fluorescencia de GFP en células 293T. Se us6 una técnica de transferencia en ranura
de ARN (von Schwedler U, Song J, Aiken C, Trono D: "Vif is crucial for human immunodeficiency virus type 1 proviral
DNA synthesis in infected cells"; J. Virol. 1993 67 (8) 4945-4955) para determinar la valoracion de particulas viricas.
En el liquido sobrenadante de GDNF vy el liquido sobrenadante de neublastina habia 10 veces menos particulas
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comparados con el liquido sobrenadante de GFP.

Procedimientos quirdrgicos: Todos los trabajos que implicaban animales se llevaron a cabo de acuerdo con el
conjunto de normas del Comité Etico para el Uso de Animales de Laboratorio en la Universidad de Lund.

Se us6 un total de 21 ratas Sprague Dawley hembras adultas jovenes (B&K Universal, Estocolmo, Suecia) y se
alojaron con ciclos de 12 horas de luz:oscuridad con acceso libre a comida para ratas y agua. El marcaje retrégrado
y las lesiones por 6-OHDA se llevaron a cabo 3 semanas antes de la lesién de acuerdo con Sauer y Oertel [Sauer
and Oertel, Neuroscience 1994 59: 401-415]. Brevemente, a las ratas con anestesia de equitesina (0,3 ml/100g) se
les inyecté bilateralmente 0,2 ul de una solucion al 2% (disuelto en NaCl al 0,9%) del trazador retrégrado Fluoro-Gold
(FG; Fluorochrome, Inc., Englewood, CO). Las inyecciones se hicieron usando una jeringuilla de Hamilton de 2 pl en
las coordenadas: AP= +0,5 mm; ML= +3,4 mm respecto al bregma; DV= -5,0 mm respecto a la duramadre y la barra
de incision fijada a 0,0 mm. Ademas, se inyectaron 0,05 ul/ml dejando otros 5 min antes de retirar la aguja.

Catorce dias después de las inyecciones de FG, los animales recibieron un total de 5 depdsitos (1 pl/depdsito) de un
vector lentivirico que llevaba el gen de la proteina verde fluorescente (GFP), neublastina o GDNF. Cuatro de los
depésitos estaban en el cuerpo estriado junto con los dos conductos de la agujas en las siguientes coordenadas:
AP= +1,0 mm, ML= -2,6mm, DV, = -5,0 mm DV,=-4,5 mm y AP = 0,0 mm, ML= -3,7mm, DV, =-5,0 mm DV, = -4,5
mm. El depdsito sobre la sustancia negra se hizo en AP=-5,2 mm, ML= -2,0 mm, DV, =-6,3 mm. La barra dental se
fij6 en -2,3 mm.

Veintiin dias después del marcaje retrogrado, y 7 dias después de las inyecciones lentiviricas los animales se
volvieron a anestesiar con una jeringuilla Hamilton de 10 ul y se inyecté un solo depdsito de 20 pg de 6-OHDA
(Sigma; calculado como base libre y disuelta en 3 pul de solucién salina enfriada con hielo complementada con acido
ascorbico al 0,02%) en el cuerpo estriado derecho en el mismo sitio que los depdsitos de FG. La velocidad de
inyeccion era 1 ul/min, dejando otros 3 min antes de retirar la aguja.

Procesamiento del tejido: A los 21 dias después de la inyeccion de 6-OHDA, los animales se anestesiaron
profundamente con hidrato de cloral y se perfundieron transcardiacamente con solucién salina (pH 7,4; temperatura
ambiente) durante 1 min seguido de 200 ml de solucién de formaldehido enfriada con hielo (paraformaldehido al 4%
en tampén de fosfato 0,1 M, pH 7,4). Se diseccionaron los cerebros y después se fijaron en el mismo fijador durante
3-4 horas y después se transfirieron a sacarosa al 25%/tampén de fosfato 0,1 M durante 48 horas. Se cortaron 5
series de secciones de 40 um a lo largo del cuerpo estriado y la sustancia negra (SN) en un microtomo de
congelacion.

Calculo cuantitativo de las neuronas dopaminérgicas en la SN: Se calculé el numero de FG marcado en las
partes compactas de la SN mediante un observador ciego como se ha descrito previamente [Sauer and Oertel,
Neuroscience 1994 59: 401-415]. Brevemente, se usaron 3 secciones consecutivas centradas en torno al nivel del
nucleo terminal medio del conducto 6ptico accesorio (MTN; -5,3 en el atlas de Paxinos y Watson (1997)) y se
contaron todas las neuronas marcadas/tefiidas lateralmente al MT con un aumento de 40x (n=6-7/grupo). Las
neuronas marcadas con FG se incluyeron si eran fluorescentes brillantes con epi-iluminacién a 330 nm, presentaban
un perfil neuronal y cubrian al menos un proceso neuritico.

En el lado de la lesion en los animales que recibieron inyecciones de lentivirus que llevaban GFP, el numero de
neuronas nigrales positivas para FG se redujo al 18% de las del lado intacto. En contraste, los animales a los que se
inyecto lenti-neublastina mostraron una proteccion casi completa del nimero de neuronas nigrales positivas para FG
(89%). Era tan eficaz como los animales tratados con lenti-GDNF donde 87% de las neuronas marcadas de forma
retrébgrada permanecian en el lado lesionado. Esto muestra que la neublastina es un factor de supervivencia potente
para las neuronas dopaminérgicas nigrales de adulto lesionadas, y que es tan potente como el GDNF.

La fig. 6 es una ilustracion del efecto in vivo de la neublastina producida por lentivirus en neuronas dopaminérgicas
nigrales. Las neuronas de las partes compactas de la SN, en ratas hembra Sprague Dawley, se marcaron de forma
retrograda con Fluoro-Gold (FG), 3 semanas antes de una sola inyeccion de 6-hidroxildopamina (6-OHDA) en el
cuerpo estriado derecho. Una semana antes de la inyeccion de 6-OHDA, los animales recibieron inyecciones con
vectores lentiviricos que expresaban neublastina (neublastina), GDNF (GDNF) o proteina fluorescente verde (GFP)
como se indica en la figura. Veintiin dias después de las inyecciones de 6-OHDA, se determind el nimero de
neuronas marcadas con FG en ambos lados del cuerpo estriado. La figura muestra el porcentaje (% lesién de
FGlintactas) de neuronas marcadas con FG en el lado lesionado (derecho) frente al lado intacto (izquierdo) del
cuerpo estriado de los tres grupos de animales.

Ejemplo 10: Produccién de anticuerpos

Para preparar los anticuerpos contra la neublastina, se inmunizaron 2 conejos con el péptido 1:
CRPTRYEAVSFMDVNST(aminoacidos 108-124 de la SEQ ID N°% 9); o el péptido 2:
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ALRPPPGSRPVSQPC(aminoacidos 93-107 de la SEQ ID N°: 9) conjugados con proteina transportadora a intervalos
de 3 semanas. Se inmunizaron 2 conejos por cada péptido la semana 0, 3, 6 y 10, y se recogi6 sangre las semanas
7 y 11. La segunda extraccion de sangre se purificé por afinidad con una columna de afinidad de péptidos. Los
anticuerpos se llamaron Ab-1 y Ab-2, de acuerdo con el péptido.

Transferencia western: Se incubaron toda la noche 2 x 10° células HiB5, transfectadas establemente con ADNc de
neublastina (HiBSpUbi1zZNBN22), o células HiB5 no transfectadas, en medio sin suero con complemento de N,
(GIBCO). El medio se concentré en concentradores pequefios con membranas de corte de exclusion de 5 kDa
(Millipore, Bedford, MA). Las muestras concentradas se afiadieron a 5x tampén de muestra de Laemmli y se
calentaron a 95°C durante 5 minutos. Las muestras se separaron por electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida en
geles de acrilamida al 15% y se transfirieron a membranas de PVDF. Los sitios de unién de proteinas residuales se
bloquearon con leche en polvo sin grasa al 5% en PBS con Tween-20 al 0,1%. Las membranas se incubaron toda la
noche con anticuerpo de neublastina (1:1000), seguido de incubacién con un anticuerpo IgG anti-conejo o anti-raton
secundario conjugado con peroxidasa de rabano picante (1:2000).

La inmunotincion se visualizé usando quimioluminiscencia potenciada Plus (ECL+) de acuerdo con las instrucciones
del fabricante (Amersham). Los resultados de estos experimentos se muestran en la fig. 3 y ejemplo 5.

Usando técnicas estandar también se produjeron anticuerpos policlonales de conejo contra los siguientes péptidos:

Péptido R27: GPGSRARAAGARGC  (aminoéacidos 30-43 del ID SEC N°: 9);
Péptido R28: LGHRSDELVRFRFC (aminoéacidos 57-70 del ID SEC N°: 9);
Péptido R29: CRRARSPHDLSL (aminoacidos 74-85 del ID SEC N°: 9);
Péptido R30: LRPPPGSRPVSQPC (aminoacidos 94-107 del ID SEC N°: 9); y
Péptido R31: STWRTVDRLSATAC (aminoacidos 123-136 del ID SEC N°: 9),

Solo los péptidos R30 y R31, relativamente cerca del extremo C, reconocian la proteina desnaturalizada en
condiciones reductoras en una transferencia Western.

Ejemplo 11: Actividad biolégica de un polipéptido _de neublastina truncado _de rata gue comprende los
Ultimos 102 aminodacidos carboxi-terminales.

La secuencia de aminoacidos de la pre-pro-neublastina de rata se proporciona en el siguiente SEQ ID N°: 34:

1 MELGLGEPTA LSHCLRPRWQ PALWPTLAAL ALLSSVTEAS LDPMSRSPAS

51 RDVPSPVLAP PTDYLPGGHT AHLCSERALR PPPQSPQPAP PPPGPALQSP

11l3aa N-7 -9 -11 -14:
101 PAALRGARAA RAGTRSSRAR ATDARGCRLR SQLVPVSALG LGHSSDELIR

151 FRFCSGSCRR ARSPHDLSLA SLLGAGALRS PPGSRPISQFP CCRPTRYEAV

201 SFMDVNSTWR TVDHLSATAC GCLG (SEC ID N°: 34)

Cada una de las neublastinas truncadas descritas a continuacién se identifica encima de los correspondientes restos
iniciales (letras en negrita en la secuencia anterior). El inicio de la forma de neublastina de 113 aminoacidos
(NBN113) también esta marcada.

Se examind en las células la actividad bioldgica de una forma truncada de neublastina que contenia los 102
aminoacidos carboxi-terminales de neublastina de rata. La neublastina truncada se generd por digestion de una
forma de 113 aminoacidos de neublastina de rata, que tiene la secuencia de aminoacidos que contiene los
aminoacidos 111-224 (NBN113 de rata, subrayado mas arriba) de la SEQ ID N° 34, con una aminopeptidasa no
especifica (Sigma, MO) durante 2 horas a temperatura ambiente. Después de esta digestion, la neublastina se
sometioé a cromatografia por exclusion de tamafios (SEC) para separar cualesquiera componentes contaminantes de
la proteina. El peso molecular de la neublastina truncada (designada “NBN113 (N-11)") se confirmé por
espectrometria de masas y se determin6 que era 10,931 kDa, el peso previsto del polipéptido de 102 aminoacidos
(NBN102). Como control, se tratd NBN113 de rata en paralelo con tampén de enzima (Tris 25 mM pH 8) solo. No se
observé digestion con este control, y se identifico el polipéptido adecuado de 12,047 kDa.
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Se compararon las actividades bioldgicas de NBN113, NBN113 tratado con tampén de enzima y NBN113 (N-11) en
un ensayo de activacion de RET celular (c-RET). La actividad de la neublastina se determiné por su capacidad para
estimular la fosforilacion de c-RET en células NB41A3-mRL3, una linea de células de neuroblastoma murino
transfectadas establemente con GFRa3 murino y que expresa RET y GFRa3. Las células NB41A3-mRL3 se
pusieron en placa en DMEM complementado con FBS al 10% con 2x10° células por pocillo en placas de 24 pocillos,
y se cultivaron durante 18 horas a 37°C y CO, al 5%. Después de quitar el medio y un lavado de las células con 1 ml
de PBS por pocillo, las células se estimularon con DMEM que contenia NBN113, NBN113 tratado con tampén de
enzima y NBN113 (N-11) durante 10 minutos a 37°C y CO, al 5%. Para parar la actividad, se quité el medio y las
células se lavaron con PBS inmediatamente antes de la lisis con Tris 10 mM, pH 8,0, NP40 al 0,5%, DOC al 0,2%,
NaF 50 mM, Nas;VO, 0,1 mM, y PMSF 1 mM. Después de 1 h de incubacion a 4°C, los lisatos se agitaron mediante
pipeteo repetido y se transfirieron (0,25 ml por pocillo) a una placa ELISA de 96 pocillos recubierta con mAb anti-RET
(AA.GE7.3). Los pocillos se bloquearon a temperatura ambiente durante 1 hora con tampén de bloqueo (TBST que
contenia 1% de suero de raton normal y BSA al 3% en tampén de TBS (Tris 15 mM pH 7,4, NaCl 150 mM) seguido
de 6 lavados con TBST (TBS + Tween 20 al 0,05%) solo.

Se detecté RET fosforilado por incubacion (2 horas) del receptor capturado con 4G10 (Upstate Biotechnology, NY)
un anticuerpo de fosfotirosina conjugado con HRP (0,2 nug por pocillo). Después de incubacion, los pocillos se
lavaron 6 veces con TBST, y la actividad de la HRP se detecté a 450 nm con un ensayo colorimétrico. Se midieron
los valores de absorbancia de los pocillos tratados con lisato o con tampén de lisis solo, se corrigieron con el ruido de
fondo, y los datos se representaron graficamente como funcién de la concentracién de neublastina presente en la
mezcla de activaciéon. Los resultados se muestran en la fig. 16. Se midieron los valores de absorbancia de los
pocillos tratados con lisato o con tampdn de lisis y las sefiales corregidas con el ruido de fondo se representaron
graficamente como una funcién de la concentracion de neublastina.

Estos resultados demuestran que la forma truncada amino-terminal (102 aminoacidos) de la neublastina presenta
actividad biolégica celular que es indistinguible de la de la forma de neublastina NBN113.

Ejemplo 12: Actividad biolégica de tres formas truncadas amino-terminales (99, 104 y 106 aminoéacidos) de la
neublastina.

Se examinaron las actividades de los polipéptidos de neublastina truncados (99 y 106 aminoacidos) en el ensayo de
activacion de RET celular, y los resultados se muestran en la fig. 17. Ademas de las formas de 99 y 106
aminoacidos, se incluyeron otras dos moléculas de neublastina en este ensayo para la comparacion: NBN113 de
rata, que servia como referencia, y una muteina de la neublastina de rata de 113 aminoacidos en la que la arginina
de la posicion 14 de la secuencia de NBN113 de rata se sustituia por un resto de lisina (“NBN R14K (N)”). Esta
muteina facilitaba la generacion de la forma de 99 aminoacidos que carecia de 14 aminoacidos amino-terminales
(“NBN R14K (N-14)"), cuando se escindia en este sitio usando una proteasa especifica de lisina (Endo Lys C;
WAKO, VA). La forma de 106 aminoacidos, que carecia de 7 restos de amino-terminales (“NBN 113 (N-7)"), se
generd a partir de NBN113 de rata por proteolisis parcial con tripsina (Biozyme, San Diego). Todos los productos
truncados se caracterizaron por espectroscopia de masas como en el ejemplo 11 anterior.

Se examinaron las actividades de NBN113, NBN R14K (N), NBN R14K (N-14), y NBN113 (N-7) con concentraciones
de 0,005 nM a 100 nM, 0,05 nM a 100 nM, 0,006 nM a 114 nM y 0,05 nM a 107 nM, respectivamente. La actividad se
midi6 como la absorbancia a Aysonm COMo se describe en el ejemplo 11. Todas las formas de neublastina
presentaban una actividad similar a todas las concentraciones ensayadas. Estos resultados demuestran que las
formas truncadas de NBN113 de rata que carece de 14 6 7 restos amino-terminales son activas como la NBN113 de
rata en el ensayo de activacion de KIRA.

El ensayo de activacion de KIRA mostrado en la fig. 18 se llevd a cabo para determinar la actividad biolégica de una
forma de neublastina de 104 aminoacidos (“NBN104 (N-9)’). Este polipéptido, que carecia de 9 restos aminol]
terminales presentes en la molécula de NBN113 de rata salvaje, se generé tratando la NBN113 de rata expresada en
CHO con tripsina. Como antes, la masa molecular se confirmé por espectrometria de masas. La actividad de los dos
polipéptidos (NBN104 (N-9) y NBN113) se examino con concentraciones de 0,05 nM a 115 nM. La actividad se midio
como la absorbancia a Assonm como se describe en el ejemplo 11. La actividad de la forma N-9 era al menos tan alta
como la actividad de la NBN113 de rata. Estos resultados demuestran que una forma truncada (104 aminoécidos)
que carece de los 9 aminoacidos amino-terminales del polipéptido NBN113 de rata es al menos tan activa como la
NBN113 de rata en el ensayo de activacion de KIRA-ELISA.

La Tabla 5 ilustra la relacién entre las secuencias del polipéptido de pre-pro-neublastina descrito de la invencién. La
linea 1 proporciona el polipéptido de la SEQ ID N°: 2, la linea 2 proporciona el polipéptido de la SEQ ID N°: 4, y la
linea 3 proporciona el polipéptido de la SEQ ID N° 9. Los 7 restos de cisteina conservados se designan por los
simbolos (“*”, “#”, “+” y “|") para indicar los puentes disulfuro intramoleculares (* con *, # con #, y + con +) e
intermoleculares (“|")formados en el ligando de neublastina dimerizado maduro. El extremo amino de cada uno de los
polipéptidos de neublastina truncados se designa por “0” para NBN112 a NBN99, respectivamente.
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Tabla 5 Alineamiento de polipéptidos de neublastina

SEC

SEC:
SEC:

SEC:

SEC:
SEC:

SEC:

SEC:
SEC:

SEC:

SEC:
SEC:

SEC:

SEC:

SEC:

4

19

10 20 30 40 50
R [ I I I I |
----------------- e e ————— 14
MPGLISARGQPLLENVI.PPQ PEAPLGLS 50
mmecmmemeaa (LG~ -~ - - STLSHCPWPRROIINAT=uu:VNFIAE 33

60 70 80 90 100

SSVAEASLGSAPRSPAPREGPPPVLASPAGHLPGGRTARWCSGRARRP
SSVAEASLGSAPRSPAPREGPPPVLASPAGHLPGGRTARWCSGRARRPPP
SSVAEASLGSAPRSPAPREGPPPVLASPAGHLPGGRTARWCSGRARRPPP

0000000000000 *

160 170 180 190 200
RALGLGHRSDELVRFRFCiGSCIFRARS PHDLSLASLLGAGALRPPPGSRE
RALGLGHRSDELVRFRFCSGSCRRARSPHDLSLASLLGAGALRPPPGSRIEEE]
RALGLGHRSDELVRFRFCSGSCRRARSPHDLSLASLLGAGALRPPPGSRPEK:

# +
210 220 230

R “ v e e = e . ... - = .. s a .-

VSQPCCRPTRYEAVSFMDVNSTWRTVDRLSATACGCLGE-L]
VSQPCCRPTRYEAVSFMDVNSTWRTVDRLSANFCGCLCIFEYS
VSQPCCRPTRYEAVSFMDVNSTWRTVDRLSATACGCLGP

EQUIVALENTES

A partir de la descripcion detallada anterior de las realizaciones especificas de la invencion, sera evidente que se han
descrito composiciones y procedimientos nuevos particulares que incluyen acidos nucleicos, polipéptidos,
anticuerpos, deteccién y tratamiento. Aunque estas realizaciones particulares se han descrito en el presente
documento con detalle, esto se ha hecho a modo de ejemplo sélo con el propésito de ilustrar. En particular, los
autores de la invencién contemplan que una persona experta en la materia puede hacer de forma rutinaria diferentes
sustituciones, alteraciones y modificaciones. Ademas, para los expertos en la materia seran evidentes diferentes
modificaciones de la invencion ademas de las descritas en el presente documento a partir de la descripcion anterior y

las figuras que acompafan.

Descripcion de las secuencias contenidas en la lista de secuencias

SEQ ID N°: 1

Acido nucleico de neublastina humana. 865 pb
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SEQ ID Ne:
SEQ ID Ne:
SEQ ID N°:
SEQ ID N°:
SEQ ID Ne:
SEQ ID N°:
SEQ ID Ne:
SEQ ID N°:
SEQ ID Ne:
SEQ ID N°:
SEQ ID Ne°:
SEQ ID Ne:
SEQ ID Ne°:
SEQ ID Ne:

SEQ ID N°:
SEQ ID Ne°:

SEQ ID N°:

SEQ ID Ne:

SEQ ID Ne:

SEQ ID Ne°:

SEQ ID N°:

SEQ ID Ne:

SEQ ID Ne:

SEQ ID N°:

SEQ ID N°:

SEQ ID Ne:

SEQ ID Ne:

SEQ ID N°:
SEQ ID Ne:
SEQ ID Ne:
SEQ ID N°:
SEQ ID Ne°:

abshwN

D

10
12
13
14
15

16
17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27
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Polipéptido de neublastina humana de la secuencia 1

Region codificante(CDS) de un pre-pro-polipéptido humano
Polipéptido de neublastina humana de la secuencia 3

Variante de la neublastina humana en la secuencia 4 (Xaa1l es
Asn o Thr; Xaa2 es Ala o Pro)

Variante de la neublastina humana en la secuencia 4 (Xaa1 es
Asn o Thr; Xaa2 es Ala o Pro)

Variante de la neublastina humana en la secuencia 4 (Xaa1l es
Asn o Thr; Xaa2 es Ala o Pro)

ADNCc de colonia positiva de PCR de ADNc de cerebro fetal
humano.

Polipéptido de pre-pro-neublastina de cerebro fetal humano
que incluye “parada” (corresponde a la sec. 8)

Variante de pre-pro-neublastina (sec. 9) NBN140, 14,7 kD
Variante de pre-pro-neublastina (sec. 9) NBN116, 12,4 kD
Variante de pre-pro-neublastina (sec. 9) NBN113, 12,1 kD
Producto de PCR del cribado de la placa principal de ADNc de
cerebro fetal humano usando las SEQ ID N° 17 y 18 como
cebadores

Producto de PCR del cribado de la placa principal de ADNc
fetal de raton usando las SEQ ID N° 21 y 22 como cebadores
ADNCc de neublastina de ratén de longitud entera

Polipéptido de pre-pro-neublastina de ratén

Cebador superior “NBNint.sense” para NBN de ADNc de
cerebro fetal humano complementario de las bases 551-568
de la SEQ ID N°: 1

Cebador inferior “NBNint.antisense” para NBN de ADNc de
cerebro fetal humano complementario de las bases 633-652
de la SEQ ID N°: 1

Cebador superior “NBNext.sense” para RT-PCR de ARNm de
cerebro humano entero complementario de las bases 58-74 de
la SEQ ID N°: 8

Cebador inferior “NBNext.antisense” para RT-PCR de ARNm
de cerebro humano entero complemento inverso de las bases
850-865 de la SEQ ID N°: 8

Cebador C2 de NBN “NBNint.sense” para el cribado de la
placa principal de ADNc fetal de raton complementario de las
bases 1398-1415 de la SEQ ID N°: 15

Cebador C2as de NBN “NBNint.antisense” para el cribado de
la placa principal de ADNc fetal de ratén. Complemento
inverso de las bases 1598-1617 de la SEQ ID N°: 15

Par de cebadores 1, cebador de PCR homosentido para
amplificacion de ADN gendmico humano complementario de
las bases 60-88 de la SEQ ID N°: 3

Par de cebadores 1, cebador de PCR antisentido para
amplificacion de ADN gendmico humano. Complemento
inverso de las bases 835-861 de la SEQ ID N°: 3

Par de cebadores 2, cebador de PCR homosentido para
amplificacion de ADN gendémico humano complementario de
las bases 1-35 de la SEQ ID N°: 3

Par de cebadores 2, cebador de PCR antisentido para
amplificacion de ADN gendmico humano complemento inverso
de las bases 786-819 de la SEQ ID N°: 3

Sonda de hibridaciéon antisentido conjugada con fosfatasa
alcalina, complementaria de las bases 1140-1169 del ADNc de
neublastina de ratdn

Cebador superior “NBNext.sense” para RT-PCR de ARNm de
cerebro humano entero complementario de las bases 1-16 de
la SEQ ID N° 1

OREF de gen sintético de la fig. 14 de neublastina

ORF de gen sintético de la fig. 15 de HisNeublastina

Cebador para aislar neublastina

Cebador para aislar neublastina

Cebador de NBN “NBNint.antisense”, complemento inverso de
las bases 715-730 de la SEQ ID N° 8
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200 aa
861 bp
238 aa
140 aa
116 aa
113 aa
861 bp
221 aa
140 aa
116 aa
113 aa
102 pb
220 pb
2136 pb

224 aa
18 nt

20 nt

17 nt

16 nt

18 nt

20 nt

29 nt

27 nt

35nt

34 nt

30 nt

16 nt

351 nt
414 nt
39 nt
39 nt
16 nt



SEQ ID Ne:
SEQ ID Ne:
SEQ ID N°:
SEQ ID Ne°:
SEQ ID Ne:
SEQ ID Ne:
SEQ ID N°:
SEQ ID Ne°:
SEQ ID Ne°:
SEQ ID Ne:
SEQ ID N°:
SEQ ID Ne°:
SEQ ID N°:
SEQ ID Ne:
SEQ ID Ne:
SEQ ID N°:
SEQ ID N°:
SEQ ID Ne:
SEQ ID N°:
SEQ ID N°:
SEQ ID Ne°:
SEQ ID Ne:
SEQ ID Ne:
SEQ ID N°:

34
35
36
37
38
39
40

42
43
44
45
46
47

49
50
51
52
53
54
55
56
57
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Pre-pro-neublastina de rata
Neublastina humana (NBN112)
Neublastina humana (NBN111)
Neublastina humana (NBN110)
Neublastina humana (NBN109)
Neublastina humana (NBN108)
Neublastina humana (NBN107)
Neublastina humana (NBN106, N-7)
Neublastina humana (NBN105)
Neublastina humana (NBN104, N-9)
Neublastina humana (NBN103)
Neublastina humana (NBN102)
Neublastina humana (NBN101)
Neublastina humana (NBN100)
Neublastina humana (NBN99, N-14)
Neurturina - Tabla 3

Persefina - Tabla 3

GDNF - Tabla 3

Gen sintético para neublastina

Gen sintético para neublastina
Neublastina sintética

Gen sintético para HisNeublastina
Gen sintético para HisNeublastina
HisNeublastina sintética

45

224 aa
112 aa
111 aa
110 aa
109 aa
108 aa
107 aa
106 aa
105 aa
104 aa
103 aa
102 aa
101 aa
100 aa
99 aa

197 aa
156 aa
211 aa
365 nt
365 nt
114 aa
442 nt
442 nt
135 aa
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LISTAS DE SECUENCIAS

<110> NsGene A/S
Biogen, Inc.
Johansen, Teit E.
Wen-Yee Sah, Dinah

<120> Nuevos factores neurotréficos
<130> 00689-511 PCT (C045 CIP) NBN

<140> Presentada a continuacion
<141> 2002-02-28

<150> DANISH 1998 00904
<151> 1998-07-06

<150> USSN 60/092.229
<151> 1998-07-09

<150> DANISH 1998 01048
<151> 1998-08-19

<150> USSN 60/097.774
<151> 1998-08-25

<150> USSN 60/103.908
<151>1998-10-13

<150> DANISH 1998 01265
<151> 1998-10-06

<150> U.S.S.N 09/347.613
<151> 1999-07-02

<150> U.S.S.N 09/804.615
<151>2001-03-12

<160> 57
<170> Patentin Ver. 2.1

<210> 1

<211> 865

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> CDS
<222> (120)..(719)

<220>
<221>5UTR
<222> (1)..(119)

<220>
<221>3UTR
<222> (721)..(865)

<220>
<221> sig_peptide
<222> (120)..(179)

<220>
<221> mat_peptide
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<222> (405)..(719)

<220>

<221> misc_structure

<222> (661)..(663)

<223> CARBOHYD: Asparagina glicosilada en Asn87
<220>

<221> misc_structure

<222> (426)..(623)

<223> DISULFID - puente disulfuro Cys8-Cys73

<220>

<221> misc_structure

<222> (507)..(707)

<223> DISULFID: puente disulfuro Cys35-Cysl01

<220>

<221> misc_structure

<222> (519)..(713)

<223> DISULFID: puente disulfuro Cys39-Cys103

<220>

<221> misc structure

<222> (616)..(619)

<223> DISULFID: puente disulfuro entre cadenas Cys72-Cys72

<400> 1

ctaggagecce atgcccggee tgatctcagc ccgaggacag cccctocttg aggtcecttec

tccccaagec cacctgggtg ccctetttet cecctgagget ccacttggktc tectccgege

atg cet gee ctg tgg cece ace ctg gee get ctg get
Met Pro Ala Leu Trp Pro Thr Leu Ala Ala Leu Ala
-95 -90 -85

gtc gca gag gcc tec ctg gge tec geg cce cge age
Val Ala Glu Ala Ser Leu Gly Sexr Ala Pro Arg Ser
=75 =70

gaa ggc ccc ccg cct gte ctg gcg tee cee gee gge
Glu Gly Pro Pro Pro Val Leu Ala Ser Pro Ala Gly
-60 -55

gga €gc acg gcc cgc tgg tgc agt gga aga gcc cgg
Gly Arg Thr Ala Arg Trp Cys Ser Gly Arg Ala Arg
-45 -40

aga cac tte tecg gec cge geo coc goce gec tge ace
Arg His Phe Ser Rla Arg Rla Pro Ala Ala Cys Thr
-30 -25 -20

tec ccg cgg gtc cge geg geg cgg ctg ggg ggc cgg
Ser Pro Arg Val Arg Ala Ala Arg Leu Gly Gly Arg
-15 -10 -5

gge agc gg9g9 gg9c gc¢g ggg tgc cgc ctg cgec tcg cag
Gly Ser Gly Gly Ala Gly Cys Arg Leu Arg Ser Gln
5 10
cge geg cte gge ctg gge cac cgc tcc gac gag ctg
Arg Ala Leu Gly Leu Gly His Arg Ser Asp Glu Leu
20 25

tte tge acc ggc tcc tgc cecg cge geg cge tct cca

47

ctg ctg agc
Leu Leu Ser

cct
Pro

cac
His
cgg
-35

ece
Pro

gca
Ala

ctg
Leu

gtg
Val
30

cac

gcc
Ala

ctg
Leu
-50

ccg

Pro

atc
Ile

gcg
Ala

gtg
Val
15

cgt
Arg

gac

cce
Pro
=65

ccg
Pro

egec
Arg

tgc
Cys

cgc
Axg
-1

ccg
Pro

tte
Phe

ctc

age
Ser
-80

cge
Arg

939
Gly

cgc
Arg

tct
Ser

tcg
Ser

gtg
Val

cge
Arg

agc

60

119

167

215

263

311

358

407

455

503

551



Phe

ctg
Leu
50

cgg

tec
Ser

gec
Ala

Cys
35

gece
Ala

cce
Pro

tte
Phe

acc
Thr

Thr

agce
Sexr

gtec
Val

atg
Met

gce
Ala
100

Gly

cta
Leu

agc
Ser

gac
Asp
85

tgc
Cys

Ser

Cys P

ctg ggc g

Leu Gly

55

cag ccc t

Gln Pro

70

gtc aac
Val Asn

ES 2366 610 T3

ro Arg
40

cc ggg

Ala Gly

gc tgc

Cys Cys

agc acc
Ser Thr

ggc tgc ctg ggce
Gly Cys Leu Gly

105

Ala

gecec
Ala

cga
Arg

tgg
Trp
S0

Arg

ctg
Leu

cecc
Pro
75

aga
Arg

Ser

cga
Arg
60

acg
Thr

acc
Thr

Pro
45

ccg

Pro

cgc

Arg

gtg
val

His

ccc
Pro

tac

Tyr

gac
Asp

Asp Leu

ccg gge
Pro Gly

gaa gcg
Glu Ala

80

cgc ctc
Arg Leu

95

Ser

tce
Ser
€5

gtec
Val

tcc
Ser

tgagggcteg ctccaggget ttgcagactg

gaccettacc ggtggctett cctgectggg accctcecge agagteccac tagccagegg

cctcageccag ggacgaaggc ctcaaagctg agaggcccct gcoccggtgggt gatgga

<210> 2

<211> 200
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 2
Pro Ala Leu

Met
-85
val
Glu
Gly
Arg
Ser

-15

Gly

Phe
Leu
50

Arg

Ser

Ala

Gly

His
-30
Pro

Ser

Ala

Cys
35
Ala

Pro

Phe

Glu

Pro

Thx

-45

Phe

Arg

Gly

Leu

20

Thr

Ser

Val

Met

Ala

Pro
-60

Ala

Ser
=75

Pro

Arg

Ser Ala

Val

Arg

Gly Ala

Gly Leu

Gly Ser

Leu Leu

Ser Gln

Asp
B85

70

Val

Pro
-80
Leu
Val
Trp
Arg
Ala
-10
Gly
Gly
Cys
Gly

55

Pro

Asn

Thr Leu

Gly Ser

Leu Ala

Cys Ser

Ala

Ala

Ser

-55

~40

Ala Pro

-25

Ala Arg
Cys Arg
His Axg

25

Pro Arg

40

Ala Gly

Ser Thr

Gly

Ala

Leu

Leu

10

Ser

Ala

Ala

Trp
90

Ala
Pro
-70

Pro

Ala

Gly

Arg

Asp

Arg

Leu

Pro

75

Arg

48

Leu

-85

Axrg

Ala

Ala

Cys

Gly

-5

Ser

Glu

Ser

Arg
60

Thr

Thr

Ala

Ser

Gly

Axg

Thr

=20

Axrg

Gln

Leu

Pro

45

Pro

Arg

Val

Leu

Pro

His

Arg

-35

Pro

Ala

Leu

Val

30

His

Pro

Tyr

Asp

Leu Ser

Ala Pro

-65

Leu Pro
-50

Pro Arg

Ile Cys

Ala Arg

-1

Val Pro
15

Arg Phe

Asp Leu

Pro Gly

Glu Ala

80

Arg Leu

85

599

647

€95

749

809

B65

Ser

-80

Gly

Arg

Ser

Val
Arg
Ser
Ser

65

Val

Ser
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Ala Thr Ala Cys Gly Cys Leu Gly
100 105

<210> 3

<211> 861

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<220>

<221> CDS

<222> (7)..(717)
<220>

<221> 5'UTR
<222> (1)..(6)
<220>

<221> 3'UTR
<222> (718)..(861)

<220>
<221> sig_peptide
<222> (7)..(174)

<220>
<22I> mat_peptide
<222> (298)..(717)

<220>
<221> mat_peptide
<222> (370)..(717)

<220>
<22I> mat_peptide
<222> (379)..(717)

<220>
<221> misc_structure
<222> (661) .. (663)

<223> CARBOHYD: Asparagina glicosilada en Asn122

<220>

<221> misc_structure

<222> (424) .. (621)

<223> DISULFID: puente disulfuro Cys43-Cys108

<220>

<221> misc_structure

<222> (505) .. (705)

<223> DISULFID: puente disulfuro Cys70-Cys136
<220>

<221> misc_structure

<222> (5617)..(711)

<223> DISULFID: puente disulfuro Cys74-Cys138

<220>
<221> misc_structure
222> (616) .. (618)

<223> DISULFID: puente disulfuro entre cadenas Cys107-Cys107

<400> 3
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gagccce atg ccec ggec cbtg atc tca goc cga gga cag ccc cte ctt gag
Met Pro Gly Leu Ile Ser Ala Arg Gly Gln Pro Leu Leu Glu
-85

gtc
Val

cca
Pro

ctg
Leu

cgce
. Arg
-35

gce
Ala

gcc
Ala

gca
Ala

ggc
Gly
30

cgce
Arg

gac
Asp

cgc
Arg

ctg
Leu

cecc
Fro
110

aga
Arg

ctt
Leu

ctt
Leu

gect
Ala
-50

agc
Ser

ggc
Gly

cgg
Arg

ccc
Pro
15

ccg
Pro

teg
Ser

gag
Glu

tct
Ser

cga
Arg
95

acg
Thr

acc
Thr

cct
Pro

ggt
Gly
-65

ctg
Leu

cct
Pro

cac
His

cgg
Arg
-1

‘cca

Pro

ggc
Gly

cag
Gln

ctg
Leu

cca
Pro
80

cecg

Pro

cgc
Arg

gtg
Val

-85

ccc
Pro
-80

cte
Leu

ctg
Leu

gece
Ala

ctg
Leu

ccg
Pro
1

tct
Ser

aac
Asn

ctg
Leu

gtg
val
65

cac

His

ccc
Pro

tac

Tyr

gac
Asp

caa
Gln

tce
Ser

agc
Ser

cce
Pro

ceyg
Pro
-15

ccg
Pro

gct
Ala

cgc
Arg

gtg
Val
50

cgt
Arg

gac
Asp

ceg
Pro

gaa
Glu

cge
Arg
130

gce
Ala

gcg
Ala

agc
Ser

cge
Axrg
-30

g99
Gly

ccg
Pro

ctt
Leu

gct
Ala

ccg
Pro

tte
Phe

ctc
Leu

ggce
Gly

gcg
Ala
115

ctc
Leu

cac
His

cag
Gln

gtec
Val
-45

gaa
Glu

gga

Gly’

cag
Gln

cce
Pro

cgg
Arg

gtg
Val

cgc
Arg

agc
Ser

tece
Ser
100

gtc
Val

tce
Sex

ctg
Leu

cct
Pro
-60

gca
Ala

ggc
Gly

cge
Arg

cct
Pro

cgc
Arg

gca
Ala

cge

ttc
Phe

ctg
Leu
85

cgg

tce
Ser

gcc
Ala

-90

ggt
Gly
-75

gcc
Ala

gag
Glu

cce
Pro

acg
Thr

tct
Ser

g9g9
Gly

gcg
Ala

gcg
Ala

tgc
Cys
70

gce
Ala

cce
Pro

tte
Phe

aac
Asn

gce
ala

ctg
Leu

gce
Ala

ccg
Pro

gcc
Ala
-10

cgg
Arg

ggc
Gly

9899
Gly

cte
Leu
58

agc
Ser

age
Serx

gtc
val

atg
Met

ccc
Pro
135

cte
Leu

tgg
Trp

tecc
Ser

cct
Pro
-25

cge
Arg

ccc
Pro

cge
Arg

gcg
Ala
40

ggc
Gly

ggc
Gly

cta
Leu

agc
Ser

gac
Asp
120

tgc
Cys

tgagggcteg ctcecaggget ttgcagactg gaccettacce

accctccecge agagtcccac tagccagegg cctcagccag

agaggecccet gecggtgggt gatg
<210>4

<211> 237
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 4

50

ttt cte
Phe Leu

ccc acce
Pro Thr
-55

ctg ggc
Leu Gly

-40

gtc ctg
Val Leu

tgg tgc
Trp Cys

gcg cce
Ala Pro
10

gcg gcg
Ala Ala
25

cgg ggc
Arg Gly

ctg ggc
Leu Gly

tcc tge
Ser Cys

ctg ggc
Leu Gly
S0

cag ccc
Gln Pro
105

gtc aac

Val Asn

ggce tgc
Gly Cys

cet
Pro
-70

ctg
Leu

tcc
Ser

gcg
Ala

agt
Ser

ccg
Pro

cgg
Arg

tge
Cys

cac
His

cge
Arg
75

gce
Ala

tgc
Cys

agc
Ser

ctg
Leu

gag
Glu

gcc
Ala

gcg
Ala

tce
Sexr

gga
Gly
-5

ccg
Pro

gct
Ala

cgc
Arg

cgc
Arg
60

cgc
Arg

gg99
Gly

tgc
Cys

acc
Thr

ggc
Gly
140

get
Ala

gct
Ala

ccc
Pro

ccc
Pro
-20
aga
Arg

cct
Pro

999
Gly
ctg

45

tcc
Ser

gcg
Ala

gce
Ala

cga
Arg

tgg

125

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

717

ggtggctctt cctgcctggg 777

ggacgaaggc ctcaaagctg 837
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Met Pro Gly Leu Ile Ser Ala Arg Gly Gln Pro Leu Leu Glu Val Leu
-85 -90 -85

Pro Pro Gln Ala His Leu Gly Ala Leu Phe Leu Pro Glu Ala Pro Leu
-80 =75 =70

Gly Leu Ser Ala Gln Pro Rla Leu Trp Pro Thr Leu Ala Ala Leu Ala
-85 -60 =55 -50

Leu Leu Ser Ser Val Ala Glu Ala Ser Leu Gly Ser Ala Pro Arg Ser
-45 -40 -35

Pro Ala Pro Arg Glu Gly Pro Pro Pro Val Leu Ala Ser Pro Ala Gly
-30 -25 =20

His Leu Pro Gly Gly Arg Thr Ala Arg Trp Cys Ser Gly Arg Ala Arg
-15 -10 -5

Arg Pro Pro Pro Gln Pro Ser Arg Pro Ala Pro Pro Pro Pro Ala Pro
-1 1 5 10 . 15

Pro Ser Ala Leu Pro Arg Gly Gly Arg Ala Ala Arg Ala Gly Gly Pro
20 25 20

Gly Asn Arg Ala Arg Ala Ala Gly Ala Arg Gly Cys Arg Leu Arg Ser
35 40 45

Gln Leu Val Pro Val Arg Ala Leu Gly Leu Gly His Arg Ser Asp Glu
50 55 60

Leu Val Arg Phe Arg Phe Cys Ser Gly Ser Cys Arg Arg Ala Arg Ser
65 70 75

Pro His Asp Leu Ser Leu Ala Ser Leu Leu Gly-Ala Gly Ala Leu Arg
80 B85 0 85

Pro Prxe Pro Gly Ser Arg Pro Val Ser Gln Pro Cys Cys Arg Pro Thr
100 105 110

Arg Tyr Glu Ala Val Ser Phe Met Asp Val Asn Ser Thr Trp Arg Thr
115 120 125

Val Asp Arg Leu Ser Ala Asn Pro Cys Gly Cys Leu Gly
130 135 140

<210> 5
<211> 140
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<220>
<223> En la que Xaa en la posiciéon 134 designa Asn o Thr, y Xaa en la posicién 135 designa Ala o Pro
<400> 5

51



10

15

Pro Pro
1

Ser Ala
Asn Arg
Leu Val

50

Val Arg
65

His Asp

Pro Pro

Tyr Glu

Asp Axrg
130
<210> 6

<211> 116
<212> PRT

Pro
Leu
Ala

35
Fro
Phe
Leu
Gly
Ala

115

Leu

Gln
Pro

20
Arg
val
Arg
Ser
Ser
100

Val

Ser

<213> Homo sapiens

<220>

Pro

Arg

Ala

Arg

Phe

Leu

85

Arg

Ser

Ala

Ser
Gly
Ala
Ala
Cys

70
aAla
Pro

Phe

Xaa

Gly

Gly

Leu

55

Ser

Sexr

Val

Met

Xaa
135

ES 2366 610 T3

Pro

Arg

Ala

40

Gly

Gly

Leu

Ser

Asp

120

cys

Ala

Ala

25

Arg

Leu

Ser

Leu

Gln

105

vVal

Gly

Pro

10
Ala
Gly
Gly
Cys
Gly

a0

Pro

Asn

Cys

Pro

Arg

Cys

His

Arg

75

Ala

Cys

Ser

Leu

Preoc

Ala

Arg

60

Arg

Gly

Cys

Thr

Gly
140

Pro

Gly

Leu

45

Ser

Ala

Ala

Arg

Trp
125

Ala
Gly
30

Arg

Arg

Leu

Fro
110

Pro

15
Pro
Ser
Glu
Ser
Arg

95

Thr

Thr

Pro

Gly

Gln

Leu

Pro-

80

Pro

Arg

Val

<223> En el que Xaa en la posicién 110 designa Asn o Thr, y Xaa en la posicién 111 designa Ala o Pro

<400> 6

Ala Ala Arg Ala

1

Arg Gly
Leu Gly
Ser Cys

50

Leu Gly
65

Gln Pro

Val Asn

Gly Cys

<210>7
<211> 113
<212> PRT

Cys

His

35

Aryg

Ala

Cys

Ser

Leu
115

ATg

20
Arg
Arg
Gly
Cys
Thx

100

Gly

<213> Homo sapiens

Gly

5

Leu

Ser

Ala

Ala

Arg

Trp

Gly

Arg

Asp

Arg

Leu

70

Pro

Arg

Pro

Ser

Giu

Ser

55

Axrg

Thr

Thr

Gly

Gln

Leu

40

Pro

Pro

Arg

Val

Asn

Leu

25

Val

His

Fro

Tyr

Asp
105

Arg

10
vVal
Arg
Asp
Pro
Glu

S0

Arg

52

Ala

Pro

Phe

Leu

Gly

75

Ala

Leu

Arg

val

Arg

Ser

60

Ser

Val

Ser

Ala

Arg

Phe

45

Leu

Arg

Ser

Ala

Ala

Ala

30

Cys

Ala

Pro

Phe

Xaa
110

Gly Ala

15

Leu Gly

Ser Gly

Ser Leu

Val Ser

80

Met Asp

85

Xaa Cys
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<220>

<223> En el que Xaa en la posiciéon 107 designa Asn o Thr, y Xaa en la posicién 108 designa Ala o Pro

<400> 7
Ala Gly Gly Pro Gly Asn
1 5

Arg Ala Arg

Val Val

25

Arg Leu Arg Ser Gln Leu Pro

20

Phe
40

Arg Ser Asp Glu Leu Val

35

Arg Arg

Arg Ala Arg Ser Pro His Leu Ser

50

Asp
55
Ala Leu

Pro Pro

70

Gly Pro Ser

€5

Arg Gly

Cys Arg Pro Thr Arg Glu Ala Val

85

Tvr

Thr Thr Val Leu

100

Ser
105

Trp Arg Asp Arg

Gly
<210> 8
<211> 861
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<220>
<221> CDS
<222> (58)..(717)

<220>
<221>5'UTR
<222> (1)..(57)

<220>
<221> 3'UTR
<222> (718)..(861)

<220>
<221> sig_peptide
<222> (58).. (174)

<220>
<221> mat_peptide
<222> (298)..(717)

<220>
<221> mat_peptide
<222> (370)..(717)

<220>
<221> mat_peptide
<222> (379)..(717)

<220>

<221> misc_structure

<222> (661)..(663)

<223> CARBOHYD: Asparagina glicosilada en Asn122

Ala Ala Gly
10
Ala

Arg Leu

Phe Cys Ser

Ser
60

Leu Ala

Pro Val

75

Ser Phe

20

Met

Ala Xaa Xaa

53

Ala

Gly

Gly

45

Leu

Ser

Asp

Cys

Arg

Leu

30

Ser

Leu

Gln

Val

Gly
110

Gly

15
Gly
Cys
Gly

Pro

Asn
95

Cys

Cys

His

Arg

Ala

Cys
80

Ser

Leu
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15

20

<220>
<221> misc_structure
<222> (424)..(621)

<223> DISULFID: puente disulfuro Gly43-GlylO8

<220>
<221> misc_structure
<222> (505)..(705)

<223> DISULFID: puente disulfuro Gly70-Gly136

<220>
<221> misc_structure
<222> (517)..(711)

<223> DISULFID: puente disulfuro Gly74-Gly138

<220>
<221> misc_structure
<222> (616)..(618)

<223> DISULFID: puente disulfuro entre cadenas Gly107-Gly107

<400> 8
aggagggatgg gggaacagct caacaatggc tgatgggegc

atg
Met
-80

cct

Pro

ctyg
Leu

gcc
Ala

ctg
Leu

ccg
Pro

tct
Ser

agce
Ser

ctg
Leu

gaa
Glu

agg
Arg

agc
Serx

cce
Pro

ccg
Pro
-15

ccg
Pro

gct
Ala

cge
Arg

gtg
Val

ctt
Leu

cgg
Arg

age
Ser

cgce
Arg
-30

gg9
Gly

ccg
Pro

ctt
Leu

gct
Ala
35

ccg
Pro

gga
Gly

cag
Gln

gte
Val
-45

gaa

Glu

gga
Gly

cag
Gln

cce
Pro
20

cgg

gtg
Val

ctt
Leu

cct
Pro
-60

gca

Ala

ggc
Gly

cgc
Arg

cct
Pro

cge
Arg

gca
Ala

cge
Arg

gga
Gly
-75

gcc

Ala

gag
Glu

cece
Pro

acg
Thr

tct
Ser

999
Gly

gcg
Ala

gcg
Ala

ggc
Gly

ctyg
Leu

gcc
Ala

ccg
Pro

gcc
Ala
-10

cgg

g9c
Gly

999
Gly

ctc
Leu

ES 2366 610 T3

cte
Leu

tgg
Trp

tce
Ser

cck
Pro
=25

cgc
Arg

ccec
Pro

cge
Arg

gcg
Ala
40

ggc
Gly

tcc
Ser

cco
Pro

ctyg
Leu
-40

gtec
val

tgg
Trp

gcg
Ala

gcg
Ala
25

cgg
Arg

ctg
Leu

acg
Thr

acc
Thr
-55

gge
Gly

ctg
Leu

tgc
Cys

cce
Pro
10

gcg
Ala

ggc
Gly

ggc
Gly

ctg
Leu
-70

ctg

Leu

tee
Sex

gcg
Ala

agt
Ser

ccg
Pro

cgg
Arg

tgc
Cys

cac
His

54

tectggtgtt gatagag

tceo
Ser

gce
Ala

gcg
Ala

tece
Ser

gga
Gly
-5

ccg
Pro

gct
Ala

cge
Arg

cgc
Arg

cac
His

gct
Ala

cece
Pro

cce
Pro
-20

aga
Arg

cct
Pro.

999
Gly

ctg
Leu
45

tece
Ser

tgc
Cys

ctg
Leu

cge
Arg
=35

gce
Ala

gcc
Ala

gca
Ala

gge
Gly
30

cge

Axrg

gac
Asp

ccc tgg
Pro Trp
-65

get ctg
Ala Leu
-50

agec cct

Ser Pro

ggc cac
Gly His

cgg cgg

Arg Arg
-1

ccc cca
Pro Pro
15

ccg ggc
Pro Gly

teg cag
Ser Gln

gag ctg
Glu Leu

57

105

153

201

248

297

345

393

441

489
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50 -1 60

gtg egt tte cge tte tge age gge tee _tgc cge cge geg cge tet cca 537
Val Arg Phe Arg Phe Cys Ser Gly Ser Cys Arg Arg Ala Arg Ser Pgo
65 70 75 0

cac gac ctec age ctg gec age cta ctg ggce goc ggg gcec ctg cga ccg 585
His Asp Leu Ser Leu Ala Ser Leu Leu Gly Ala Gly Ala Leu Arg Pro
85 90 95

ccec ccg gge tee cgg ccc gte age cag cec tge tge cga ccc acg cgce 633
Pro Pro Gly Ser Arg Pro Val Ser Gln Pro Cys Cys Arg Pro Thr Arg
100 105 110

tac gaa gcg gtc tec tte atg gac gte aac agc acc tgg aga acc gtg 681
Tyr Glu Ala Val Ser Phe Met Asp Val Asn Ser Thr Trp Arg Thr Val
115 120 125

gac cgc ctc tce gec ace gec tge gge tge ctg gge tgagggcteg 727
Asp Arg Leu Ser Ala Thr Ala Cys Gly Cys Leu Gly
130 . 135 140

cteecaggget ttgcagactg gacccttace ggtggctctt cctgectggg acccteecge 787

agagtcccac tageccagcgg cctcagcocag ggacgaaggce ctcaaagctg agaggcccect 847

accggtgggt gatg 861
<210>9
<211> 220

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 9

Met Glu Leu Gly Leu Gly Gly Leu Ser Thr Leu Ser His Cys Pro Trp
=80 =75 =70 -65

Pro Arg Arg Gln Pro Ala Leu Trp Pro Thr Leu Ala Ala Leu Ala Leu
-60 -55 -50

Leu Ser Ser Val Ala Glu Ala Ser Leu Gly Ser Ala Pro Arg Ser Pro
-45 -40 -35

Ala Preo Arg Glu Gly Pro Pro Pro Val Leu Ala Ser Pro Ala Gly His
-30 -25 -20

Leu Pro Gly Gly Arg Thr Ala Arg Trp Cys Ser Gly Arg Ala Arg Arg
-15 -10 -5 -1

Pro Pro Pro Gln Pro Ser Arg Pro Ala Pro Pro Pro Pro Ala Pro Pro
1 5 10 15

Ser Ala Leu Pro Arg Gly Gly Arg Ala Ala Arg Ala Gly Gly Pro Gly
20 25 30

Ser Arg Ala Arg Ala Ala Gly Ala Arg Gly Cys Arg Leu Arg Ser Gln
35 40 45

Leu Val Pro Val Arg Ala Leu Gly Leu Gly His Arg Ser Asp Glu Leu
‘50 55 60

Val Arg Phe Arg Phe Cys Ser Gly Ser Cys Arg Arg Ala Arg Ser Pro
65 70 75 80

55
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His Asp Leu Ser Leu Ala Ser Leu Leu Gly Ala Gly Ala Leu Arg Pro
85 90 95

Pro Pro Gly Ser Arg Pro Val Ser Gln Pro Cys Cys Arg Pro Thr Arg
100 105 110

Tyr Glu Ala Val Ser Phe Met Asp Val Asn Ser Thr Trp Arxg Thr Val
115 120 125

Asp Arg Leu Ser Ala Thr Ala Cys Gly Cys Leu Gly
130 135 140

<210> 10

<211> 140

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> CARBOHYD

<222> (122)

<223> Asparagina glicosilada
<400> 10

Pro Pro Pro Gln Pro Ser Arg Pro Ala Pro Pro Pro Pro Ala Pro Pro.
1 5 10 15

Ser Ala Leu Pro Arg Gly Gly Arg Ala Ala Arg Ala Gly Gly Pro Gly
20 25 30

Ser Arg Ala Arg Ala Ala Gly Ala Arg Gly Cys Arg Leu Arg Ser Gln
35 40 45

Leu Val Pro Val Arg Ala Leu Gly Leu Gly His Arg Ser Asp Glu Leu
50 55 60

Val Arg Phe Arg Phe Cys Ser Gly Ser Cys Arg Arg Ala Arg Ser Pro
65 70 75 80

His Asp Leu Ser Leu Ala Ser Leu Leu Gly Ala Gly Ala Leu Arg Pro
85 50 85

Pro Pro Gly Ser Arg Pro Val Ser Gln Pro Cys Cys Arg Pro Thr Arg
100 105 110.

Tyr Glu Ala Val Ser Phe Met Asp Val Asn Ser Thr Trp Arg Thr Val
115 120 125

Asp Arg Leu Ser Ala Thr Ala Cys Gly Cys Leu Gly
130 135 140

<210> 11

<211> 116

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> CARBOHYD

<222> (98)

<223> Asparagina glicosilada
<400> 11

hla Ala Arg Ala Gly Gly Pro Gly Ser Arg Ala Arg Ala Ala Gly Ala

56
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15

20

Arg Gly Cys Arg Leu
20

Leu Gly His Arg Ser
35

Ser Cys Arg Arg Ala
50

Leu Gly Ala Gly Ala
65

Gln Pro Cys Cys Arg
85

Val Asn Sexr Thr Trp
100

Gly Cys Leu Gly
115

<210> 12
<211> 113
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<220>
<221> CARBOHYD
<222> (95)
<223> Asparagina glicosilada
<400> 12
Ala Gly Gly Pro Gly
1 5

Arg Leu Arg Ser Gln
20

Arg Ser Asp Glu Leu
35

Arg Ala Arg Ser Pro
50

Gly Ala Leu Arg Pro
65

Cys Arg Pro Thr Arg
85

Thr Trp Arg Thr Val
100

Gly

<210> 13

<211> 102

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 13

Arg

Asp

Arg

Leu

70

Pro

Arg

Ser

Leu

Val

Pro
70

Asp

Ser
Glu
Ser

55
Arg

Thr

Thr

Arxg

Val

Arg

Asp

55

Pro

Glu

Axrg

ES 2366 610 T3

Gln

Leu Val

40

Pro

Pro

Arg

val

Ala

Pro

Phe

40

Leu

Gly

Ala

Leu

Leu
25

His Asp

Pro Pro

Tyr Glu

Asp Arg

105

Axrg

Val

25

Ser

Ser

Val

Ser
105

Val

10

S0

Ala
10

Arg

Phe

Leu

Ser
90

Ala

Pro
Phe
Leu
Gly

75

Ala

Leu

Ala

Ala

Cys

Ala

Pro

75

FPhe

Thr

Val

Arg

Ser

Ser

vVal

Serx

15

Arg Ala Leu Gly

30

45

60

Gly

Leu

Ser

Ser

60

Val

Met

Ala

Phe Cys Ser Gly

Leu Ala Ser Leu

Arg Pro Val Ser

80

Ser Phe Met Asp

95

Ala Thr Ala Cys

110

Ala

Gly

Gly

45

Leu

Ser

Asp

Cys

Arg Gly Cys
15

Leu Gly His
30

Ser Cys Arg
Leu Gly Ala
Gln Pro Cys

80

Val Asn Ser
g5

Gly Cys Leu
110

cctggccage ctactgggeg ccggggccct gcgaccgccc ccgggctccec ggcccgtcag 60
ccagccctge tgccgaccca cgcgctacga agcggtcectcece tt

<210> 14
<211> 220
<212> ADN

57

102



10

<213> Murinae gen. sp.

<400> 14
ggccacecget

ccgacgagcet

cgctcccage acgatctcag
ccecgggtece ggccgatcag
ttcatggacg tgaacagcac

<210> 15
<211> 2136
<212> ADN

<213> Murinae gen. sp.

<220>
<221> CDS

<222> (975)..(1646)

<400> 15
gcggecgega

tggggtctte
cggatccgga
ctgggceeca
ggecaggagge
gccagcaaca
ccaagggcac
cacaactetg
aggcgecctag
gtggaaggaa
cagagcagaa
tagacgatet
tgaccttgtg
tctecatege
cgagagactg
caagctgeeg

tggagccgaa

cac tge cte cgg cct agg tgg cag tca
Hieg Cys Leu Arg Pro Arg Trp Gln Ser

attcggcacg
tccaaatgte
gggtggagcg
coccocegggatc
tgctgaggga
agtcecctegg
agaccggctg
ggcatgatcece
aaggacacgyg
ctcaagttac
gggtcttaga
ctgagctcag
gcatcgcgaa
agctaccgct
gagtggaagg

caggaagagg

ES 2366 610 T3

gatacgttte
tctggccage
ccageccktge
ctggagaacc

agggegtcte
tagccceccac
gccaggtgag
tggtgacgcc
tggagttggg
gceecageee
ccaaggcccc
acttgagett
accaggaccc
tactttctcec
agacaggacc
ctgagetttyg
ggaacaggtc
gctgagttga
aggaataccce

gtggggaaac

cgcttctgeca
ctactgggeg
tgeceggecca
gtggaccgee

gctgcagecece
ctagagggac
ccctgaaagyg
ggggctggaa
ctoggecece
tecgectgegac
acttttaact
cgggggaaag
ctttggtatg
aaccaccctyg
acagctgtgt
tttgeecate
ctgccaagca
ctctagctac

caaaggataa

gggtccacga

agct atg gaa ctg gga ctt
Met Glu Leu Gly Leu
1 5

gca gag
Ala Glu

gec tgg
Ala Trp

58

gcggctcgtg ccgeccgagca 60
ctggggccet acggtegect 120
ctecgetatga ggecgtectec 180

gegatctcta
ctagecctage
tggggcygggg
tttgacaccg
agatgcggcec
tggggcttgg
aaaagaggcg
ccecagecactg
gagtgaacgc
gtaccttcag
gagtcteceee
tggagaagtg
cctaacacag
tccaacctee
ctaacteatc
aggcttectga

cct
Pro

act geca
Thr Ala
10

cca acc
Pro Thr

tgg
Trp

ctctgectec
cagcggggac
cgggggceget
gacggcggcg
cgcgggetet
agccctgeac
ctgccaggtg
gtccecaggag
tgagcatgga
ccctgaagta
cctgaggcct
agccattgat
agagcaaggt
tagggteogett
tttecagtttg
tgggagcttce

tece
Ser

ttg
Leu

cka
Leu

gct
Ala

220

60

120

180

240

300

360

420

480

540

800

660

720

780

840

900

960

1010

1058
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15 20 25
gtt cta gcc ctg ctg agc tgc gtc aca gaa gct tcec ctg gac cca atg 1106
Val Leu Ala Leu Leu Ser Cys Val Thr Glu Ala Ser Leu Asp Pro Met
30 35 49
tecc cge age ccc gec get cge gac ggt cee teca ceg gte ttg geg cece 1154
Ser Arg Ser Pro ARla Ala Arg Asp Gly Pro Ser Pro Val Leu Ala Pro
a5 50 55 60
ccc acg gac cac ctg cct ggg gga cac act gecg cat ttg tge agc gaa 1202
Pro Thr Asp His Leu Pro Gly Gly His Thr Ala His Leu Cys Ser Glu
65 70 15
aga acc ctg cga CCC ccg cct cag tct cct cag cecc gca ccc ccg ccg 1250
Arg Thr Leu Arg Pro Pro Pro Gln Ser Pro Gln Pro Ala Pro Pro Pro
80 85 90
cct ggt cecc gecg ctc cag tet ect cece get geg cte ege ggg gea cge 1298
Pro Gly Pro Ala Leu Gln Ser Pro Pro Ala ARla Leu Arg Gly Ala Arg
95 100 105
gcg geg cgt geca gga ace cgg age age cge gea cgg acc aca gat geg 1346
Ala Ala Arg Ala Gly Thr Arg Ser Ser Axg Ala Arg Thr Thr Asp Ala
110 115 120
€gc ggc tge cgc ctg cge tcg cag ctg gtg ccg gtg age gcg ctc ggc 1394
Arg Gly Cys Arg Leu Arg Ser Gln Leu Val Pro Val Ser Ala Leu Gly
125 130 135 140
cta ggc cac age tcc gac gag ctg ata cgt ttc cge tte tge age gge 1442
Leu Gly His Ser Ser Asp Glu Leu Ile Arxrg Phe Axg Phe Cys Ser Gly
145 ‘150 155
tcg tge cge cga gea cge tecc cag cac gat ctc agt ctg gocc agce cta 1450
Ser Cys Arg Arg Ala Arg Ser Gln His Asp Leu Ser Leu Ala Ser Leu
160 165 170
ctg ggc gct ggg gcc cta cgg tecg cct ccec ggg tee egg ceg ate age 1538
Leu Gly Ala Gly Ala Leu Arg Ser Pro Pro Gly Ser Arg Pro Ile Ser
175 180 185.
cag ccc tge tge cgg cecc act cge tat gag gec gte tee tte atg gac 1586
Gln Pro Cys Cys Arg Pro Thr Arg Tyr Glu Ala Val Ser Phe Met Asp
190 195 200
gtg aac agc acc tgg agg acc gtg gac cac ctc tcec gce ack gec tgc 1634
Val Asn Ser Thr Trp Arg Thr Val Asp His Leu Ser Ala Thr Ala Cys
205 210 215 220
ggc tgt ctg ggc tgaggatgat ctatctccaa gecctttgecac actagaccca - 1686
Gly Cys Leu Gly
tgtgttgcce tacctggaac agctccaccg ggectcacta accaggagcec tcaactcage 1746
aggatatgga ggctgcagag ctcaggcccc aggcecggtga gtgacagacg tcgtcoggcat 1806
gacagacaga gtgaaagatg tcggaaccac tgaccaacag tcccaagttg ttcatggatc 16866
ccagctctac agacaggaga  aacctcagct aaagagaact cctctgggag aatccagaaa 1926
tggcectetg tectggggaa tgaattttga agagatatat atacatatat acattgtagt 1986
cgegttgetg gaceagectyg tgetgaaace agtecegtgt tcacttgtgg aageccgaage 2046

cctatttatt atttctaaat tatttattta ctttgaaaaa aaacggccaa gtcggcctcc 2106

ctttagtgag ggttaatttg tgatcccggg 2136

<210> 16
<211> 224
5 <212> PRT

59
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<213> Murinae gen. sp.

<400> 16

Met Glu Leu Gly Leu Ala Glu Pro Thr Ala
1 5 10

Pro Arg Trp Gln Ser Ala Trp Trp Pro Thr
20 25

Leu Ser Cys Val Thr Glu Ala Ser Leu Asp
35 40

Ala Ala Arg Asp Gly Pro Ser Pro Val Leu
50 55

Leu Pro Gly Gly His Thr Ala His Leu Cys
65 70

Pro Pro Prc Gln Ser Pro Gln Pro Ala Pro
as a0

Leu Gln Ser Pro Pro Ala Ala Leu Arg Gly
100 105

Gly Thr Arg Ser Ser Arg Ala Arg Thr Thr
115 120

Leu Arg Ser Gln Leu Val Pro Val Ser Ala
130 135

Ser Asp Glu Leu Ile Arg Phe Arg Phe Cys
145 150

Ala Arg Ser Gln His Asp Leu Ser Leu Ala
165 170

Ala Leu Arg Ser Pro Pro Gly Sexr Arg Pro
180 185

Arg Pro Thr Arg Tyr Glu Ala Val Ser Phe
195 200

Trp Arg Thr Val Asp His Leu Sexr Ala Thr
210 215

<210> 17
<211> 18
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: Cebador de PCR
<400> 17
cctggccage ctactggg
<210> 18
<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: Cebador de PCR
<400> 18
aaggagaccg cttegtageyg
<210> 19
<211>17

60

Leu

Leu

Pro

Ala

Ser

75

Pro

Ala

Leu

Ser
155

Ser -

Ile

Met

Ala

Ser

Ala

Met

Pro

60

Glu

Pro

Arg

Ala

Gly

140

Gly

Leu

Ser

Asp

Cys
220

His

Val

Ser

45

Pro

Arg

Pro

Ala

Arg

125

Leu

Ser

Leu

Gln

Val

205

Gly

Cys

Leu
30

Arg

Thr

Thr

Gly

Ala

110

Gly

Gly

Cys

Gly

Pro

190

Asn

Cys

Leu

15
Ala
Ser
Asp
Leu
Pro

g5
Arg
Cys
His
Arg

Ala
175

Cys

Ser

Leu

Arg
Leu
Pro

His

80

Ala

Ala

Ser

160

Gly

Cys
Thr

Gly

18

20
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<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Cebador de PCR
<400> 19
atggaacttg gacttgg
<210> 20
<211> 16
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Cebador de PCR
<400> 20
tccatcacce accgge
<210> 21
<211>18
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Cebador de PCR
<400> 21
ggccaccget ccgacgag
<210> 22
<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: Cebador de PCR
<400> 22
ggcggtccac ggttctccag

<210> 23
<211> 29
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: Cebador de PCR
<400> 23
ccaagcccac ctgggtgcce tetttectcee

<210> 24

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Cebador de PCR
<400> 24

catcacccac cggcaggggc ctctcag

<210> 25

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Cebador de PCR
<400> 25

gagceccatge ceggectgat ctcagcccga ggaca

<210> 26
<211> 34
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Cebador de PCR
<400> 26
cectggctga ggeccgetgge tagtgggact ctge

61

17

16

18

20

29

27

35

34
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<210> 27
<211> 31
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2366 610 T3

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Sonda de hibridacién

<220>

<22I> misc_structure

<222> (1)

<223> en la que n representa un resto de conjugacion que se une a la fosfatasa alcalina

<400> 27

ncaggtggtc cgtgggggge gocaagaccg g

<210> 28
<211> 16
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Cebador de PCR

<400> 28

ctaggageee atgecc

<210> 29
<211> 351
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 29

atggctggag
tctcaactag
tttegttttt
tctctactag
tgttgtagac
accgtagata

<210> 30
<211> 414
<212> ADN

gaccgggate
tgccggtgcy
gttcaggatc
gageccggagce
ctactagata
gactatctyge

<213> Homo sapiens

<400> 30
atgggceate
gacaaggctg
cgtteteaac
cgkttttcgtt
gcatctctac
ccttgttgta
agaaccgtag
<210> 31
<211> 39
<212> ADN

atcatcatea
gaggaccggg
tagtgeceggt
tttgttcagg
taggagecgg
gacctactag
atagactate

<213> Secuencia artificial

<220>

tegtgectegt
tgcactcocgga
ttgtcatcgt
actaagaccg
cgaagcagta
aaccgeatgt

tecatcatecat
atctegtget
gegtgeacte
atcttgtegt
agcactaaga
atacgaagca
tgcaaccgca

geagcaggag
ctgggacace
gcacgttcte
ccgcegggat
tetttecatgg
ggctgtctag

catcactcga
cgktgeagecag
ggactgggac
cgtgcacgtt
cecgeegecgg
gtatctttca
tgtggectgte

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Cebador de PCR

<400> 31

aaggaaaaaa gecggccgceca tggaacttgg acttggagg

<210> 32
<211> 39
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Cebador de PCR

<400> 32

ttttttectt ggeggoeget cageccagge agoegeaqg

<210> 33
<211> 16
<212> ADN

62

cacgtggcktyg
gttccgacga
cgcatgatct
ctagacctgt
acgtaaactece
gatgataata

gcggecatat
gagcacgtgyg
accgtteega
ctccgecatga
gatctagacce
tggacgtaaa
taggatgata

tecgtetgegt
actagtacgt
atctctagca
atctecaacct
tacatggaga
g

cgacgacgac
ctgtegtcectg
cgaactagta
tctatctcta
tgtatctcaa
ctctacatgg
atag

31

1le

60

120
180
240
300
351

60

120
180
240
300
360
414

39

39
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<220>

ES 2366 610 T3

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Cebador

<400>

gagecgagecce teagee

33

<210> 34

<211> 224
<212> PRT
<213> Rattus sp.

<400> 34

Met
1
Pro
Leu
Ala
Leu
65
Pro
Leu
Gly
Leu
Ser
145
BAla
Ala

Arg

Trp

Glu

Arg

Ser

Ser

50

Pro

Pro

Gln

Thr

Arg

130

Asp

Leu

Pro

Arg
210

<210> 35

<211> 1

12

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 35

Leu

Trp
Ser

35
Arg
Gly
Pro
Ser
Arg
115
Ser
Glu
Ser
Arg
Thr

195

Thr

Gly

Gln

20

val

Asp

Gly

Gln

Pro

100

Ser

Gln

Leu

Pro

Ser

180

Arg

Vval

Leu

Pro

Thr

Val

His

Ser

85

Fro

Ser

Leu

Ile

His

165

Pro

Asp

Gly

Ala

Glu

Fro

Thr

70

Pro

Ala

Arg

Val

Arg

i50

Asp

Pro

Glu

His

Glu
Leu
Ala
Ser

55

Ala

Gln

Ala
Pro
135
Phe
Leu
Gly

Ala

Leu
215

Pro

Irp

Ser

40

Pro

His

Pro

Leu

120

Val

Arg

Ser

Ser

Val

200

Ser

Thr

Pro

25

Leu

val

Leu

Ala

Arg

105

Rhla

Ser

Phe

Leu

Arg

185

Ser

Ala

Ala
10

Thr

Leu

Cys

Pro

90

Gly

Thr

Ala

Cys

Ala

170

Pro

Phe

Thr

63

Leu

Leu

Pro

Ala

Ser

15

Pro

Ala

Asp

Leu

Ser

155

Ser

Ile

Met

Ala

Ser

Ala

Met

Pro

60

Glu

Pro

Arg

Ala

Gly

140

Gly

Leu

Serxr

Asp

Cys
220

His
Ala
Ser

45

Pro

Pro
Ala
Arg
125
Leu
Ser
Leu
Gln
val

205

Gly

Cys

Leu

30

Thr

Ala

Gly

Ala

110

Gly

Gly

Cys

Gly

Pro

190

Asn

Cys

Leu

15

Ala

Ser

Asp

Leu

Pro

95

Arg

Cys

His

Arg

Ala

175

Cys

Ser

Leu

16

Arg

Leu

Fro

Tyr

Axg

80

Ala

Ala

Arg

Ser

Arg

160

Gly

Cys

Thr

Gly
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Gly Gly Pro
1

Gly

Gln
20

Leu Arg Ser

Ser Asp Glu
35

Leu

Ala Arg Ser Pro

50

Ala Leu Arg
65

Pro
Arg Pro Thr Arg

Val
100

Trp Arg Thr

<210> 36

<211> 111

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 36

Gly Pro Gly
1

Ser

Arg Gln Leu

20

Ser

Glu Leu Val

35
His

Ser Pro

50
Pro

Leu Pro

65

Arg

Pro Thr Arg Tyr

Arg Thr Val Asp

100

<210> 37
<211> 110
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 37
Pro Gly Ser Arg
1

Ser Gln Leu Val
20

Glu Leu Val Arg
35

Ser

Leu

Val

His

Pro

85

Asp

Val

Arg

Asp

Pro

Glu

85

Arg

Ala

Pro

Phe

Arg
val
Arg
Asp
Pro

70

Glu

Ala
Pro
Phe
Leu
Gly

70

Ala

Leu

Arg
Val

Arg

Ala
Pro
Phe
Leu

55

Gly

Ala

Arg
Val
Arg
Ser

55
Ser

Val

Sex

Ala

Phe

ES 2366 610 T3

Arg

Vval
Arg

40
Ser
Ser

Val

Sexr

Ala

Arg

Phe

40

Leu

Arg

Ser

ala

Ala

Ala

Cys
40

Ala

Arg

25
Phe
Leu
Arg

Ser

Ala
105

Ala

Ala

25

Ala

Pro

Phe

Thr
105

Gly

Leu
25

Ser

Ala
10

Ala

Cys

Ala

Pro

Phe
90

Gly

10
Leu
Ser
Ser
vVal
Met

S0

Ala

Ala
10

Gly

Gly

64

Gly Ala Arg

Leu Gly Leu

Ser
45

Ser Gly

Leu
60

Ser Leu

val
75

Ser Gln

Met Asp Val

Ala Gly

Ala Arg Gly

Gly Leu Gly

Gly Ser Cys

45

Leu
60

Leu Gly

Ser Gln Pro

75

Asp Val Asn

Cys Gly Cys

Arg Gly Cys

Leu Gly His

Ser Cys.Arg
45

Gly Cys.Arg

15
Gly His
30

Arg

Arg Arg

Gly Ala Gly

Pro Cys Cys

80
Thr

Asn Ser

95
Cys Leu
110

Gly

Cys Arg Leu

15
His Ser
30

Arg

Arg Arg Ala

Ala Gly Ala

Cys Cye Arg

80

Thr
95

Ser Trp

Leu
110

Gly

Arg Leu Arg

15

Arg Ser Asp

30

Arg Ala Arg
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15

Ser Pro Hie Asp
50

Arg Pro Pro Pro
65

Thr Arg Tyr Glu

Thr Val Asp Arg
100

<210> 38
<211> 109
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 38

Gly Ser Arg Ala

1

Gln Leu Val Pro
20

Leu Val Arg Phe
35

Pro His Asp Leu
50

Pro Pro Pro Gly
65

Arg Tyr Glu Ala

Val Asp Arg Leu
100

<210> 39

<211> 108

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 39

Ser Arg Ala Arg
1

Leu Val Proc Val
20

Val Arg Phe Arg
35

His Asp Leu Serxr
50

Pro Pro Gly Ser
65

Tyr Glu Ala Val

Leu
Gly
Ala

B85

Leu

vVal

Arg

Ser

Ser

val

85

Ser

Ala

Axg

Phe

Leu

Arg

Ser
85

Ser
Ser
70

val

Ser

Ala

Arg

Phe

Leu

Arg
70

Ser

Ala

Ala

Ala

Cys

Ala

Pro

70

Phe

ES 2366 610 T3

Leu Ala
58
Arg Pro

Ser Phe

Ala Thr

Ala Gly
Ala Leu
Cys Ser

40

Ala Serxr
55

Pro Val

Phe Met

Thr Ala

Gly Ala

Leu Gly

Ser Gly
40

Ser Leu
55

Val Ser

Met Asp

Ser

val

Met

Ala
105

Ala

Gly

25

Gly

Leu

Ser

Asp

Cys
1056

Arg
Leu

25
Ser
Leu

Gln

Val

Leu
Ser
ABp

S0

Cys

Arg

10
Leu
Ser
Leu
Gln
Val

g0

Gly

Gly

10
Gly
Cys
Gly

Pro

Aesn
50

Leu
Gln
75

Val

Gly

Gly

Gly

Cys

Gly

Pro

75

Asn

Cys

Cys

His

Arg

Ala

Cys

75

Ser

Gly
&0
Pro

Agn

Cys

Cys

His

Arg

Ala

60

Cys

Serx

Leu

Arg
Arg
Arg
Gly

60

Cys

Thr

Ala

Cys

Ser

Leu

Arg

Arg

Arg

45

Gly

Cys

Thr

Gly

Leu
Ser
Ala

45
Ala

Arg

Trp

Asp Arg Leu Ser Ala Thr Ala Cys Gly Cys Leu Gly
105

100
<210> 40

65

Gly

Cys

Thr

Gly
110

Leu
Ser

30
Ala
Ala

Arg

Trp

Asp

30
Arg
Leu

Pro

Arg

Ala

Arg

Trp
95

Arg

15

Asp

Arg

Leu

Pro

Arg
95

Ser
15
Glu

Ser

Thr

Thr
95

Leu
Pro
80

Arg

Ser

Glu

Ser

Arg

Thr

BO

Thr

Gln

Leu

Pro

Pro

Arg

80

Val
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<211> 107
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 40

Arg Ala Arg Ala

1

Val Pro
Arg Phe
Asp Leu

50

Pro Gly
65

Glu Ala

Arg Leu

<210> 41
<211> 106
<212> PRT

val

Arg

35

Ser

Ser

Val

Ser

Arg

20

Phe

Leu

Arg

Ser

Ala
100

<213> Homo sapiens

<400> 41

Ala Arg Ala Ala

1

Pro Val
Phe Arg

Leu Ser
50

Gly Ser
65

Ala Val

Leu Ser

<210> 42
<211> 105
<212> PRT

Arg

Phe

35

Leu

Axrg

Ser

BRla

Ala

20

Cys

Ala

Pro

Phe

Thr
100

<213> Homo sapiens

<400> 42

Ala

5
Ala
Cys
Ala
Pro
Fhe

85

Thr

Gly

Leu

Ser

Ser

Val

Met

BS

Ala

Gly
Leu
Ser
Ser
val

70

Met

Ala

Ala
Gly
Gly
Leu
Ser

70

Asp

Cys

Ala

Gly

Gly

Leu

55

Ser

Asp

Cys

Arg

Leu

Ser

Leu

55

Gln

vVal

Gly

ES 2366 610 T3

Arg Gly

Leu Gly
25

Ser Cys
40

Leu Gly

Gln Pro

Val Asn

Gly Cys
105

Gly Cys

Gly His
25

Cys Axg
40

Gly Ala
Pro Cys

Asn Ser

Cys Leu
105

Cys

10
His
Arg
Ala
Cys
Sexr

90

Leu

Arg

10
Arg
Arg
Gly
Cys
Thr

90

Gly

66

Arg

Arg

Arg

Gly

Cyse

75

Thr

Gly

Leu

Ser

Ala

Ala

Arg

75

Trp

Leu

Ser

Ala

Ala

60

Arg

Trp

Arg Ser

Asp Glu

Arg Ser

Leu Arg

60

Pro Thr

Arg Thr

Arg

Asp

Arg

45

Leu

Pro

Arg

45

Ser
Glu
30

Ser

Arg

Thr

Thr

Gln

Leu

30

Pro

Pro

Arg

vVal

Gln

i5

Leu

Pro

Pro

Arg

Val
95

Leu
15
Val

His

Pro

ASp
95

Leu

Val

His

Pro

80

Asp

Vval

Arg

Asp

Pro

Glu
80
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Arg Ala Ala Gly Ala Arg Gly Cys Arg Leu Arg Ser Gln Leu Val Pro
Val Arg Ala Leu Gly Leu Gly His Arg Ser Asp Glu Leu Val Arg Phe
20 25 30

Arg Phe Cys Ser Gly Ser Cys Arg Arg Ala Arg Ser Pro His Asp Leu
35 40 45

Ser Leu Ala Ser Leu Leu Gly Ala Gly Ala Leu Axg Pro Pro Pro Gly
50 55 60

Ser Arg Pro Val Ser Gln Pro Cys Cys Arg Pro Thr Arg Tyr Glu Ala
65 70 75 80

Val Ser Phe Met Asp Val Asn Ser Thr Trp Arg Thr Val Asp Arg Leu

as 90 95
Ser Ala Thr Ala Cys Gly Cys Leu Gly
100 105
<210> 43
<211> 104
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 43
Ala Ala Gly Ala Arg Gly Cys Arg Leu Arg Ser Gln Leu Val Pro Val
1 5 10 15

Arg Ala Leu Gly Leu Gly His Arg Ser Asp Glu Leu Val Arg Phe Arg
20 25 30

Phe Cys Ser Gly Ser Cys Arg Arg Ala Arg Ser Pro His Asp Leu Ser
35 40 45

Leu Ala Ser Leu Leu Gly Ala Gly Ala Leu Arg Pro Pro Pro Gly Ser
50 S5 60

Arg Pro Val Ser Gln Pro Cys Cys Arg Pro Thr Arg Tyr Glu Ala val
65 70 75 80

Ser Phe Met Asp Val Asn Ser Thr Trp Arg Thr Val Asp Arg Leu Ser
85 90 95

Ala Thr Ala Cys Gly Cys Leu Gly

100
<210> 44
<211> 103
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 44
Ala Gly Ala Arg Gly Cys Arg Leu Arg Ser Gln Leu Val Pro Val Arg
1 5 10 15

Ala Leu Gly Leu Gly His Arg Ser Asp Glu Leu Val Arg Phe Arg Phe
20 25 30

Cys Ser Gly Ser Cys Arg Arg Ala Arg Ser Pro His Asp Leu Ser Leu

67
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35 40 &5
Ala Ser Leu Leu Gly Ala Gly Ala Leu Arg Pro Pro Pro Gly Ser Arg
50 55 60
Pro Val Ser Gln Pro Cys Cys Arg Pro Thr Arg Tyr Glu Ala Val Ser
65 70 75 80
Phe Met Asp Val Asn Ser Thr Trp Arg Thr Val Asp Arg Leu Ser Ala
85 90 95
Thr Ala Cys Gly Cys Leu Gly
100
<210> 45
<211> 102
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 45
Gly Ala Arg Gly Cys Arg Leu Arg Ser Gln Leu Val Pro Val Arg Ala
1 5 10 1s
Leu Gly Leu Gly His Arg Ser Asp Glu Leu Val Arg Phe Arg Phe Cys
20 25 30
Ser Gly Ser Cys Arg Arg Ala Arg Ser Pro His Asp Leu Ser Leu Ala
35 40 45
Ser Leu Leu Gly Ala Gly Ala Leu Arg Pro Pro Pro Gly Ser Arg Pro
50 55 60
Val Ser Gln Pro Cyes Cys Arg Pro Thr Arg Tyr Glu Ala Val Ser Phe
65 70 75 80
Met Asp Val Asn Ser Thr Trp Arg Thr Val Asp Arg Leu Ser Ala Thr
85 90 95
Ala Cys Gly Cys Leu Gly
100
<210> 46
<211> 101
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 46
Ala Arg Gly Cys Arg Leu Arg Ser Gln Leu Val Pro Val Arg Ala Leu
1 5 10 15
Gly Leu Gly His Arg Sexr Asp Glu Leu Val Arg Phe Arg Phe Cys Ser
20 25 30
Gly Ser Cys RArg Arg Ala Arg Ser Pro His Asp Leu Ser Leu Ala Ser
35 40 45
Leu Leu Gly Ala Gly Ala Leu Arg Pro Pro Pro Gly Ser Arg Pro Val
50 55 €0
Ser Gln Pro Cys Cys Arg Pro Thr Arg Tyr Glu Ala Val Ser Phe Met
65 70 75 80
Asp Val Asn Ser Thr Trp Arg Thr Val Asp Arg Leu Ser Ala Thr Ala

68
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85

Cys Gly Cys Leu Gly

100
<210> 47
<211>100
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 47
Arg Gly Cys Arg Leu
1 5
Leu Gly His Arg Ser
20
Sexr Cys Arg Arxrg Ala
35
Leu Gly Ala Gly Ala
50
Gln Pro Cys Cye Arg
65
Val Asn Ser Thr Trp
85
Gly Cys Leu Gly
100
<210> 48
<211> 99
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 48
Gly Cys Arg Leu Arg
1 5
Gly His Arg Ser Asp
20
Cys Arg Arg Rla Arg
s
Gly Ala Gly Ala Leu
50
Pro Cys Cys BArxrg Pro
65
Asn Ser Thr Trp Arg
85
Cys Leu Gly
<210> 49
<211> 197
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 49

Arg

Arg
Leu
Pro

70

Arg

Ser

Glu

Ser

Arg

Thr

70

Thr

Ser

Glu

Ser

Arg
55

‘Thr

Thr

Gln

Leu

Pro

Pro

55

Arg

val

ES 2366 610 T3

Gln

Leu

Pro

40

Pro

Arg

Val

Leu
val
His

40

Pro

Asp

Leu Val
10
Val Arg
25
His Asp
Pro Pro
Tyr Glu
Asp Arg
50
Val Pro
10
Arqgq Phe
25
Asp Leu
Pro Gly
Glu Ala
Arg Leu
90

69

90 95
Pro Val Arg Ala Leu Gly
15
Phe Arg Phe Cys Ser Gly
30
Leu Ser Leu Ala Ser Leu
45
Gly Ser Arg Pro Val Ser
60
Ala Val Ser Phe Met Asp
75 80
Leu Ser Ala Thr Ala Cys
95
Val Arg Ala Leu Gly Leu
15
Arg Phe Cys Ser Gly Ser
30
Ser Leu Ala Ser Leu Leu
45
Ser Arg Pro Val Sexr Gln
60
Val Ser Phe Met Asp Val
75 80
Ser Ala Thr Ala Cys Gly
95



Met Gln Arg

Val Leu Ser

Leu Gly Pro

20

Trp Lys Ala Ala

Ile Trp Met Cys

Ala Leu Val Pro

35

Ala Arg Ile

50

Pro Asp Ala

65

Pro Gly Pro

Arg Leu Gly

Ser Glu Leu

Ala Arg Leu Ala

55

Met Glu Leu Arg

70

85

100

115

Tyr Cyé Ala

130

Leu Arg Arg

145

Ala Gln Pro

Leu Asp Ala

Glu Cys RAla

Arg Arg Arg Ala

Ala Arg Pro Cys

Gly Leu Gly Tyr

Gly Ala Cys Glu

135

Leu Arg Gln Arg

150

165

180

155

<210> 50
<211> 156
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 50

Met Ala Val Gly

1
Gln Leu Gly
Asp Gly Glu
35

Leu Gly Thr
50

Pro Cys Gln
65

Gly Tyr Ala

Gln

20

Phe

His

Leu

Ser

Cys Val

Lys Phe
5

Gly Trp
Ser Ser
Arg Pro
Trp Ser

70

Glu Glu

Cys Cys Arg Pro

His Ser Arg Tyr
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Ala

Arg

Leu

40

Gln

Glu

Gly

Gly

Ala

120

Ala

Arg

Thr

His

Leu

Glu
25

His

Leu

Pro

Leu

105

Serx

Ala

Arg

Ala

Thrx
185

Ala
10
Gly

Arg

Thr

Arg

S0

Asp

Ala

Leu

170

Val

Ser

Leu

Leu

Ala

Pro

75

Arg

Glu

Glu

Arg

Axg

155

Glu

His

val

Leu

Pro

Leu

60

Trp

Arg

Leu

Thr

val

140

Axrg

Asp

Glu

Leu

Leu

Arg

45

Leu

Ala

Arg

Glu

Val

125

Glu

Glu

Leu

Cys
Ser

30
Thxy
Gln
Gly
Ala
Vval

110

Leu

Axg

Val

Ser
190

Ser
15
His

Leu

Gly

Arg
95

Phe’

Leu

Val

Ser

175

Ala

Ser

Arg

Asp

Ala

Pro

80

Ala

val

Arg

Gly

Arg

le0

Phe

Arg

Leu Leu Gly Ser Leu Leu Leu Leu Ser Leu

10

15

Gly Pro Asp Ala Arg Gly Val Pro Val Ala

Glu Gln Val Ala Lys Ala Gly Gly Thr Trp
45

40

25

30

Leu Ala Arg Leu Arg Arg Ala Leu Ser Gly

60

Leu Thr Leu Ser Val Ala Glu Leu Gly Leu
B8O

75

Lys Val Ile Phe Arg Tyr Cys Ala Gly Ser

70
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85 20 55

Cys Pro Arg Gly Ala Arg Thr Gln His Gly Leu Ala Leu Ala Arg Leu
100 105 110

Gln Gly Gln Gly Arg Ala His Gly Gly Pro Cys Cys Arg Pro Thr Arg
115 120 125

Tyr Thr Asp Val Ala Phe Leu Asp Asp Arg His Arg Trp Gln Arg Leu
130 135 140

Pro Gln Leu Ser Ala Ala Ala Cys Gly Cyes Gly Gly
145 150 155

<210> 51

<211> 211

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 51

Met Lys Leu Trxp Asp Val Val Ala Val Cys Leu Val Leu Leu His Thr
1 5 10 15

Ala Ser Ala Phe Pro Leu Pro Ala Gly Lys Arg Pro Pro Glu Ala Pro
20 25 k1)

Ala Glu Asp Arg Ser Leu Gly Arg Arg Arg Ala Pro Phe Ala Leu Ser
35 40 45

Ser Asp Ser Asn Met Pro Glu Asp Tyr Pro Asp Gln Phe Asp Asp Val
50 '55 60

Met Asp Phe Ile Gln Ala Thr Ile Lys Arg Leu Lys Arg Ser Pro Asp
65 70 75 BO

Lys Gln Met Ala Val Leu Pro Arg Arg Glu Arg Asn Arg Gln Ala Ala
85 90 95

Ala Ala Asn Pro Glu Asn Ser Arg Gly Lys Gly Arg Arg Gly Gln Arg
100 105 110

Gly Lys Asn Arg Gly Cys Val Leu Thr Ala Ile His Leu Asn Val Thr
115 120 125

Asp Leu Gly Leu Gly Tyr Glu Thr Lys Glu Glu Leu Ile Phe Arg Tyr
130 135 140

Cys Ser Gly Ser Cys Asp Ala Ala Glu Thr Thr Tyr Asp Lys Ile Leu
145 150 155 160

Lys Asn Leu Ser Arg Asn Arg Arg Leu Val Ser Asp Lys Val Gly Gln
165 170 175

Ala Cys Cys Arg Pro Ile Ala Phe Asp Asp Asp Leu Ser Phe Leu Asp
180 - 185 1s0

Asp Asn Leu Val Tyr His Ile Leu Arg Lys His Ser Ala Lys Arg Cys
185 200 205

Gly Cys Ile
210

<210> 52

<211> 365
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<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Gen sintético para neublastina

<400> 52

taccatggct ggaggaccgg gatctegtge tegtgcagea ggageacgtg getgtegtet 60
gegttctcaa ctagtgccgg tgcgtgcact cggactggga caccegttccg acgaactagt 120
acgttttcgt ttttgttcag gatcttgteg tegtgcacgt tetecgeatg atctatctet 180
agcatctcta ctaggagccg gagcactaag accgccgecg ggatctagac ctgtatctca 240
accttgttgt agacctacta gatacgaagce agtatcttte atggacgtaa actctacatg 300
gagaaccgta gatagactat ctgecaaccge atgtggetgt ctaggatgat aatagggatc 360
cggcet . 365

<210> 53

<211> 365

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Gen sintético para neublastina

<400> 53

atggtacecga cctectggee ctagagcacg agcacgtegt cetegtgeac cgacagcaga 60

cgcaagagtt gatcacggec acgcacgtga gectgaccct gtggecaagge tgettgatea 120

tgcaaaagca aaaacaagtc ctagaacagc agcacgtgca agaggcgtac tagatagaga 180

tcgtagagat gatcctcggc ctcocgtgattc tggecggcgge cctagatctg gacatagagt 240

tggaacaaca tctggatgat ctatgcttcg tcatagaaag tacctgcatt tgagatgtac 300

ctcttggecat ctatctgata gacgttggeg tacaccgaca gatcctacta ttatccctag 360

gcecga 365

<210> 54

<211> 114

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: neublastina sintética

<400> 54

Met Ala Gly Gly Pro Gly Ser Arg Ala Arg Ala Ala Gly Ala Arg Gly

1 5 10 15
Cys Arg Leu Arg Ser Gln Leu Val Pro Val Arg Ala Leu Gly Leu Gly
20 25 30
His Arg Ser Asp Glu Leu Val Arg Phe Arg Phe Cys Ser Gly Ser Cys
35 40 - 45
Arg Arg Ala Arg Ser Pro His Asp Leu Ser Leu Ala Ser Leu Leu Gly
50 55 60

Ala Gly Ala Leu Arg Pro Pro Pro Gly Ser Arg Pro Val Ser Gln Pro
65 70 75 80
Cys Cys Arg Pro Thr Arg Tyr Glu Ala Val Ser Phe Met Asp Val Asn

85 S0 95

Ser

Leu Gly

<210> 55
<211> 442
<212> ADN

100

<213> Secuencia artificial

<220>

105

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Gen sintético para HisNeublastina

<400> 55

72

110

Thr Trp Arg Thr Val Asp Arg Leu Ser Ala Thr Ala Cys Gly Cys
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15

taccatgggce
cgacgacaag
tctgegttet
agtacgtttt
tctagecatct
tcaaccttgt
atggagaacc
atceggctge

<210> 56
<211> 442
<212> ADN

catcatcatc
gctggaggac
caactagtgc
cgtttttgtt
ctactaggag
tgtagaccta
gtagatagac
taacaaagcc

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2366 610 T3

atcatcatca
cgggatctcg
cggtgegtge
caggatcttg
cecggagcact
ctagatacga
tatctgcaac
cg

tcatcatcac
tgctcgtgceca
actcggactg
tegtegtgea
aagaccgccg
agcagtatct
cgcatgtggce

tcgagcggcec
gcaggagcac
ggacaccgtt
cgttctecge
ccgggatcta
tteaktggacg
tgtctaggat

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Gen sintético para HisNeublastina

<400> 56

atggtacceg
gctgctgttc
agacgcaaga
tcatgcaaaa
agatcgtaga
agttggaaca
tacctettgg
taggccgacg
<210> 57
<211> 135
<212> PRT

gtagtagtag
cgacctecctg
gttgatcacg
gcaaaaacaa
gatgatcctc
acatctggat
catctatctg
attgtttcgg

<213> Secuencia artificial

<220>

tagtagtagt
gccctagagce
gccacgcacg
gtcctagaac
ggectecgtga
gatctatgct
atagacgttg
gc

agtagtagtg
acgagcacgt
tgagcctgac
agcagcacgt
ttetggegge
tcgtcataga
gcgtacaccg

agctcgcegg
cgkcctcgtg
cctgtggcaa
gcaagaggcg
ggcectagat
aagtacctge
acagatccta

<223> Descripcion de la secuencia artificial: HisNeublastina sintética

<400> 57

atatcgacga
gtggctgtcg
ccgacgaact
atgatctatc
gacctgtate
taaactctac
gataataggg

tatagctget
caccgacagce
ggctgcttga
tactagatag
ctggacatag
atttgagatg
ctattatcec

60

120
180
240
300
360
420
442

60

120
180
240
300
360
420
442

Met Gly His His His His His His His His His His Ser Ser Gly His

1

5

10

i5

Ile Asp Asp Asp Asp Lys Ala Gly Gly Pro Gly Ser Arg Ala Arg Ala

20

25

30

Ala Gly Ala Arg Gly Cys Arg Leu Arg Ser Gln Leu Val Pro Val Arg
35

Ala Leu
50

Cys Ser
65
Ala Ser

Pro Val

Phe Met

Gly

Leu

Ser

Asp

Gly Leu Gly

Ser Cys
Leu Gly
85

Gln Pro
100

Val Asn

115

Thr Ala
1320

Cys

Gly Cys

40
His Arg Ser Asp Glu Leu Val Arg Phe Arg Phe

55

Arg Arg

70

Ala Gly

Cys

Ser Thr

20

105

120

Leu Gly

135

73

45

60

75

85

110

125

Ala Arg Ser Pro His Asp Leu Ser Leu

g0

Ala Leu Arg Pro Pro Pro Gly Ser Arg
Arg Pro Thr Arg Tyr Glu Ala Val Ser

Trp Arg Thr Val Asp Arg Leu Ser Ala
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REIVINDICACIONES

1. Un polipéptido que tiene actividad neurotréfica, que presenta un grado de identidad de al menos 95% con la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID N°: 43, consistiendo dicho polipéptido esencialmente de 104 aminoacidos.

2. El polipéptido de la reivindicacion 1, en el que dicho polipéptido incluye 7 restos de cisteina en las
posiciones que corresponden a las posiciones 16, 43, 47, 80, 81, 109 y 111 de la secuencia de polipéptido de la
neublastina de SEQ ID N°: 12.

3. El polipéptido de las reivindicaciones 1 6 2, que presenta un grado de identidad de al menos 98% con la
SEQ ID N°: 43.
4. El polipéptido de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, que presenta un grado de identidad de al

menos 99% con la SEQ ID N°: 43.

5. El polipéptido de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en el que dicho polipéptido esta glicosilado.

6. Un acido nucleico que codifica el polipéptido de una cualquiera de las reivindicaciones 1-5.

7. Un vector que comprende el acido nucleico de la reivindicacion 6.

8. Una célula huésped transformada con el vector de la reivindicacion 7.

9. La célula huésped de la reivindicacion 8, en la que dicha célula huésped se selecciona del grupo que

consiste en células de ovario de hamster chino, células HEK 293, células BHK21, células de oocito de Xenopus
laevis (XLO). células fungicas de filamentos, células Sf9, lineas celulares PC12, HiB5, RN33b, células progenitoras
neurales humanas, células de melanoma de Bowe, células Daudi, células HelLa y derivados de células Hela, células
HL-60, células HT-1080, células Jurkat, células de carcinoma KB, células de leucemia K-562, células de cancer de
mama MCF-7, células MOLT-4, células Namalwa, células Raiji, células RPMI 8226, células U-937, células 2R4 de
sublinea WI-38VA13, células de carcinoma de ovario 2780AD, células de heterohibridoma producidas por fusién de
células humanas y células de otra especie, células WI-38, células MRC-5, células huésped de mamifero, células
progenitoras neurales, células astrocitarias, células T, células madre hematopoyéticas, y células endoteliales
cerebrales.

10. Un procedimiento para hacer el polipéptido de una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, que comprende:
(a) proporcionar una célula huésped transformada con un vector de expresién que comprende un acido nucleico que
codifica el polipéptido de cualquiera de las reivindicaciones 1-5, (b) cultivar la célula huésped, y (c) recuperar el
polipéptido.

11. Un procedimiento para hacer el polipéptido de una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en el que dicho
polipéptido se obtiene: proporcionando un polipéptido de neublastina maduro, y poniendo en contacto dicho
polipéptido de neublastina maduro con al menos una proteasa en condiciones suficientes para producir dicho
polipéptido.

12. El procedimiento de la reivindicacion 11, en el que dicho polipéptido se produce como un producto de
digestion del polipéptido de neublastina por una exoproteasa, poniendo en contacto dicho polipéptido de neublastina
maduro con al menos una exoproteasa.

13. El procedimiento de la reivindicacién 12, en el que dicha exoproteasa se elige del grupo que consiste en
amino peptidasa, Endo Lys C vy tripsina.

14. El procedimiento de la reivindicacién 12, que ademas comprende poner en contacto dicho producto de
digestion del polipéptido de neublastina por la exopeptidasa con una dipeptidil peptidasa.

15. Una composicion farmacéutica que comprende el polipéptido de una cualquiera de las reivindicaciones 1-5
y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

16. Una composicion farmacéutica que comprende el acido nucleico de la reivindicacion 6 y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable.

17. El polipéptido de una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, para usar como un medicamento.

18. El polipéptido de una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, para usar en el tratamiento de una afeccion
seleccionada del grupo que consiste en dafio neuronal isquémico, lesion cerebral traumatica, neuropatia periférica,
dolor neuropatico, enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Huntington, enfermedad de Parkinson, esclerosis
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lateral amiotréfica, y deterioro de la memoria.

19. El polipéptido de una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, para usar en el tratamiento de un trastorno
neuronal del sistema nervioso periférico, la médula o la médula espinal.

20. El polipéptido de una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, para usar en el tratamiento de una enfermedad
o trastorno neurodegenerativo en un animal.

21. El polipéptido de una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, para usar en el tratamiento de una neuropatia
periférica o dolor neuropatico en un mamifero.

22. El polipéptido de la reivindicacion 21, en el que dicha neuropatia periférica se selecciona del grupo que
consiste en neuropatias inducidas por traumatismo, neuropatias inducidas por virus, neuropatias inducidas por
quimioterapia, neuropatias inducidas por toxinas, neuropatias inducidas por farmacos, neuropatias inducidas por
deficiencia de vitaminas; neuropatias idiopaticas; y neuropatias diabéticas.

23. El polipéptido de la reivindicaciéon 21, en el que dicho dolor neuropatico esta asociado con dafio de nervios
inducido por toxinas, dafio de nervios inducido por patégenos, dafio de nervios inducido por traumatismo, dafio de
nervios inducido por farmacos, neuropatia idiopatica, neuropatia diabética, dafio de nervios inducido por inflamacion
0 neurodegeneracion.

24, El polipéptido de una cualquiera de las reivindicaciones 17 a 23, en el que el polipéptido se suministra
directamente al sistema nervioso central.

25. El polipéptido de una cualquiera de las reivindicaciones 17 a 23, en el que el polipéptido se suministra
sistémicamente.

26. El polipéptido de la reivindicacion 25, en el que el polipéptido se suministra sistémicamente por inyeccién
subcutanea, administracion intravenosa o infusion intravenosa.

27. El &cido nucleico de la reivindicacion 6, para usar como un medicamento.

28. El acido nucleico de la reivindicacion 6, para usar en el tratamiento de una afeccion seleccionada del grupo
que consiste en dafio neuronal isquémico, lesion cerebral traumatica, neuropatia periférica, dolor neuropatico,
enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Huntington, enfermedad de Parkinson, esclerosis lateral amiotrofica, y
deterioro de la memoria.

29. El acido nucleico de la reivindicacidon 6, para usar en el tratamiento de un trastorno neuronal del sistema
nervioso periférico, la médula o la médula espinal.

30. El acido nucleico de la reivindicacion 6, para usar en el tratamiento de una enfermedad o trastorno
neurodegenerativo en un animal.

31. El acido nucleico de la reivindicacién 6, para usar en el tratamiento de una neuropatia periférica o dolor
neuropatico en un mamifero.

32. El acido nucleico de la reivindicacion 31, en el que dicha neuropatia periférica se selecciona del grupo que
consiste en neuropatias inducidas por traumatismo, neuropatias inducidas por virus, neuropatias inducidas por
quimioterapia, neuropatias inducidas por toxinas, neuropatias inducidas por farmacos, neuropatias inducidas por
deficiencia de vitaminas; neuropatias idiopaticas; y neuropatias diabéticas.

33. El acido nucleico de la reivindicacion 31, en el que dicho dolor neuropatico esta asociado con dafio de
nervios inducido por toxinas, dafio de nervios inducido por patégenos, dafio de nervios inducido por traumatismo,
dafo de nervios inducido por farmacos, neuropatia idiopatica, neuropatia diabética, dafio de nervios inducido por
inflamacioén o neurodegeneracion.

34. El &cido nucleico de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 27 a 33, en el que el acido nucleico
se suministra directamente al sistema nervioso central.

35. Un kit que comprende, en uno o mas envases, una sustancia seleccionada del grupo que consiste en el
polipéptido de una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, y el acido nucleico de la reivindicacion 6.
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Control NBN

Fig. 5C
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Alineamiento de cebadores de neublastina usados en el cribado
rapido con regiones homoélogas en otros ligandos GDNF

5'-C CTG GCC AGC CTA CTG GG-3’ ID SEC N° 17
G CTG GCC CEG CTG CAG GG persefina
G OTG¢ CGA CGA CTGE CGC CA neurturina
A TTG ARA AAC TTA TCC AG GDNF

57 -a2 GEA GAC CGC TTC GTA GCGE-3' ID SEC N° 18
TA GGEC CAC GTC GGT GTR QLG persefina
AA GGA CAC CTC GTC CTC GTA GGC neurturina
AA CGA CAG GTC ATC ATC AAA GGC GDNF

nucleétidos conservados mostrados en negrita

Fig. 8
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Unidades relativas de quimioluminiscencia (U.R.)

(Fuera de escala, ~50 U.R.)
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Fig. 11
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1. Medio de control tefiido con anticuerpo anti-péptido R30
2. Medio condicionado que contiene neublastina tefido con
anticuerpo anti-péptido R30

3. Medio de control teilido con anticuerpo anti-péptido R31
4, Medio condicionado que contiene neublastina tefido con
anticuerpo anti-péptido R31

Fig. 12
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_kDa
200 —

Extraccion de neublastina por unién por afinidad en RETL3-Ig
Calle 1: unido de medio condicionado de CHO de control

Calle 2: unido de medio condicionado de CHO que sobreexpresa
neublastina

Fig. 13
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pPET19b-Neublastina

Gen sintético de neublastina

316 TACCATGGCT GGAGGACCGG GATCTCGTGC TUGTGCAGCA GGAGCACGTG GLUTGTCGTCT
AT~~TACCGA CCTCCTGGCC CTAGAGCACG AGCACGTCGT CCTCGTGCAC CHACAGCAGA

1P M A

G G P

G S R A

R A A

G A R

G C R L

376 GCGTTCTCAA CTAGTGCCGE TGCGTGCACT CGGACTGGGA CACCGTTCCG 'ACGARACTAGT

CGCAAGAGTT GATCACGGCS ACGCACGTGA GCCTGACCCT GTGGCARGGC TGCTTGATCA

19 R S Q

L VvV P

V R A L

G L G

H R S

DE L V

436 ACGTTTTCGT TTTTGTTLCAG GATCTTGTCG TCGTGCALGT TCTCCGCUATSG ATCTATCTCT
TGCARARGCA AAAACAAGTC CTAGAACAGC AGCACGTGCR AGAGGCGTAC TAGATAGAGA

38 A F R

F C 8

G C R

R A R

S P H

DL s L

396 AGCATCTCTA CTAGGAGCCG GAGCACTAAG ACCGCCGUCG GGATCTAGAC CTGTATCTCA
TCGTAGAGAT GATCCTCGGC CTCOGTGATTC TGGCGGCGEGC CCTAGATCTG GACATAGAGT

sap A S5 L

L G A

G A L R

P P P

G 5 R

PV S Q

556 ACCTTGTTGT AGACCTACTA GATACGAAC;C AGTATCTTTC ATGGACGTAAR ACTCTACATG
TGGAACAARCA TCTEGATGAT CTATGCTTCG TCATAGAAAG TACCTGCATT TGAGATGTAC

9% £ C C

R P T

R Y E A

vV 8§ F

M DV

N S T W

8amHl (671)

616 GAGAACCGTA GATAGACTAT CTGCAACCGC ATGTGGCTGT CTAGGATGAT AATAGGGATC
STCTTGGCAT CTATCTGATA GACGTTGGCG TACACCGACA GATCCTACTA TTATCCCTAG

sgd R T V

676 CGGCT
GCCGA

D R L

8§ AT A

cC G C

Fig. 14
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301 TACCATGGGC
AT~ TACCCG
b MG

361 CGACGACAAG
3CTGCTGTTC
15 D D K

421 TCTGCGTTCT
AGACGCARGA

3sk L A S

481 AGTACGTTTT
TCATGCAAAA
ss V R F

$41 TCTAGCATCT
AGATCGTAGA
729k L A S

601 TCARCCTTGT
" AGTTGGAACA
99k Q P C

661 ATGGAGAACC
TACCTCTTGG
1198 WR T

721 ATCCGGCTGC
TAGGCCGACG
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Amp

HisNeublastina

CATCATCATC ATCATCATCA
GTAGTAGTAG TAGTAGTAGT
H HH HHHRBH

GCTGGAGGAC CGGGATCTCG
CGACCTCCTG GCCCTAGAGC
A GG PGS R

CAACTAGTGC CGGTGCGTGC
GTTGATCACG GCCACGCACG
QL Vv P V R A

CGTTTTTGTT CAGGATCTTG
GCARAAACRA GTCCTAGAAC
R F C 5 6§ C

CTACTAGGAG CCGGAGCACT
GATGATCCTC GGCCTCGTGA
LLG AGAL

TGTAGACCTA CTAGATACGA
ACATCTGGAT GATCTATGCT
CRP T RYE

GTAGATAGAC TATCTGCAAC
CATCTATCTG ATAGACGTTG
VDR L 8 AT

TARCAAAGCC CG
ATTGTTTCGG GC

Fig.
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Xhoi (340)

TCATCATCAC
AGTAGTAGTG
H H H

TGCTCGTGCA
ACGAGCACGT
A R A

ACTCGGACTG
TGAGCCTGAC
LG L

TCGTCGTGCA
AGCAGCACGT
R R A

AAGACCGCCG
TTCTGGCGGT
R P P

AGCAGTATCT
TCGTCATAGA
AV 8

CGCATGTGGC
GCGTACACCG
A C @6

15

TCGAGCGGTC ATATCGACGA
AGCTCGCCGG TATAGCTGCT
§ s G H 1 DO

GCAGGAGCAC
CGTCCTCETG
A G A

GTGGCTGTCG
CACCGATAGC
R G C R

GGACACCGTT
CCTGTGGCAR
G H R

CCGACGAACT
GGCTGCTTGA
S D E.L

CGTTCTCCGE
GCAAGAGGCG
R 8§ P

ATGATCTATC
TACTAGATAG
H DL 8

CCGGGATCTA
GGCCCTAGAT
P G S

GACCTGTATC
CTGGACATAG
R P V S

TTCATGGACG TAAACTCTAC
AAGTACCTGC ATTTGAGATG
FMD V NS T

BamHl (719)

TGTCTAGGAT GATAATAGGG
ACAGATCCTA CTATTATCCC
cC L G s -
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