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DESCRIPCION
Proteinas de metaloproteasa

Esta invencion se refiere a proteinas nuevas, denominadas INSP005a e INSP005b, identificadas en la presente
memoria como proteinas secretadas, en particular miembros de la familia de metaloproteasas, y al uso de estas
proteinas y secuencias de acidos nucleicos de los genes codificantes en el diagndstico, la prevencion y el trata-
miento de enfermedades.

Antecedentes

El proceso de descubrimiento de farmacos esta experimentando en la actualidad una revolucién fundamental, ya que
la era de la genémica funcional ha alcanzado la mayoria de edad. La expresion "genémica funcional” se aplica a una
aproximacioén que utiliza herramientas bioinformaticas para asignar una funcion a secuencias proteicas de interés.
Tales herramientas se estan haciendo cada vez mas necesarias, ya que la velocidad de generacion de datos de
secuencias esta dejando atras rapidamente la capacidad de los laboratorios de investigacion de asignar funciones a
estas secuencias proteicas.

A medida que las herramientas bioinformaticas incrementan su potencia y su exactitud, estas herramientas estan
sustituyendo rapidamente a las técnicas convencionales de caracterizacion bioquimica. De hecho, las herramientas
bioinformaticas avanzadas usadas en la identificacién de la presente invencién son capaces ya de producir resulta-
dos a los que se puede otorgar un grado elevado de confianza.

Diversas instituciones y organizaciones comerciales estan examinando datos de secuencias a medida que aparecen,
y se estan realizando descubrimientos significativos continuamente. Sin embargo, sigue existiendo una necesidad
continua de identificar y caracterizar mas genes y los polipéptidos que codifican, como objetivos para la investigacion
y para el descubrimiento de farmacos.

Antecedentes de las proteinas secretadas

La capacidad de que las células produzcan y secreten proteinas extracelulares es fundamental para muchos proce-
sos biolégicos. Las células secretan enzimas, factores de crecimiento, proteinas de la matriz extracelular y molécu-
las de sefializacion. Esto se da a través de la fusion de una vesicula secretora con la membrana plasmatica. En la
mayoria de los casos, pero no en todos, las proteinas se dirigen al reticulo endoplasmico y a las vesiculas secreto-
ras mediante un péptido sefial. Los péptidos sefial son secuencias que actian en cis que afectan al transporte de las
cadenas polipeptidicas desde el citoplasma hacia un compartimento asociado a la membrana, tal como una vesicula
secretora. Los polipéptidos que se dirigen a las vesiculas secretoras se secretan a la matriz extracelular o se retie-
nen en la membrana plasmatica. Los polipéptidos que se retienen en la membrana plasmatica tendran uno o mas
dominios transmembrana. Los ejemplos de proteinas secretadas que desempefian un papel fundamental en el fun-
cionamiento de una célula son las citocinas, hormonas, proteinas de la matriz extracelular (moléculas de adhesion),
proteasas, y factores de crecimiento y diferenciacion. A continuacion se da una descripcidon de algunas de las pro-
piedades de estas proteinas.

Las proteasas son enzimas que hidrolizan de manera irreversible enlaces amida en péptidos y proteinas. Las pro-
teasas estan ampliamente distribuidas, y estan implicadas en muchos procesos bioldgicos diferentes, desde la acti-
vacion de proteinas y péptidos hasta la degradacién de proteinas. A pesar del hecho de que se ha demostrado que
las proteasas estan implicadas en muchas enfermedades diferentes, los farmacos dirigidos hacia las proteasas to-
davia son escasos en farmacia, aunque los inhibidores de la enzima conversora de angiotensina (ACE) han estado
entre los farmacos antihipertensivos mas eficaces durante varios afos. Las proteasas han recibido recientemente
una publicidad considerable como objetivos terapéuticos valiosos tras la aprobacion de los inhibidores de la proteasa
de VIH.

Las proteasas se pueden dividir en grandes Familias. El término "Familia" se usa para describir un grupo de protea-
sas en que cada miembro muestra una relacién evolutiva hacia al menos otro miembro, a lo largo de toda la secuen-
cia o al menos en parte de la secuencia responsable de la actividad catalitica. El nombre de cada Familia refleja el
tipo de actividad catalitica de las proteasas de la Familia. Asi, las serin proteasas pertenecen a la familia S, las treo-
nin proteasas pertenecen a la familia T, las aspartil proteasas pertenecen a la familia A, las cistein proteasas perte-
necen a la familia C y las metaloproteinasas pertenecen a la familia M. Las metaloproteasas y las Serin proteasas se
hallan habitualmente en la matriz extracelular.

Metaloproteasas (Familia M):

Las metaloproteasas se pueden dividir en 2 grupos principales dependiendo de la presencia o ausencia de un motivo
de union de Zinc (HEXXH).
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1.1 Presencia del motivo HEXXH (22 familias): Niumero de Prosite: PDOC00129

Familias con miembros interesantes:

M2: Peptidil-dipeptidasa A (Enzima Conversora de Angiotensina |: ACE)
M13:  Neprilisina (Encefalinasa A=endopeptidasa neutra=NEP), enzima conversora de endotelina (ECE)
M10B: Matrixina (Metaloproteasas de la Matriz=MMPs)

M12B: Reprolisina (ADAM-10; ADAM-17 = enzima conversora de TNF-alfa = TACE)/Desintegrina (otras proteasas
ADAM). Las ADAMs son una familia de proteinas grande, expresadas de manera generalizada y reguladas durante
el desarrollo con multiples funciones potenciales en las interacciones célula-célula y célula-matriz. Entre ellas, TACE
representa un nuevo objetivo emergente para la artritis.

M41:  Esta familia contiene metaloproteasas dependientes de ATP: FtsH, proteinas del proteosoma.

Uno de los mayores grupos de metaloproteinasas terapéuticamente interesantes es la familia de Metaloproteinasas
de la matriz (MMPs). Las metaloproteinasas de la matriz son una familia de enzimas que contienen zinc que son
responsables de la remodelacion de la matriz extracelular en todo el cuerpo. Se ha demostrado que estan implicadas
en el cancer (incremento de la invasividad, efectos sobre los vasos sanguineos nuevos), y en la artritis (implicacion
en la degradacion del cartilago (Dahlberg, L., et al., Arthritis Rheum. 2000 43(3):673-82) y también la conversién de
TNF-alfa (Hanemaaijer, R., et al., J Biol Chem. 1997 272(50):31504-9, Shlopov, B. V., et al., Arthritis Rheum. 1997
40(11):2065-74)). De hecho, se ha demostrado que diferentes MMPs se sobreexpresan en enfermedades tales
como artritis (Seitz, M., et al., Rheumatology (Oxford). 2000 39(6):637-645, Yoshihara, Y., et al., Ann Rheum Dis.
2000 59(6):455-61, Yamanaka, H., et al., Lab Invest. 2000 80(5):677-87, Jovanovic, D. V., et al., Arthritis Rheum.
mayo de 2000; 43(5):1134-44, Ribbens, C., et al., J Rheumatol. 2000 27(4):888-93) y el cancer (Sakamoto, Y., et al.,
Int J Oncol. 2000 17(2):237-43, Kerkela, E., et al., J Invest Dermatol. 2000 114(6):1113-9, Fang, J., et al., Proc Natl
Acad Sci USA. 2000 97(8):3884-9, Sun, Y., et al., J Biol Chem. 2000 275(15):11327-32, McCawley, L. J., et al., Mol
Med Today. 2000 6(4):149-56, Ara, T., et al., J Pediatr Surg. 2000 35(3):432-7, Shigemasa, K., et al., Med Oncol.
2000 17(1):52-8, Nakanishi, K., et al., Hum Pathol. 2000 31(2):193-200, Dalberg, K., et al., World J Surg. 2000
24(3):334-40). Se han propuesto los inhibidores de estas enzimas como agentes terapéuticos potenciales para el
uso en el tratamiento del cancer y la artritis. Mas recientemente, se ha demostrado que los MMPs también pueden
tener un papel en la liberacion de receptores solubles de citocinas, factores de crecimiento y otros mediadores celu-
lares, lo que sugiere que los inhibidores selectivos de MMPs pueden tener aplicaciones terapéuticas mas amplias
que las propuestas previamente.

Las MMPs se han dividido en 4 familias basandose en las homologias de las secuencias de aminoacidos de su
estructura de dominios, aparte de la regién catalitica.

Familia de dominio minimo: matrilisina (PUMP-1, MMP-7) escinde proteoglicano, laminina y fibronectina.

Familia de dominio de hemopexina:

Colagenasas: capacidad Unica de escindir colageno fibrilar. El papel de las colagenasas en la degradacion del carti-
lago las hace objetivos atractivos para el tratamiento de la artritis reumatoide y osteoartritis.

m  colagenasa de fibroblastos (colagenasa intersticial, MMP-1)
m  colagenasa de neutrdéfilos (MMP-8)

m  colagenasa-3 (MMP-13)

Metaloelastasa: MME (MMP-12)

Stromelisina-1 (MMP-3), 2 (MMP-10) y 3 (MMP-11). MMP-11 se excreta en forma activa y su funciéon podria ser
activar otras MMPs.

Familia de dominio de fibronectina: degrada un gran nimero de sustratos de la matriz (gelatina, elastina, colageno
de tipo V)

Gelatinasa A (MMP-2); ademas de su implicacion en el cancer (invasividad tumoral), se ha propuesto como un obje-
tivo potencial para el descubrimiento de agentes antiplaquetarios, ya que puede desempefiar un papel importante en
la activacion de las plaquetas.
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Gelatinasa B (MMP-9)

Familia de dominio transmembrana:

MT-1-MMP, MT-4-MMP, MMP-14, MMP-17

Muchos estudios relacionados con las diferentes especificidades de las MMPs y su implicacion relativa en algunas
enfermedades estan en desarrollo.

1.2 Ausencia de motivos HEXXH (18 familias):

Familias con miembros interesantes:

M24A: Metionil aminopeptidasa, tipo 1 (que incluye MAP-1 procaridtica y eucaridtica) / nimero de Prosite:
PDOCO00575

M24C: Metionil aminopeptidasa, tipo 2 (que incluye MAP-2 eucaridtica) / numero de Prosite: PDOC00575

Tabla 1. Resumen de metaloproteasas y su funcién

Nombre de la | Numero Funcién bioldgica Enfermedad asociada | Regulacién
proteasa EC
MMP-12 3.4.24.65 | funcion de las MMPs; degradacion implicacion en expresion aumentada
de elastina; procesamiento de TNF- | trastornos en ciertas
alfa; conversion de plasminégeno a | pulmonares, enfermedades
angiotensina enfisema, fibrosis cutaneas
quistica
MMP-2 3.4.24.24 | funcion de las MMPs cancer sobreexpresion en el
cancer colorrectal
ADAM-12 3.4.24 interaccion célula-célula, célula- aumentada en varios
matriz carcinomas humanos
TACE 3.4.24.? Procesamiento del TNF-alfa inflamacion, artritis aumentada en el
asociado a la membrana y otras reumatoide, cartilago afectado por
moléculas asociadas a células enfermedades artritis
neuroinmunoldgicas
ACE 3.4.15.1 produccién de angiotensina Il hipertension
ECE-1 3.4.24.71 | procesamiento del precursor de la cardiovascular
endotelina vasoconstrictora
NEP 3.4.24.11 escinde neuropéptidos, hormonas y | cardiovascular, artritis
mediadores inmunitarios (?)
FtsH ? secrecion de proteinas, infecciones -
ensamblaje, degradacion, ciclo bacterianas
celular, respuesta a agresiones
Desformilasa | 3.5.1.31 elimina el grupo formilo de la infecciones -
posicién N-terminal de proteinas bacterianas
recién sintetizadas
Proteasoma 3.4.99.46 | degradacion de proteinas, cancer
presentacion de antigenos

Las metaloproteasas estan implicadas en una amplia diversidad de areas terapéuticas. Estas incluyen las enferme-
dades respiratorias (Segura-Valdez, L., et al., Chest. 2000 117(3):684-94, Tanaka, H., et al., J Allergy Clin Immunol.
2000 105(5):900-5, Hoshino, M., et al., J Allergy Clin Immunol. 1999 104(2 Pt 1):356-63, Mautino, G., et al., Am J
Respir Crit Care Med. 1999 160(1):324-30, Dalal, S., et al., Chest. 2000 117(5 Supl. 1):227S-8S, Ohnishi, K., et al.,
Lab Invest. 1998 78(9):1077-87), cardiopatias (Taniyama, Y., et al., Circulation. 2000 102(2):246-52, Hong, B. K., et
al., Yonsei Med J. 2000 41(1):82-8, Galis, Z. S., et al., Proc Natl Acad Sci USA. 1995 92(2):402-6), infecciones bacte-
rianas (Scozzafava, A., et al, J Med Chem. 2000 43(9):1858-65, Vencill, C. F., et al., Biochemistry. 1985
24(13):3149-57, Steinbrink, D. R, et al., J Biol Chem. 1985 260(5):2771-6, Lopez-Boado, Y. S., et al., J Cell Biol.
2000 148(6):1305-15, Chang, J. C., et al., Thorax. 1996 51(3):306-1 1, Dammann, T., et al., Mol. Microbiol. 6:2267-
2278 (1992), Wassif, C., et al., J. Bacteriol. 177 (20), 5790-5798 (1995), enfermedades oncoldgicas (Sakamoto, Y.,
et al., Int J Oncol. 2000 17(2):237-43, Kerkela, E., et al., J Invest Dermatol. 2000 114(6):1113-9, Fang, J., et al., Proc
Natl Acad Sci USA. 2000 97(8):3884-9, Sun, Y., et al., J Biol Chem. 2000 275(15):11327-32, McCawley, L. J., et al.,
Mol Med Today. 2000 6(4):149-56, Ara, T., et al., J Pediatr Surg. 2000 35(3):432-7, Shigemasa, K., et al., Med Oncol.
2000 17(1):52-8, Nakanishi, K., et al., Hum Pathol. 2000 31(2):193-200, Dalberg, K., et al., World J Surg. 2000
24(3):334-40), e inflamacion (artritis reumatoide y osteoartritis (Ribbens, C., et al., J Rheumatol. 2000 27(4):888-93,
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Kageyama, Y., et al., Clin Rheumatol. 2000 19(1):14-20, Shlopov, B. V., et al., Arthritis Rheum. enero de 2000;
43(1):195-205)).

Las metaloproteasas también estan implicadas en la fisiologia y la patologia de la reproduccion sexual, y se han
implicado en terapias asociadas a la modulaciéon del estado del corion, la reaccién de la zona, la formacién de mem-
branas de fecundacion, la anticoncepcion y la infertilidad (Shibata et al. (2000) J. Biol. Chem vol. 275, N° 12 pag
8349)

Por lo tanto, la identificacion de metaloproteasas nuevas es de gran importancia en la comprensién creciente de las
rutas subyacentes que conducen a ciertos estados patoldgicos en los que estan implicadas estas proteinas, y en el
desarrollo de terapias génicas o farmacoldgicas mas eficaces para tratar estos trastornos.

LA INVENCION

La invencion se basa en el descubrimiento de que las proteinas INSP005a e INSP005b funcionan como moléculas
proteasas secretadas, y ademas como moléculas proteasas secretadas de la familia de metaloproteasas. Preferi-
blemente, las proteinas INSP005a e INSP005b son miembros de la familia similar a coriolisina/astacina de metalo-
proteasas.

En una realizacion del primer aspecto de la invencion, se proporciona un polipéptido que:
(i) comprende la secuencia de aminoacidos indicada en SEQ ID N°:14;

Preferiblemente, un polipéptido segun esta realizaciéon consiste en la secuencia indicada en SEQ ID N°:14. El poli-
péptido que tiene la secuencia indicada en SEQ ID N°:14 se denomina mas adelante en la presente memoria "el
polipéptido INSP005a".

En una segunda realizacion del primer aspecto de la invencion, se proporciona un polipéptido que:
(i) comprende la secuencia de aminoacidos indicada en SEQ ID N°:34 o SEQ ID N°:36;

Preferiblemente, un polipéptido segun esta realizacidon consiste en la secuencia indicada en SEQ ID N°:34 o SEQ ID
N°:36. El polipéptido que tiene la secuencia indicada en SEQ ID N°:34 se denomina mas adelante en la presente
memoria "el polipéptido INSP005b".

Aunque el solicitante no desea limitarse a esta teoria, se postula que los primeros 23 aminoacidos del polipéptido
INSP005b forman un péptido sefial. La secuencia de nucleétidos que codifica el polipéptido maduro INSP005b pos-
tulado, y la secuencia de aminoacidos del polipéptido maduro INSP005b, se indican en SEQ ID N°:35 y SEQ ID
N°:36, respectivamente. El polipéptido que tiene la secuencia indicada en SEQ ID N°:36 se denomina mas adelante
en la presente memoria "el polipéptido maduro INSP005b".

Un polipéptido segun los aspectos anteriormente descritos de la invencion funciona como una metaloproteasa. El
término "metaloproteasa” se entiende bien en la técnica, y el experto podra facilmente determinar la actividad de
metaloproteasa mediante el uso de uno de una diversidad de ensayos conocidos en la técnica. Por ejemplo, dos
ensayos aplicados habitualmente son el ensayo cuantitativo de [3H] gelatina (Martin et al., Kidney Int. 36, 790-801) y
el ensayo de zimografia en gelatina (Herron G. S. et al., J. Biol. Chem. 1986, 261, 2814-2818).

Mas preferiblemente, un polipéptido segun los aspectos anteriormente descritos de la invencién es un miembro de la
familia similar a coriolisina/astacina de metaloproteasas.

Se presentan pruebas en la seccidon de Ejemplos mas adelante de que se descubrié que la administraciéon de cADN
de INSP005b (también denominado en la presente memoria IPAAA78836-2) en un modelo in vivo de hepatitis fulmi-
nante disminuia los niveles de TNF-alfa y m-IL-6 en suero y tenia un efecto significativo sobre la reduccion de las
transaminasas medidas en suero.

La disminucion de los niveles de aspartato aminotransferasa (ASAT) y alanina aminotransferasa (ALAT) indicada
podria ser debida a niveles disminuidos de TNF-alfa e IL-6. TNF-alfa es una citocina importante implicada en la le-
sion hepatica tras una inyeccion de ConA. En este modelo de raton de hepatitis, se produce TNF-alfa principalmente
por los macréfagos hepaticos, las denominadas células de Kupfer. Se ha demostrado que los anticuerpos Anti-TNF-
alfa confieren proteccién contra la enfermedad (Seino et al. 2001, Annals of surgery 234, 681). Por lo tanto, se con-
sidera que el polipéptido INSP0O05b y las proteinas funcionalmente equivalentes relacionadas seran utiles en el tra-
tamiento de enfermedades hepaticas autoinmunitarias, virales o agudas, asi como en insuficiencias hepaticas alco-
holicas. También es probable que sean eficaces en el tratamiento de otras enfermedades inflamatorias.
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Los polipéptidos INSP005a, polipéptidos INSP0O05b y los polipéptidos maduros INSP005b se denominan en la pre-
sente memoria "los polipéptidos INSP005".

En un segundo aspecto, la invencion proporciona una molécula de acido nucleico purificada que codifica un polipép-
tido del primer aspecto de la invencién. Preferiblemente, la molécula de acido nucleico purificada tiene la secuencia
de &cido nucleico indicada en SEQ ID N°:13 (que codifica el polipéptido INSP005a), SEQ ID N°:33 (que codifica el
polipéptido INSP005b) o SEQ ID N°:35 (que codifica el polipéptido maduro INSP005b).

En un aspecto adicional, la invencién proporciona un vector, tal como un vector de expresion, que contiene una
molécula de acido nucleico del segundo aspecto de la invencion. En una realizacion preferida de este aspecto de la
invencion, el vector es el vector PCR-TOPO-IPAAA78836-1 (véase la Figura 9 y SEQ ID N°:38). En una realizacion
aun mas preferida de este aspecto de la invencion, el vector es el vector PCR-TOPO-IPAAA78836-2 (véase la
Figura 12 y SEQ ID N°:39).

En un aspecto adicional, la invencion proporciona una célula hospedadora transformada con un vector de la inven-
cion.

En un aspecto adicional, la invencién proporciona un anticuerpo que se une especificamente, y que preferiblemente
inhibe la actividad de metaloproteasa de un polipéptido del primer aspecto de la invencion.

Se presentan pruebas en la seccion de Ejemplos mas adelante de que el polipéptido INSP005b se puede usar para
prevenir o tratar enfermedades inflamatorias, enfermedades autoinmunitarias, enfermedades hepaticas virales o
agudas o insuficiencia hepatica alcohdlica.

En un aspecto adicional, la invencién proporciona un polipéptido del primer aspecto de la invencion, o una molécula
de acido nucleico del segundo aspecto de la invencion, o un vector de la invencion, o una célula hospedadora de la
invencioén, o un anticuerpo de la invencion, para el uso en la terapia o el diagnéstico de enfermedades, y en el que
dicha enfermedad es una enfermedad autoinmunitaria, enfermedad hepatica viral o aguda, que incluye insuficiencia
hepatica alcohdlica, o una enfermedad inflamatoria. Estas moléculas se pueden usar también en la fabricacién de un
medicamento para el tratamiento de tales enfermedades.

Se prefiere en particular que los restos de la invencion se usen en la fabricacién de un medicamento para el trata-
miento de enfermedades inflamatorias, enfermedades autoinmunitarias, enfermedad hepatica (que incluye enferme-
dad hepatica viral o aguda) e insuficiencia hepatica (que incluye insuficiencia hepatica alcohdlica).

En un aspecto adicional, la invencién proporciona un método para diagnosticar una enfermedad en un paciente, que
comprende determinar el nivel de expresion de un gen natural que codifica un polipéptido del primer aspecto de la
invencién o la actividad de un polipéptido del primer aspecto de la invencién en un tejido de dicho paciente, y compa-
rar dicho nivel de expresién o actividad con un nivel de control, en el que un nivel que es diferente de dicho nivel de
control es indicativo de la enfermedad. Tal método se llevara a cabo in vitro. Se pueden usar métodos similares para
monitorizar el tratamiento terapéutico de la enfermedad en un paciente, en los que la alteracion del nivel de expre-
sion o actividad de un polipéptido o molécula de acido nucleico a lo largo del periodo de tiempo respecto de un nivel
de control es indicativa de la regresion de la enfermedad.

Las enfermedades diagnosticadas mediante este método de la invenciéon son una enfermedad inflamatoria, enfer-
medad autoinmunitaria, enfermedad hepatica (que incluye enfermedad hepatica viral o aguda) o insuficiencia hepa-
tica (que incluye insuficiencia hepatica alcohdlica).

Un método preferido para detectar los polipéptidos del primer aspecto de la invencidon comprende las etapas de: (a)
poner en contacto un anticuerpo de la invencién con una muestra bioldgica en condiciones adecuadas para la for-
macion de un complejo anticuerpo-polipéptido; y (b) detectar dicho complejo.

Existen varios métodos diferentes segun este aspecto de la invencién, como sabra el lector experto, tales como los
métodos de hibridacién de acidos nucleicos con sondas cortas, andlisis de mutaciones puntuales, amplificacion
mediante reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y métodos mediante el uso de anticuerpos para detectar nive-
les anormales de proteinas. Se pueden usar métodos similares a corto plazo o a largo plazo para posibilitar la moni-
torizacion del tratamiento terapéutico de una enfermedad en un paciente.

En un aspecto adicional, la invencion proporciona el uso de un polipéptido del primer aspecto de la invencién como
una metaloproteasa.

En un aspecto adicional, la invencién proporciona una composicién farmacéutica que comprende un polipéptido del
primer aspecto de la invencion, o una molécula de &cido nucleico del segundo aspecto de la invencion, o un vector
de la invencién, o una célula hospedadora de la invencion, o un anticuerpo de la invencién, junto con un vehiculo
farmacéuticamente aceptable.
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En un aspecto adicional, la presente invencion proporciona un polipéptido del primer aspecto de la invencion, o una
molécula de acido nucleico del segundo aspecto de la invencidén, o un vector de la invencién, o una célula hospeda-
dora de la invencién, o un anticuerpo de la invencion, para el uso en la fabricacién de un medicamento para el
diagndstico o el tratamiento de una enfermedad inflamatoria, una enfermedad autoinmunitaria, una enfermedad
hepatica o insuficiencia hepatica.

Para las enfermedades en las que la expresion de un gen natural que codifica un polipéptido del primer aspecto de
la invencion, o en las que la actividad de un polipéptido del primer aspecto de la invencion, es menor en un paciente
enfermo en comparacién con el nivel de expresion o actividad en un paciente sano, el polipéptido, la molécula de
acido nucleico, el vector, la célula hospedadora, o el anticuerpo administrado al paciente deberia ser un agonista. A
la inversa, para las enfermedades en las que la expresion del gen natural o la actividad del polipéptido es mayor en
un paciente enfermo en comparacion con el nivel de expresion o la actividad en un paciente sano, el polipéptido, la
molécula de acido nucleico, el vector, la célula hospedadora, o el anticuerpo administrado al paciente deberia ser un
antagonista. Los ejemplos de tales antagonistas incluyen las moléculas inversas de &cidos nucleicos, ribozimas y
ligandos, tales como los anticuerpos.

En un aspecto adicional, la invencion proporciona animales no humanos transgénicos o con genes inactivados que
se han transformado para expresar niveles mayores, menores o inexistentes de un polipéptido del primer aspecto de
la invencién. Tales animales transgénicos son modelos muy utiles para el estudio de la enfermedad, y se pueden
usar también en regimenes de cribado para la identificacion de compuestos que son eficaces en el tratamiento o el
diagnéstico de tal enfermedad.

La enfermedad es una enfermedad inflamatoria, una enfermedad autoinmunitaria, una enfermedad hepatica o insufi-
ciencia hepatica.

Mas adelante se proporciona un resumen de las técnicas y procedimientos habituales que se pueden emplear para
utilizar la invencion. Se entendera que esta invencidén no se limita a la metodologia, protocolos, lineas celulares,
vectores y reactivos particulares descritos.

En esta memoria descriptiva se usan las abreviaturas habituales para los nucleétidos y los aminoacidos.

La practica de la presente invencion empleara, a menos que se indique de otra manera, técnicas convencionales de
biologia molecular, microbiologia, tecnologia de ADN recombinante e inmunologia, que estan dentro de la experien-
cia de las personas que trabajan en la técnica.

Tales técnicas se explican completamente en la bibliografia. Los ejemplos de textos especialmente adecuados para
la consulta incluyen los siguientes: Sambrook Molecular Cloning; A Laboratory Manual, Segunda Edicion (1989);
DNA Cloning, Volumenes | y Il (D. N Glover ed. 1985); Oligonucleotide Synthesis (M. J. Gait ed. 1984); Nucleic Acid
Hybridization (B. D. Hames & S. J. Higgins eds. 1984); Transcription and Translation (B. D. Hames & S. J. Higgins
eds. 1984); Animal Cell Culture (R. I. Freshney ed. 1986); Immobilized Cells and Enzymes (IRL Press, 1986); B.
Perbal, A Practical Guide to Molecular Cloning (1984); la serie Methods in Enzymology (Academic Press, Inc.), espe-
cialmente los volumenes 154 y 155, Gene Transfer Vectors for Mammalian Cells (J. H. Miller y M. P. Calos eds.
1987, Cold Spring Harbor Laboratory); Immunochemical Methods in Cell and Molecular Biology (Mayer y Walker,
eds. 1987, Academic Press, Londres); Scopes, (1987) Protein Purification: Principles and Practice, Segunda Edicion
(Springer Verlag, N.Y.); y Handbook of Experimental Immunology, Volimenes I-IV (D. M. Weir y C. C. Blackwell eds.
1986).

Tal como se usa en la presente memoria, el término "polipéptido" incluye cualquier péptido o proteina que com-
prende dos 0 mas aminoacidos unidos entre si mediante enlaces peptidicos o enlaces peptidicos modificados, es
decir, isosteros peptidicos. Este término se refiere tanto a las cadenas cortas (péptidos y oligopéptidos) como a las
cadenas largas (proteinas).

Como se describié anteriormente, los polipéptidos de la presente invenciéon pueden estar en forma de una proteina
madura o pueden ser una pre-, pro- o prepro-proteina que se puede activar mediante la escisién de la porcion pre-,
pro- o prepro- para producir un polipéptido maduro activo. En tales polipéptidos, la pre-, pro- o prepro-secuencia
puede ser una secuencia lider o secretora, o puede ser una secuencia que se emplea para la purificacion de la se-
cuencia polipeptidica madura.

El polipéptido del primer aspecto de la invencion puede formar parte de una proteina de fusién. Por ejemplo, a me-
nudo es ventajoso incluir una o mas secuencias de aminoacidos adicionales que pueden contener secuencias se-
cretoras o lider, pro-secuencias, secuencias que ayudan en la purificaciéon, o secuencias que confieren una estabili-
dad superior a la proteina, por ejemplo durante la produccion recombinante. De manera alternativa o adicional, el
polipéptido maduro se puede fusionar a otro compuesto, tal como un compuesto para incrementar la semivida del
polipéptido (por ejemplo, polietilen glicol).
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Los polipéptidos pueden contener aminoacidos distintos de los 20 aminoacidos codificados genéticamente, modifi-
cados mediante procesos naturales, tales como mediante procesamiento postraduccional, o mediante técnicas de
modificacién quimica que se conocen bien en la técnica. Entre las modificaciones conocidas que pueden estar pre-
sentes habitualmente en los polipéptidos de la presente invencion estan la glicosilacion, la unién de lipidos, sulfata-
cién, gamma-carboxilacion, por ejemplo de residuos de acido glutamico, hidroxilacién y ADP-ribosilacion. Otras mo-
dificaciones potenciales incluyen la acetilacién, acilacién, amidacién, unién covalente de flavina, union covalente de
un resto hemo, unién covalente de un nucleétido o derivado de nucleétido, union covalente de un derivado de lipido,
union covalente de fosfatidilinositol, reticulacion, ciclacion, formacion de puentes disulfuro, desmetilacién, formacion
de entrecruzamientos covalentes, formacion de cisteina, formacion de piroglutamato, formilacion, formacion de an-
clajes de GPI, yodacion, metilacidn, miristoilacion, oxidacion, procesamiento proteolitico, fosforilacidn, prenilacion,
racemizacion, selenilacién, adicién de aminoacidos mediada por ARN de transferencia a proteinas, tal como arginila-
cion, y ubiquitinacion.

Las modificaciones se pueden dar en cualquier parte de un polipéptido, que incluye el esqueleto peptidico, las cade-
nas laterales de los aminoacidos y los extremos amino o carboxilo. De hecho, el bloqueo del extremo amino o car-
boxilo de un polipéptido, o ambos, mediante una modificacion covalente es habitual en los polipéptidos naturales y
sintéticos, y tales modificaciones pueden estar presentes en los polipéptidos de la presente invencion.

Las modificaciones que se dan en un polipéptido seran a menudo una funciéon de cémo se produce el polipéptido.
Para los polipéptidos que se producen de manera recombinante, la naturaleza y el grado de las modificaciones esta-
ran determinados en gran parte por la capacidad de modificacién postraduccional de la célula hospedadora particular
y las sefiales de modificacidon que estén presentes en la secuencia de aminoacidos del polipéptido en cuestion. Por
ejemplo, los patrones de glicosilacion varian entre los diferentes tipos de células hospedadoras.

Los polipéptidos de la presente invencién se pueden preparar de cualquier manera adecuada. Tales polipéptidos
incluyen, cuando el polipéptido es un polipéptido que se da de manera natural, polipéptidos que se dan de manera
natural aislados (por ejemplo, purificados a partir de un cultivo celular) y también polipéptidos producidos de manera
recombinante (que incluyen las proteinas de fusion), polipéptidos producidos de manera sintética o polipéptidos que
se producen mediante una combinacion de estos métodos. El término "aislado" no indica el método mediante el cual
se obtiene el polipéptido, o el nivel de pureza de la preparacion. Asi, tales especies aisladas se pueden producir de
manera recombinante, aislarlas directamente de la célula o tejido de interés, o producirlas de manera sintética ba-
sandose en las secuencias determinadas.

La "identidad" indica que en cualquier posicion particular de las secuencias alineadas, el residuo de aminoacido es
idéntico entre las secuencias. La "similitud" indica que, en cualquier posicién particular de las secuencias alineadas,
el residuo de aminoécido es de un tipo similar entre las secuencias. Los grados de identidad y de similitud se pueden
calcular facilmente (Computational Molecular Biology, Lesk, A. M., ed., Oxford University Press, Nueva York, 1988;
Biocomputing. Informatics and Genome Projects, Smith, D. W., ed., Academic Press, Nueva York, 1993; Computer
Analysis of Sequence Data, Parte 1, Griffin, A. M., y Griffin, H. G., eds., Humana Press, Nueva Jersey, 1994;
Sequence Analysis in Molecular Biology, von Heinje, G., Academic Press, 1987; y Sequence Analysis Primer,
Gribskov, M. y Devereux, J., eds., M Stockton Press, Nueva York, 1991).

Los polipéptidos de la presente invencion se pueden usar para generar anticuerpos policlonales o monoclonales, que
son inmunoespecificos para los polipéptidos. Tales anticuerpos se pueden emplear para aislar o identificar clones
que expresan los polipéptidos de la invencion o para purificar los polipéptidos mediante cromatografia de afinidad.
Los anticuerpos también se pueden emplear como herramientas diagndsticas o terapéuticas, entre otras aplicacio-
nes, como sera evidente para el lector experto.

El término "inmunoespecifico" significa que los anticuerpos tienen una afinidad sustancialmente mayor por los poli-
péptidos de la invencién que su afinidad hacia otros polipéptidos relacionados de la técnica anterior. Tal como se usa
en la presente memoria, el término "anticuerpo” se refiere a moléculas intactas, asi como a los fragmentos de las
mismas, tales como Fab, F(ab')2 y Fv, que son capaces de unirse al determinante antigénico en cuestion. Tales
anticuerpos se unen asi a los polipéptidos del primer aspecto de la invencién.

"Afinidad sustancialmente mayor" significa que existe un incremento medible en la afinidad hacia un polipéptido de la
invencién en comparacion con la afinidad hacia las proteinas secretadas conocidas.

Preferiblemente, la afinidad es al menos 1,5 veces, 2 veces, 5 veces, 10 veces, 100 veces, 10° veces, 10* veces, 10°
veces 0 10° veces mayor hacia un polipéptido de la invencién que hacia las proteinas secretadas conocidas.

Si se desean anticuerpos policlonales, se puede inmunizar a un mamifero seleccionado, tal como un ratén, conejo,
cabra o caballo, con un polipéptido del primer aspecto de la invencién. El polipéptido usado para inmunizar al animal
se puede obtener mediante técnicas de ADN recombinante, o se puede sintetizar quimicamente. Si se desea, el
polipéptido se puede conjugar a una proteina portadora. Las proteinas portadoras usadas habitualmente a las que
se pueden acoplar quimicamente los polipéptidos incluyen albumina de suero bovino, tiroglobulina y hemocianina de
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lapa californiana. El polipéptido acoplado se usa después para inmunizar al animal. El suero del animal inmunizado
se recoge Yy se trata segun procedimientos conocidos, por ejemplo mediante cromatografia de inmunoafinidad.

Un experto en la técnica también puede producir faciimente anticuerpos monoclonales hacia los polipéptidos del
primer aspecto de la invencion. Se conoce muy bien la metodologia general para producir anticuerpos monoclonales
mediante el uso de la técnica de hibridomas (véase, por ejemplo, Kohler, G. y Milstein, C., Nature 256: 495-497
(1975); Kozbor et al., Immunology Today 4: 72 (1983); Cole et al., 77-96 en Monoclonal Antibodies and Cancer
Therapy, Alan R. Liss, Inc. (1985).

Se pueden cribar paneles de anticuerpos monoclonales producidos hacia los polipéptidos del primer aspecto de la
invencioén en funcion de diversas propiedades, es decir, en funcién del isotipo, epitopo, afinidad, etc. Los anticuerpos
monoclonales son especialmente Utiles en la purificacién de los polipéptidos individuales hacia los que se dirigen. De
manera alternativa, se pueden aislar los genes que codifican los anticuerpos monoclonales de interés a partir de
hibridomas, por ejemplo mediante métodos de PCR conocidos en la técnica, y clonarlos y expresarlos en vectores
adecuados.

También pueden ser utiles los anticuerpos quiméricos, en los que se unen o fusionan regiones variables no humanas
a regiones constantes humanas (véase, por ejemplo, Liu et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 84, 3439 (1987)).

El anticuerpo se puede modificar para hacerlo menos inmunoégeno en un individuo, por ejemplo mediante humaniza-
cion (véase Jones et al., Nature, 321, 522 (1986); Verhoeyen et al., Science, 239, 1534 (1988); Kabat et al., J.
Immunol., 147, 1709 (1991); Queen et al., Proc. Natl Acad. Sci. USA, 86, 10029 (1989); Gorman et al., Proc. Natl
Acad. Sci. USA, 88, 34181 (1991); y Hodgson et al., Bio/Technology, 9, 421 (1991)). La expresion "anticuerpo
humanizado", tal como se usa en la presente memoria, se refiere a moléculas de anticuerpo en las que los aminoa-
cidos de la CDR y otros aminoacidos seleccionados de los dominios variables de las cadenas pesadas y/o ligeras de
un anticuerpo donante no humano se han sustituido por los aminoacidos equivalentes de un anticuerpo humano. El
anticuerpo humanizado, asi, se parece mucho a un anticuerpo humano, pero tiene la capacidad de unién del anti-
cuerpo donante.

En una alternativa adicional, el anticuerpo puede ser un anticuerpo "biespecifico”, que es un anticuerpo que tiene
dos dominios de unién al antigeno diferentes, y cada dominio se dirige hacia un epitopo diferente.

Se puede utilizar la técnica de expresion en fagos para seleccionar los genes que codifican anticuerpos con activida-
des de unién hacia los polipéptidos de la invencién a partir de repertorios de genes V amplificados mediante PCR de
linfocitos de seres humanos que se han cribado para que posean los anticuerpos relevantes, o de bibliotecas sin
exposicion previa (McCafferty, J. et al., (1990), Nature 348, 552-554; Marks, J. et al., (1992) Biotechnology 10, 779-
783). La afinidad de estos anticuerpos se puede mejorar también mediante reordenamiento aleatorio de cadenas
(Clackson, T. et al., (1991) Nature 352, 624-628).

Los anticuerpos generados mediante las técnicas anteriores, ya sean policlonales o monoclonales, tienen una utili-
dad adicional, ya que se pueden emplear como reactivos en inmunoensayos, radioinmunoensayos (RIA) o ensayos
inmunoabsorbentes ligados a enzimas (ELISA). En estas aplicaciones, los anticuerpos se pueden marcar con un
reactivo detectable analiticamente tal como un radioisétopo, una molécula fluorescente o una enzima.

Las moléculas de acidos nucleicos de la invencién se pueden usar en los métodos y aplicaciones descritas en la
presente memoria.

Las moléculas de acidos nucleicos de la presente invencién pueden estar en forma de ARN, tal como mARN, o en
forma de ADN, que incluye, por ejemplo, cADN, ADN sintético o ADN gendémico. Tales moléculas de acidos nuclei-
cos se pueden obtener mediante clonacion, mediante técnicas de sintesis quimica o mediante una combinacion de
las mismas. Las moléculas de acidos nucleicos se pueden preparar, por ejemplo, mediante sintesis quimica me-
diante el uso de técnicas tales como sintesis quimica de fosforamidita en fase sélida, a partir de bibliotecas gendémi-
cas o de cADN, o mediante separacion a partir de un organismo. Se pueden generar moléculas de ARN en general
mediante la transcripcion in vitro o in vivo de secuencias de ADN.

Las moléculas de acidos nucleicos pueden ser bicatenarias o monocatenarias. EI ADN monocatenario puede ser la
cadena codificante, también conocida como cadena directa, o puede ser la cadena no codificante, también conocida
como cadena inversa.

La expresiéon "molécula de acido nucleico" también incluye los analogos de ADN y ARN, tales como aquellos que
contienen esqueletos modificados, y acidos peptidonucleicos (APN). El término "APN", tal como se usa en la pre-
sente memoria, se refiere a una molécula inversa o un agente anti-gen que comprende un oligonucleétido de al
menos cinco nucleétidos de longitud unido a un esqueleto peptidico de residuos de aminoacidos, que preferible-
mente finaliza en una lisina. La lisina terminal confiere solubilidad a la composicién. Los APNs pueden estar pegila-
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dos para prolongar su duracién en una célula, en la que se unen de manera preferente al ADN y ARN monocatenario
complementario y detienen la elongacioén del transcrito (Nielsen, P. E. et al. (1993) Anticancer Drug Des. 8:53-63).

Una molécula de acido nucleico que codifica el polipéptido de SEQ ID N°:14 puede ser idéntica a la secuencia codifi-
cante de la molécula de acido nucleico mostrada en SEQ ID N°:13. Una molécula de acido nucleico que codifica el
polipéptido de SEQ ID N°:34 puede ser idéntica a la secuencia codificante de la molécula de acido nucleico mos-
trada en SEQ ID N°:33. Una molécula de acido nucleico que codifica el polipéptido de SEQ ID N°:36 puede ser idén-
tica a la secuencia codificante de la molécula de acido nucleico mostrada en SEQ ID N°:35.

Estas moléculas también pueden tener una secuencia diferente que, como resultado de la degeneracion del cédigo
genético, codifica un polipéptido de SEQ ID N°:14, SEQ ID N°:34 o SEQ ID N°:36. Tales moléculas de acidos nuclei-
cos pueden incluir, pero sin limitacién, la secuencia codificante del polipéptido maduro propiamente dicho; la se-
cuencia codificante del polipéptido maduro y secuencias codificantes adicionales, tales como las que codifican una
secuencia lider o secretora, tal como una secuencia de pro-, pre- o prepro-polipéptido; la secuencia codificante del
polipéptido maduro, con o sin las secuencias codificantes adicionales anteriormente mencionadas, junto con otras
secuencias no codificantes adicionales, que incluyen las secuencias de 5' y 3' no codificantes, tales como las se-
cuencias transcritas no traducidas, que desempefian un papel en la transcripcion (que incluyen las sefales de termi-
nacion), la unién al ribosoma vy la estabilidad del mMARN. Las moléculas de acidos nucleicos también pueden incluir
secuencias adicionales que codifican aminoacidos adicionales, tales como aquellos que proporcionan funciones
adicionales.

Las moléculas de acidos nucleicos de la invencion también se pueden modificar, mediante el uso de métodos cono-
cidos en general en la técnica, por una diversidad de razones, que incluyen la modificacién de la clonacién, el proce-
samiento, y/o la expresion del producto génico (el polipéptido). El reordenamiento aleatorio del ADN mediante frag-
mentacion aleatoria y reensamblaje por PCR de fragmentos génicos y oligonucledtidos sintéticos esta incluido en las
técnicas que se pueden usar para modificar las secuencias de nucledtidos. La mutagénesis dirigida se puede usar
para insertar nuevos sitios de restriccion, alterar los patrones de glicosilacion, cambiar la preferencia de los codones,
producir variantes de corte y empalme, introducir mutaciones, etc.

Las moléculas de acidos nucleicos que codifican un polipéptido del primer aspecto de la invencion se pueden ligar a
una secuencia heterdloga, de forma que la molécula de acido nucleico combinada codifique una proteina de fusion.
Tales moléculas de acidos nucleicos combinadas estan incluidas en la invencion. Por ejemplo, para cribar bibliotecas
de péptidos en busca de inhibidores de la actividad del polipéptido, puede ser util expresar, mediante el uso de tal
molécula de acido nucleico combinada, una proteina de fusiéon que puede ser reconocida por un anticuerpo disponi-
ble comercialmente. Una proteina de fusién también se puede modificar para que contenga un sitio de escision loca-
lizado entre la secuencia del polipéptido de la invencion y la secuencia de una proteina heter6loga, de manera que el
polipéptido se puede escindir y purificar a partir de la proteina heteréloga.

Tal como se discute adicionalmente mas adelante con respecto a los ensayos que se pueden utilizar segun la inven-
cion, una molécula de acido nucleico como se describié anteriormente se puede usar en forma de una sonda de
hibridacion para ARN, cADN o ADN gendmico, para aislar cADNs de longitud completa y clones gendémicos que
codifican los polipéptidos INSP005 y para aislar cADN y clones gendmicos de genes homologos u ortélogos que
tienen una elevada similitud de secuencias hacia el gen que codifica estos polipéptidos.

A este respecto, se pueden utilizar los siguientes métodos, entre otros conocidos en la técnica, y se discuten mas
adelante con fines ilustrativos. Los métodos para la secuenciacion y el andlisis del ADN se conocen bien y estan
disponibles en general en la técnica, y se pueden usar, de hecho, para poner en practica muchas de las realizacio-
nes de la invencién discutidas en la presente memoria. Tales métodos pueden emplear enzimas tales como el frag-
mento Klenow de la ADN polimerasa |, Sequenasa (US Biochemical Corp, Cleveland, OH), Taq polimerasa (Perkin
Elmer), polimerasa T7 termoestable (Amersham, Chicago, IL), o combinaciones de polimerasas y exonucleasas con
correccion de errores tales como las halladas en el sistema de amplificacion ELONGASE comercializado por
Gibco/BRL (Gaithersburg, MD). Preferiblemente, el procedimiento de secuenciacion se puede automatizar mediante
el uso de aparatos tales como el Hamilton Micro Lab 2200 (Hamilton, Reno, NV), el Peltier Thermal Cycler (PTC200;
MJ Research, Watertown, MA) y el ABI Catalyst y los secuenciadores de ADN 373 y 377 (Perkin Elmer).

Un método para aislar una molécula de acido nucleico que codifica un polipéptido con una funcién equivalente a la
de los polipéptidos INSPOO5 es analizar una biblioteca gendmica o de cADN con una sonda natural o disefiada artifi-
cialmente mediante el uso de procedimientos estandar reconocidos en la técnica (véase, por ejemplo, "Current
Protocols in Molecular Biology", Ausubel et al. (eds). Greene Publishing Association and John Wiley Interscience,
Nueva York, 1989, 1992). Las sondas que comprenden al menos 15, preferiblemente al menos 30, y mas preferi-
blemente al menos 50, bases contiguas que corresponden, o que son complementarias, a las secuencias de acidos
nucleicos del gen codificante adecuado (SEQ ID N°:13, SEQ ID N°:33 o SEQ ID N°:35), son sondas especialmente
Utiles. Tales sondas se pueden marcar con un reactivo detectable analiticamente para facilitar su identificacion. Los
reactivos utiles incluyen, pero sin limitacion, radioisétopos, tintes fluorescentes y enzimas que son capaces de catali-
zar la formacion de un producto detectable. Mediante el uso de estas sondas, el técnico de experiencia habitual sera
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capaz de aislar copias complementarias de polinucleétidos de ADN gendmico, cADN o ARN que codifican proteinas
de interés de seres humanos, mamiferos u otras fuentes animales, y de cribar tales fuentes en busca de secuencias
relacionadas, por ejemplo, en busca de miembros adicionales de la familia, tipo y/o subtipo.

En muchos casos, las secuencias de cADN aisladas seran incompletas, ya que la regidon que codifica el polipéptido
estara recortada, normalmente en el extremo 5'. Existen varios métodos para obtener cADNs de tamafio completo, o
para prolongar los cADNs cortos. Tales secuencias se pueden prolongar mediante la utilizaciéon de una secuencia de
nucleodtidos parcial, y empleando diversos métodos conocidos en la técnica para detectar secuencias en posicion 5'
tales como promotores y elementos reguladores. Por ejemplo, un método que se puede emplear se basa en el mé-
todo de amplificacion rapida de los extremos del cADN (RACE; véase, por ejemplo, Frohnman et al.,, PNAS USA 85,
8998-9002, 1988). Las modificaciones recientes de esta técnica, ejemplificadas por la técnica Marathon™ (Clontech
Laboratories Inc.), por ejemplo, han simplificado significativamente la busqueda de cADNs mas largos. Una técnica
ligeramente diferente, denominada PCR de "sitio de restriccion", usa cebadores universales para recuperar una
secuencia de acido nucleico desconocida adyacente a un locus conocido (Sarkar, G. (1993) PCR Methods Applic.
2:318-322). También se puede usar la PCR inversa para amplificar o prolongar secuencias mediante el uso de ce-
badores divergentes basados en una regidén conocida (Triglia, T. et al. (1988) Nucleic Acids Res. 16:8186). Otro
método que se puede usar es la PCR de captura, que implica la amplificacion mediante PCR de fragmentos de ADN
adyacentes a una secuencia conocida en ADN cromosdmico artificial de levadura y humano (Lagerstrom, M. et al.
(1991) PCR Methods Applic., 1, 111-119). Otro método que se puede usar para recuperar secuencias conocidas es
el de Parker, J. D. et al. (1991); Nucleic Acids Res. 19:3055-3060). Ademas, se puede usar PCR, cebadores anida-
dos, y bibliotecas PromoterFinder™ para recorrer el ADN gendmico (Clontech, Palo Alto, CA). Este procedimiento
evita la necesidad de cribar bibliotecas, y es util para hallar uniones intrén/exon.

Cuando se criban cADNs de tamafio completo, es preferible usar bibliotecas que se han seleccionado por tamafio
para que incluyan cADNs mayores. Ademas, son preferibles las bibliotecas cebadas aleatoriamente, ya que conten-
dran mas secuencias que contienen las regiones 5' de los genes. El uso de una biblioteca cebada aleatoriamente
puede ser especialmente preferible para situaciones en las que una biblioteca de oligo d(T) no produce un cADN de
tamafo completo. Las bibliotecas gendmicas pueden ser Utiles para la prolongacién de una secuencia hasta las
regiones reguladoras no transcritas de 5.

En una realizacion de la invencién, las moléculas de acidos nucleicos de la presente invencion se pueden usar para
la localizacion cromosémica. En esta técnica, una molécula de acido nucleico se dirige especificamente hacia, y
puede hibridar con, una localizacion particular en un cromosoma humano individual. La cartografia de secuencias
relevantes en cromosomas segun la presente invencion es una etapa importante en la correlacion confirmatoria de
esas secuencias con la enfermedad asociada al gen. Una vez que una secuencia se ha cartografiado en una locali-
zacion cromosémica precisa, la posicion fisica de la secuencia en el cromosoma se puede correlacionar con los
datos de cartografia genética. Tales datos se hallan, por ejemplo, en V. McKusick, Mendelian Inheritance in Man
(disponible en linea a través de la Biblioteca Médica Welch de la Universidad Johns Hopkins). Las relaciones entre
los genes y las enfermedades que se han cartografiado en la misma region cromosomica se identifican después por
medio del analisis de ligamiento (herencia conjunta de genes fisicamente adyacentes). Esto proporciona informacion
valiosa a los investigadores que buscan genes de enfermedades mediante el uso de clonacién posicional u otras
técnicas de descubrimiento de genes. Una vez que la enfermedad o el sindrome se ha localizado de manera
aproximada mediante ligamiento genético en una regién genémica particular, cualquier secuencia que se cartografie
en ese area puede representar genes asociados o regulatorios para la investigacion posterior. La molécula de acido
nucleico se puede usar también para detectar diferencias en la localizacién cromosémica debida a translocacion,
inversion, etc. entre individuos normales, portadores, o afectados.

Las moléculas de acidos nucleicos de la presente invencion también son valiosas para la localizacién de tejidos.
Tales técnicas permiten la determinacion de patrones de expresion del polipéptido en tejidos mediante la deteccion
de los mARNSs que los codifican. Estas técnicas incluyen las técnicas de hibridacion in situ y las técnicas de amplifi-
cacion de nucledtidos, tales como PCR. Los resultados de estos estudios proporcionan una indicacién de las funcio-
nes normales del polipéptido en el organismo. Ademas, los estudios comparativos del patrén de expresién normal de
los mARNSs con los de los mMARNSs codificados por un gen mutante proporcionan percepciones valiosas del papel de
los polipéptidos mutantes en la enfermedad. Tal expresion inadecuada puede ser de naturaleza temporal, espacial o
cuantitativa.

También se pueden utilizar aproximaciones de silenciamiento génico para inhibir la expresién endégena de un gen
que codifica un polipéptido de la invencion. EI ARN de interferencia (ARNi) (Elbashir, S M et al., Nature 2001, 411,
494-498) es un método de silenciamiento génico post-transcripcional especifico de secuencia que se puede emplear.
Se sintetizan oligonucleotidos de dsARN in vitro y se introducen en una célula. La unién especifica de secuencia de
estos oligonucleétidos de dsARN desencadena la degradacién del mMARN seleccionado como objetivo, reduciendo o
eliminando la expresién de la proteina seleccionada como objetivo.
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La eficacia de las aproximaciones de silenciamiento génico indicadas anteriormente se puede determinar por medio
de la medida de la expresion del polipéptido (por ejemplo, mediante transferencia de Western), y a nivel del ARN
mediante el uso de metodologias basadas en TagMan.

Los vectores de la presente invencion comprenden las moléculas de acidos nucleicos de la invencién, y pueden ser
vectores de clonacion o de expresion. Las células hospedadoras de la invencion, que se pueden transformar, trans-
fectar o transducir con los vectores de la invencién, pueden ser procariéticas o eucariéticas.

Los polipéptidos de la invencion se pueden preparar de forma recombinante mediante la expresion de sus moléculas
de acidos nucleicos codificantes en vectores contenidos dentro de una célula hospedadora. Los expertos en la téc-
nica conocen bien tales métodos de expresion, y muchos se describen con detalle en Sambrook et al. (anteriormente
mencionado) y Fernandez y Hoeffler (1998, eds. "Gene expression systems. Using nature for the art of expression".
Academic Press, San Diego, Londres, Boston, Nueva York, Sidney, Tokio, Toronto).

En general, se puede usar cualquier sistema o vector que sea adecuado para mantener, propagar o expresar molé-
culas de acidos nucleicos para producir un polipéptido en el hospedador necesario. La secuencia de nucleétidos
adecuada se puede insertar en un sistema de expresion mediante cualquiera de una diversidad de técnicas rutina-
rias y muy conocidas, tales como, por ejemplo, las descritas en Sambrook et al., (anteriormente mencionado). En
general, el gen codificante se puede colocar bajo el control de un elemento de control tal como un promotor, sitio de
unién al ribosoma (para la expresion bacteriana), y, opcionalmente, un operador, de manera que la secuencia de
ADN que codifica el polipéptido deseado se transcribe hasta ARN en la célula hospedadora transformada.

Los ejemplos de sistemas de expresién adecuados incluyen, por ejemplo, sistemas cromosémicos, episomicos y
derivados de virus, que incluyen, por ejemplo, vectores derivados de: plasmidos bacterianos, bacteriéfagos, transpo-
sones, episomas de levaduras, elementos de insercion, elementos cromosémicos de levaduras, virus tales como
baculovirus, papovavirus tales como SV40, virus vaccinia, adenovirus, virus de viruela aviar, virus de pseudorrabia y
retrovirus, o combinaciones de los mismos, tales como las descritas de elementos genéticos de plasmidos y bacte-
ri6fagos, que incluyen los cosmidos y fagémidos. También se pueden emplear cromosomas artificiales humanos
(HACs) para administrar fragmentos mas largos de ADN que se pueden contener y expresar en un plasmido.

Los sistemas de expresion especialmente adecuados incluyen microorganismos tales como bacterias transformadas
con vectores de expresion de ADN de bacteriéfagos recombinantes, plasmidos o cosmidos; levaduras transformadas
con vectores de expresion de levaduras; sistemas de células de insectos infectadas con vectores de expresion de
virus (por ejemplo, baculovirus); sistemas de células vegetales transformadas con vectores de expresion de virus
(por ejemplo, virus del mosaico de la coliflor, CaMV; virus del mosaico del tabaco, TMV) o con vectores de expresion
bacterianos (por ejemplo, plasmidos Ti o pBR322); o sistemas de células animales. También se pueden emplear
sistemas de traduccion sin células para producir los polipéptidos de la invencion.

La introduccion de moléculas de acidos nucleicos que codifican un polipéptido de la presente invencidén en células
hospedadoras se puede llevar a cabo mediante métodos descritos en muchos manuales de laboratorio habituales,
tales como Davis et al., Basic Methods in Molecular Biology (1986) y Sambrook et al., (anteriormente mencionado).
Los métodos especialmente adecuados incluyen la transcripcién mediante fosfato calcico, transfeccion mediada por
DEAE-dextrano, transveccion, microinyeccion, transfeccion mediada por lipidos catiénicos, electroporacion, trans-
duccién, transferencia por raspado, introduccion balistica o infeccion (véase Sambrook et al., 1989 [anteriormente
mencionado]; Ausubel et al., 1991 [anteriormente mencionado]; Spector, Goldman y Leinwald, 1998). En las células
eucarioticas, los sistemas de expresion pueden ser transitorios (por ejemplo, episémicos) o permanentes (integra-
cion cromosoémica) segun las necesidades del sistema.

La molécula de acido nucleico codificante puede incluir o no una secuencia que codifica una secuencia de control, tal
como un péptido sefial o secuencia lider, segun se desee, por ejemplo, para la secrecion del polipéptido traducido al
interior del reticulo endoplasmico, al espacio periplasmico o al medio extracelular. Estas sefiales pueden ser endé-
genas para el polipéptido, o pueden ser sefales heterdlogas. Las secuencias lider pueden ser eliminadas por el
hospedador bacteriano en el procesamiento postraduccional.

Ademas de las secuencias de control, puede ser deseable afadir secuencias reguladoras que posibiliten la regula-
cion de la expresion del polipéptido respecto del crecimiento de la célula hospedadora. Los ejemplos de secuencias
reguladoras son aquellas que provocan que la expresion de un gen aumente o disminuya en respuesta a un estimulo
quimico o fisico, que incluye la presencia de un compuesto regulador o diversas condiciones de temperatura o con-
diciones metabdlicas. Las secuencias reguladoras son las regiones no traducidas del vector, tales como potenciado-
res, promotores y regiones sin traducir de 5' y 3'. Estas interaccionan con las proteinas celulares del hospedador
para llevar a cabo la transcripcién y la traduccién. Tales secuencias reguladoras pueden variar de intensidad y espe-
cificidad. Dependiendo del sistema del vector y del hospedador utilizado, se puede usar cualquier nimero de ele-
mentos de transcripcion y traduccién adecuados, que incluyen promotores constitutivos e inducibles. Por ejemplo,
cuando se realiza la clonacién en sistemas bacterianos, se pueden usar promotores inducibles tales como el pro-
motor de lacZ hibrido del fagémido Bluescript (Stratagene, La Jolla, CA) o el plasmido pSportl™ (Gibco BRL), y
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similares. Se puede usar el promotor de polihedrina de baculovirus en células de insecto. Los promotores o poten-
ciadores derivados de los genomas de células vegetales (por ejemplo, choque térmico, RUBISCO y genes de protei-
nas de almacenamiento) o de virus vegetales (por ejemplo, promotores o secuencias lider virales) se pueden clonar
en el vector. En los sistemas de células mamiferas, son preferibles los promotores de genes mamiferos o de virus de
mamiferos. Si es necesario generar una linea celular que contenga multiples copias de la secuencia, se pueden usar
vectores basados en SV40 o EBV con un marcador seleccionable adecuado.

Se construye un vector de expresion de forma que la secuencia codificante de acido nucleico particular esté locali-
zada en el vector con las secuencias reguladoras adecuadas, y la posicion y la orientaciéon de la secuencia codifi-
cante con respecto a las secuencias reguladoras es tal que la secuencia codificante se transcribe bajo el "control" de
las secuencias reguladoras, es decir, la ARN polimerasa que se une a la molécula de ADN en las secuencias de
control transcribe la secuencia codificante. En algunos casos, puede ser necesario modificar la secuencia de manera
que se pueda unir a las secuencias de control con la orientacion adecuada; es decir, para mantener el marco de
lectura.

Las secuencias de control y otras secuencias reguladoras se pueden ligar a la secuencia codificante de acido nu-
cleico antes de la insercidon en un vector. De manera alternativa, la secuencia codificante se puede clonar directa-
mente en un vector de expresion que ya contenga las secuencias de control y un sitio de restriccion adecuado.

Para la produccion a largo plazo y de alto rendimiento de un polipéptido recombinante, se prefiere la expresion esta-
ble. Por ejemplo, se pueden transformar lineas celulares que expresan de manera estable el polipéptido de interés
mediante el uso de vectores de expresion que pueden contener origenes de replicacion virales y/o elementos de
expresion endégenos y un gen marcador seleccionable en el mismo vector o en un vector distinto. Tras la introduc-
cion del vector, se puede dejar que las células crezcan durante 1-2 dias en un medio enriquecido antes de cambiar-
las al medio selectivo. El propésito del marcador seleccionable es conferir resistencia a la seleccion, y su presencia
permite el cultivo y la recuperacion de las células que expresan de manera eficaz las secuencias introducidas. Los
clones resistentes de células transformadas de manera estable se pueden hacer proliferar mediante el uso de técni-
cas de cultivo de tejidos adecuadas para ese tipo de células.

Las lineas celulares mamiferas disponibles como hospedadores para la expresion se conocen en la técnica, e inclu-
yen muchas lineas celulares inmortalizadas disponibles de la American Type Culture Collection (ATCC) que inclu-
yen, pero sin limitacion, células de ovario de hamster chino (CHO), Hela, rifidén de hamster recién nacido (BHK),
rindn de mono (COS), C127, 3T3, BHK, HEK 293, melanoma de Bowes y carcinoma hepatocelular humano (por
ejemplo Hep G2), y otras lineas celulares.

En el sistema de baculovirus, los materiales para los sistemas de expresién baculovirus/células de insecto estan
disponibles comercialmente en forma de equipos, entre otros, de Invitrogen, San Diego CA (el equipo "MaxBac").
Los expertos en la técnica conocen en general estos métodos, y se describen completamente en Summers y Smith,
Texas Agricultural Experiment Station Bulletin N° 1555 (1987). Las células hospedadoras especialmente adecuadas
para el uso en este sistema incluyen las células de insecto tales como las células de S2 Drosophila y Sf9 de
Spodoptera.

Existen muchos sistemas de expresion genética mediante cultivos de células vegetales y de plantas completas en la
técnica. Los ejemplos de sistemas de expresion genética celular vegetal adecuados incluyen los descritos en las pat.
de EE.UU. n° 5.693.506; 5.659.122; y 5.608.143. Se han descrito ejemplos adicionales de expresioén genética en
cultivos de células vegetales en Zenk, Phytochemistry 30, 3861-3863 (1991).

En particular, se pueden usar todas las plantas de las cuales se puedan aislar protoplastos y cultivarlos para propor-
cionar plantas regeneradas completas, de manera que se recuperan las plantas completas que contienen el gen
transferido. Practicamente todas las plantas se pueden regenerar a partir de las células o tejidos cultivados, que
incluyen, pero sin limitacion, todas las especies principales de cafa de azucar, remolacha azucarera, algodén, arbo-
les frutales y otros arboles, legumbres y hortalizas.

Los ejemplos especialmente preferidos de células hospedadoras bacterianas incluyen células de streptococci,
staphylococci, E. coli, Streptomyces y Bacillus subtilis.

Los ejemplos de células hospedadoras especialmente adecuadas para la expresion fungica incluyen las células de
levaduras (por ejemplo, S. cerevisiae) y Aspergillus.

Se conoce en la técnica un gran nimero de sistemas de selecciéon que se pueden usar para recuperar las lineas
celulares transformadas. Los ejemplos incluyen los genes de la timidina quinasa del virus herpes simple (Wigler, M.
et al. (1977) Cell 11:223-32) y adenina fosforribosiltransferasa (Lowy, |. et al. (1980) Cell 22:817-23) que se pueden
emplear en células tk— o aprtt, respectivamente.
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Ademas, se puede usar la resistencia a antimetabolitos, antibidticos o herbicidas como base para la seleccion; por
ejemplo, la dihidrofolato reductasa (DHFR) que confiere resistencia a metotrexato (Wigler, M. et al. (1980) Proc. Natl.
Acad. Sci. 77:3567-70); npt, que confiere resistencia a los aminoglicésidos neomicina y G-418 (Colbere-Garapin, F.
et al (1981) J. Mol. Biol. 150:1-14) y als o pat, que confieren resistencia a clorsulfuron y fosfinotricina acetiltransfe-
rasa, respectivamente. Se han descrito genes seleccionables adicionales, cuyos ejemplos seran evidentes para los
expertos en la técnica.

Aunque la presencia o ausencia de expresion del gen marcador indica que el gen de interés también esta presente,
puede ser necesario confirmar su presencia y expresion. Por ejemplo, si la secuencia relevante se inserta en una
secuencia de un gen marcador, las células transformadas que contienen las secuencias adecuadas se pueden iden-
tificar por la ausencia de la funciéon del gen marcador. De manera alternativa, se puede colocar un gen marcador en
tdndem con una secuencia que codifica un polipéptido de la invencion bajo el control de un Unico promotor. La ex-
presién del gen marcador en respuesta a la induccion o seleccién también indica normalmente la expresion del gen
en tandem.

De manera alternativa, las células hospedadoras que contienen una secuencia de acido nucleico que codifica un
polipéptido de la invencion y que expresan dicho polipéptido se pueden identificar mediante una diversidad de pro-
cedimientos conocidos para los expertos en la técnica. Estos procedimientos incluyen, pero sin limitacion, hibridacio-
nes ADN-ADN o ADN-ARN y bioensayos de proteinas, por ejemplo, separacion de células activada por fluorescencia
(FACS) o técnicas de inmunoensayos (tales como el ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas [ELISA] y el ra-
dioinmunoensayo [RIA]), que incluyen las técnicas basadas en membranas, disoluciones, o chips para la deteccion
y/o cuantificacién del acido nucleico o la proteina (véase Hampton, R. et al. (1990) Serological Methods, a
Laboratory Manual, APS Press, St Paul, MN) y Maddox, D. E. et al. (1983) J. Exp. Med, 158, 1211-1216).

Los expertos en la técnica conocen una amplia diversidad de marcadores y técnicas de conjugacion, y se pueden
usar en diversos ensayos de acidos nucleicos y aminoacidos. Los medios para producir sondas de hibridacién o de
PCR marcadas para detectar las secuencias relacionadas con las moléculas de acidos nucleicos que codifican los
polipéptidos de la presente invencion incluyen el marcaje con oligonucleétidos, el traslado de mella, el marcaje en los
extremos o la amplificacion mediante PCR usando un polinucleétido marcado. De manera alternativa, las secuencias
que codifican el polipéptido de la invencion se pueden clonar en un vector para la produccién de una sonda de
mARN. Tales vectores se conocen en la técnica, estan disponibles comercialmente, y se pueden usar para sintetizar
sondas de ARN in vitro mediante la adicion de una ARN polimerasa adecuada tal como T7, T3 o SP6 y nucleétidos
marcados. Estos procedimientos se pueden llevar a cabo mediante el uso de una diversidad de equipos disponibles
comercialmente (Pharmacia & Upjohn, (Kalamazoo, MI); Promega (Madison WI); y U.S. Biochemical Corp.,
Cleveland, OH)).

Las moléculas indicadoras o marcadores adecuados, que se pueden usar para facilitar la deteccion, incluyen los
radionuclidos, las enzimas y los agentes fluorescentes, quimioluminiscentes o cromogénicos, asi como sustratos,
cofactores, inhibidores, particulas magnéticas, y similares.

Las moléculas de acidos nucleicos segun la presente invenciéon se pueden usar también para crear animales trans-
génicos, en particular roedores. Tales animales transgénicos forman un aspecto adicional de la presente invencion.
Esto se puede realizar localmente mediante la modificacién de células somaticas, o mediante la terapia de la linea
germinal para incorporar modificaciones heredables. Tales animales transgénicos pueden ser especialmente Utiles
en la generacién de modelos de animales para moléculas farmacoldgicas eficaces como moduladores de los poli-
péptidos de la presente invencion.

El polipéptido se puede recuperar y purificar a partir de cultivos de células recombinantes mediante métodos muy
conocidos, que incluyen la precipitacion con sulfato aménico o etanol, extraccion con acido, cromatografia de inter-
cambio anidnico o catidnico, cromatografia en fosfocelulosa, cromatografia de interaccion hidrofébica, cromatografia
de afinidad, cromatografia de hidroxiapatito y cromatografia de lectina. La cromatografia liquida de alto rendimiento
es especialmente util para la purificacion. Se pueden emplear técnicas muy conocidas para replegar las proteinas
para regenerar una conformacion activa cuando el polipéptido se desnaturaliza durante el aislamiento y/o la purifica-
cion.

También se pueden usar construcciones de vectores especializados para facilitar la purificacion de las proteinas,
segun se desee, uniendo secuencias que codifican los polipéptidos de la invencion a una secuencia de nucleotidos
que codifica un dominio polipeptidico que facilitara la purificacion de las proteinas solubles. Los ejemplos de tales
dominios que facilitan la purificacién incluyen los péptidos quelantes de metales tales como los médulos de histidina-
triptéfano que permiten la purificacion con metales inmovilizados, los dominios de proteina A que permiten la purifi-
cacién con inmunoglobulina inmovilizada, y el dominio utilizado en el sistema de extension/purificacion por afinidad
FLAGS (Immunex Corp., Seattle, WA). La inclusién de secuencias ligadoras escindibles tales como las especificas
del Factor XA o de la enteroquinasa (Invitrogen, San Diego, CA) entre el dominio de purificacion y el polipéptido de la
invencién se pueden usar para facilitar la purificacion. Tal vector de expresién posibilita la expresion de una proteina
de fusidn que contiene el polipéptido de la invencion fusionado a varios residuos de histidina que preceden a un sitio
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de escision de tiorredoxina o enteroquinasa. Los residuos de histidina facilitan la purificacion mediante IMAC (cro-
matografia de afinidad con iones metalicos inmovilizados descrita en Porath, J. et al. (1992), Prot. Exp. Purif. 3: 263-
281) mientras el sitio de escision de tiorredoxina o enteroquinasa proporciona un medio para la purificacion del poli-
péptido a partir de la proteina de fusidn. Se proporciona una discusion de vectores que contienen proteinas de fusion
en Kroll, D. J. et al. (1993; DNA Cell Biol. 12:441-453).

Si el polipéptido se va a expresar para el uso en ensayos de cribado, generalmente se prefiere que se produzca en
la superficie de la célula hospedadora en la que se expresa. En este caso, las células hospedadoras se pueden
recoger antes del uso en el ensayo de cribado, por ejemplo mediante el uso de técnicas tales como separacion de
células activada por fluorescencia (FACS) o técnicas de inmunoafinidad. Si el polipéptido se secreta en el medio, se
puede recuperar el medio para recuperar y purificar el polipéptido expresado. Si el polipéptido se produce de manera
intracelular, primero se deben lisar las células antes de recuperar el polipéptido.

El polipéptido de la invencion se puede usar para cribar bibliotecas de compuestos en cualquiera de una diversidad
de técnicas de cribado de farmacos. Tales compuestos pueden activar (actuar como agonistas) o inhibir (actuar
como antagonistas) el nivel de expresion del gen o la actividad del polipéptido de la invencion, y forman un aspecto
adicional de la presente invencion. Los compuestos preferidos son eficaces para alterar la expresion de un gen natu-
ral que codifica un polipéptido del primer aspecto de la invenciéon o para regular la actividad de un polipéptido del
primer aspecto de la invencion.

Los compuestos agonistas o antagonistas se pueden aislar, por ejemplo, a partir de células, preparaciones exentas
de células, bibliotecas quimicas o mezclas de productos naturales. Estos agonistas o antagonistas pueden ser sus-
tratos naturales o modificados, ligandos, enzimas, receptores o moléculas miméticas estructurales o funcionales.
Para una revision adecuada de tales técnicas de cribado, véase Coligan et al., Current Protocols in Immunology 1(2):
Capitulo 5 (1991).

Los compuestos que es mas probable que sean buenos antagonistas son las moléculas que se unen al polipéptido
de la invencion sin inducir el efecto bioldgico del polipéptido tras unirse a él. Los antagonistas potenciales incluyen
moléculas organicas pequenas, péptidos, polipéptidos y anticuerpos que se unen al polipéptido de la invencién y por
tanto inhiben o eliminan su actividad. De esta manera, se puede inhibir la union del polipéptido a moléculas de unién
celulares normales, de manera que se evita la actividad biolégica normal del polipéptido.

El polipéptido de la invencidon que se emplea en tal técnica de cribado puede estar libre en disolucion, fijado a un
soporte soélido, asociado a una superficie celular o localizado de manera intracelular. En general, tales procedimien-
tos de cribado pueden implicar el uso de células 0 membranas celulares adecuadas que expresan el polipéptido que
estan en contacto con un compuesto de ensayo para observar la unién, o la estimulacion o la inhibicién de una res-
puesta funcional. La respuesta funcional de las células puestas en contacto con el compuesto de ensayo se compara
después con las células de control que no se pusieron en contacto con el compuesto de ensayo. Tal ensayo puede
determinar si el compuesto de ensayo da como resultado una sefial generada por la activacién del polipéptido, me-
diante el uso de un sistema de deteccién adecuado. Los inhibidores de la activacion se ensayan en general en pre-
sencia de un agonista conocido, y se observa el efecto sobre la activacion por el agonista en presencia del com-
puesto de ensayo.

Los polipéptidos INSP005 de la presente invencién pueden modular una diversidad de procesos fisiolégicos y pato-
I6gicos, que incluyen procesos reproductivos tales como la maduracion o la fertilizacion del huevo. Asi, la actividad
bioldgica de los polipéptidos INSP005 se puede examinar en sistemas que permiten el estudio de tales actividades
moduladoras, mediante el uso de una diversidad de ensayos adecuados. Por ejemplo, los ensayos posibles incluyen
la medida de la fertilizacion del ovocito y/o las tasas de gestacion tras la induccion de la ovulacion, la medida de las
tasas de implantacion del embrion, o en el caso de la infertilidad masculina, la medida de la motilidad espermatica
(Luo C. W. et al., J. Biol. Chem. 276 (10), 6913-6921 (2001)).

Se describe un método para identificar un compuesto agonista o antagonista de un polipéptido de la presente inven-
cion que comprende:

(a) poner en contacto una célula que expresa en su superficie el polipéptido segun el primer aspecto de la
invencion, y el polipéptido esta asociado a un segundo componente capaz de proporcionar una sefal de-
tectable en respuesta a la uniéon de un compuesto al polipéptido, con un compuesto a cribar en condicio-
nes que permiten la union al polipéptido; y

(b) determinar si el compuesto se une y activa o inhibe el polipéptido midiendo el nivel de una sefal generada
a partir de la interaccion del compuesto con el polipéptido.

Un método adicional para identificar un agonista o antagonista de un polipéptido de la invencion puede comprender:
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(a) poner en contacto una célula que expresa en su superficie el polipéptido, y el polipéptido esta asociado a
un segundo componente capaz de proporcionar una sefal detectable en respuesta a la unién de un com-
puesto al polipéptido, con un compuesto a cribar en condiciones que permiten la unién al polipéptido; y

(b) determinar si el compuesto se une y activa o inhibe el polipéptido comparando el nivel de una sefial gene-
rada a partir de la interaccién del compuesto con el polipéptido con el nivel de una sefal en ausencia del
compuesto.

Los métodos generales que se describieron anteriormente pueden comprender ademas llevar a cabo la identificacion
del agonista o antagonista en presencia de un ligando marcado o sin marcar para el polipéptido.

Se describe un método para identificar un agonista o antagonista de un polipéptido de la presente invencion que
comprende:

determinar la inhibicion de la unién de un ligando a células que tienen un polipéptido de la invencion en su superficie,
0 a membranas celulares que contienen tal polipéptido, en presencia de un compuesto candidato en condiciones que
permiten la union al polipéptido, y determinar la cantidad de ligando unido al polipéptido. Un compuesto capaz de
provocar la reduccién de la unién de un ligando se considera que es un agonista o antagonista. Preferiblemente, el
ligando esta marcado.

Mas en particular, un método de cribado en busca de un compuesto antagonista o agonista de un polipéptido puede
comprender las etapas de:

(a) incubar un ligando marcado con una célula completa que expresa un polipéptido segun la invencion en la
superficie celular, o una membrana celular que contiene un polipéptido de la invencion,

(b) medir la cantidad de ligando marcado unido a la célula completa o a la membrana celular;

(c) afiadir un compuesto candidato a una mezcla de ligando marcado y la célula completa o membrana celu-
lar de la etapa (a) y permitir que la mezcla alcance el equilibrio;

(d) medir la cantidad de ligando marcado unido a la célula completa o a la membrana celular tras la etapa (c);
y

(e) comparar la diferencia del ligando marcado unido en la etapa (b) y (d), de manera que el compuesto que
provoca la reduccion de la union en la etapa (d) se considera que es un agonista o antagonista.

Se puede descubrir que los polipéptidos modulan una diversidad de procesos fisiologicos y patolégicos de una ma-
nera dependiente de la dosis en los ensayos anteriormente descritos.

En algunas de las realizaciones descritas anteriormente, se pueden usar ensayos de union simple, en los que se
detecta la adherencia de un compuesto de ensayo a una superficie que alberga el polipéptido por medio de un mar-
cador asociado directamente o indirectamente al compuesto de ensayo o en un ensayo que implica la competicion
con un competidor marcado. En otra realizacion, se pueden usar ensayos de cribado de farmacos competitivos en
los que los anticuerpos neutralizantes que son capaces de unirse al polipéptido compiten especificamente con un
compuesto de ensayo por la unién. De esta manera, se pueden usar los anticuerpos para detectar la presencia de
cualquier compuesto de ensayo que posea una afinidad de union especifica hacia el polipéptido.

También se pueden disefiar ensayos para detectar el efecto de los compuestos de ensayo afiadidos sobre la pro-
duccion de mARN que codifica el polipéptido en las células. Por ejemplo, se puede construir un ELISA que mide los
niveles secretados o asociados a células del polipéptido mediante el uso de anticuerpos monoclonales o policlonales
mediante métodos habituales conocidos en la técnica, y esto se puede usar para buscar compuestos que pueden
inhibir o aumentar la produccién del polipéptido a partir de células o tejidos manipulados de manera adecuada. Des-
pués se puede medir la formacién de complejos de unién entre el polipéptido y el compuesto que se esta ensayando.

Los métodos de ensayo que también se incluyen en los términos de la presente invencion son aquellos que implican
el uso de genes y polipéptidos de la invencidon en ensayos de sobreexpresion o de supresion. Tales ensayos impli-
can la manipulacion de los niveles de estos genes/polipéptidos en las células y la determinacion del impacto de este
acto de manipulacién sobre la fisiologia de las células manipuladas. Por ejemplo, tales experimentos revelan detalles
de las rutas de sefalizacion y las rutas metabdlicas en las que estan implicados los genes/polipéptidos particulares,
generan informacién con respecto a las identidades de los polipéptidos con los que interaccionan los polipéptidos
estudiados, y proporcionan pistas en cuanto a los métodos por los que se regulan los genes y proteinas relaciona-
das.
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Otra técnica para el cribado de farmacos que se puede usar proporciona el cribado de alto rendimiento de com-
puestos que tienen una afinidad de union adecuada hacia el polipéptido de interés (véase la solicitud de patente
internacional WO84/03564). En este método, se sintetiza un gran niumero de diferentes compuestos de ensayo pe-
quefios en un sustrato sdlido, que después se pueden hacer reaccionar con el polipéptido de la invencion y se lavan.
Una manera de inmovilizar el polipéptido es usar anticuerpos no neutralizantes. El polipéptido unido se puede de-
tectar después mediante el uso de métodos que se conocen bien en la técnica. El polipéptido purificado se puede
revestir también directamente sobre placas para el uso en las técnicas de cribado de farmacos anteriormente men-
cionadas.

El polipéptido de la invencion se puede usar para identificar receptores asociados a membrana o receptores solu-
bles, por medio de métodos de unién a receptores estandar que se conocen en la técnica, tales como ensayos de
unién y de entrecruzamiento de ligandos en los que el polipéptido se marca con un is6topo radiactivo, se modifica
quimicamente, o se fusiona a una secuencia peptidica que facilita su deteccién o purificacion, y se incuba con una
fuente del supuesto receptor (por ejemplo, una composicion de células, membranas celulares, sobrenadantes celula-
res, extractos tisulares, o liquidos corporales). La eficacia de la unién se puede medir mediante el uso de técnicas
bioquimicas tales como resonancia de plasmones superficiales (suministrada por Biacore AB, Uppsala, Suecia) y
espectroscopia. Se pueden usar ensayos de union para la purificaciéon y la clonacion del receptor, pero también
pueden identificar agonistas y antagonistas del polipéptido, que compiten con la unién del polipéptido a su receptor.
Los métodos habituales para llevar a cabo ensayos de cribado se conocen muy bien en la técnica.

La invencién incluye los agonistas, antagonistas, ligandos, receptores, sustratos y enzimas, y otros compuestos que
modulan la actividad o la antigenicidad del polipéptido de la invencion descubiertos mediante los métodos que se
describieron anteriormente.

La invencion también proporciona composiciones farmacéuticas que comprenden un polipéptido, acido nucleico,
ligando o compuesto de la invencién en combinacion con un vehiculo farmacéutico adecuado. Estas composiciones
pueden ser adecuadas como reactivos terapéuticos o diagnésticos, o como otras composiciones inmundgenas,
como se resume con detalle mas adelante.

Segun la terminologia usada en la presente memoria, una composicidon que contiene un polipéptido, acido nucleico,
ligando o compuesto [X] esta "sustancialmente exenta de" impurezas [en la presente memoria, Y] cuando al menos
un 85% en peso del total de X+Y en la composicion es X. Preferiblemente, X comprende al menos alrededor de un
90% en peso del total de X+Y en la composicion, mas preferiblemente al menos alrededor de un 95%, 98% o incluso
un 99% en peso.

Las composiciones farmacéuticas deberian comprender preferiblemente una cantidad terapéuticamente eficaz del
polipéptido, molécula de &cido nucleico, ligando, o compuesto de la invencion. La expresion "cantidad terapéutica-
mente eficaz", tal como se usa en la presente memoria, se refiere a una cantidad de agente terapéutico necesaria
para tratar, mejorar, o prevenir una enfermedad o afeccién seleccionada como objetivo, o para exhibir un efecto
terapéutico o preventivo detectable. Para cualquier compuesto, se puede estimar inicialmente la dosis terapéutica-
mente eficaz en ensayos de cultivos celulares, por ejemplo, de células neoplasicas, o en modelos de animales, nor-
malmente ratones, conejos, perros, o cerdos. El modelo de animal también se puede usar para determinar el inter-
valo de concentraciones adecuado y la via de administraciéon. Tal informaciéon se puede usar después para
determinar las dosis utiles y las vias de administraciéon en seres humanos.

La cantidad eficaz exacta para un sujeto humano dependera de la gravedad del estado patoldgico, la salud general
del sujeto, la edad, el peso, y el sexo del sujeto, la dieta, el momento y la frecuencia de la administracién, la(s) com-
binacién(es) de farmacos, la sensibilidad a la reaccién, y la tolerancia/respuesta a la terapia. Esta cantidad se puede
determinar mediante experimentacion rutinaria, y esta dentro del juicio del clinico. En general, una dosis eficaz sera
de 0,01 mg/kg a 50 mg/kg, preferiblemente 0,05 mg/kg a 10 mg/kg. Las composiciones se pueden administrar indivi-
dualmente a un paciente, o se pueden administrar en combinacién con otros agentes, farmacos u hormonas.

Una composicién farmacéutica también puede contener un vehiculo farmacéuticamente aceptable, para la adminis-
tracion de un agente terapéutico. Tales vehiculos incluyen anticuerpos y otros polipéptidos, genes y otros agentes
terapéuticos tales como liposomas, con tal de que el vehiculo no induzca por si mismo la produccién de anticuerpos
daiinos hacia el individuo que recibe la composicion, y que se pueda administrar sin una toxicidad indeseada. Los
vehiculos adecuados pueden ser macromoléculas grandes, metabolizadas lentamente, tales como proteinas, polisa-
caridos, poli(acidos lacticos), poli(acidos glicélicos), aminoacidos poliméricos, copolimeros de aminoacidos y parti-
culas virales inactivas.

Se pueden usar sales farmacéuticamente aceptables, por ejemplo, sales de acidos minerales tales como hidrocloru-
ros, hidrobromuros, fosfatos, sulfatos, y similares; y sales de acidos organicos tales como acetatos, propionatos,
malonatos, benzoatos, y similares. Una discusion minuciosa de los vehiculos farmacéuticamente aceptables esta
disponible en Remington's Pharmaceutical Sciences (Mack Pub. Co., N.J. 1991).
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Los vehiculos farmacéuticamente aceptables de las composiciones terapéuticas pueden contener adicionalmente
liquidos tales como agua, solucién salina, glicerol y etanol. Ademas, en tales composiciones puede haber presentes
sustancias auxiliares, tales como agentes humectantes o emulsionantes, sustancias tamponadoras del pH, y simila-
res. Tales vehiculos permiten que las composiciones farmacéuticas se formulen como comprimidos, pildoras, gra-
geas, capsulas, liquidos, geles, jarabes, suspensiones espesas, suspensiones, y similares, para la ingestién por
parte del paciente.

Una vez formuladas, las composiciones de la invencion se pueden administrar directamente al sujeto. Los sujetos a
tratar pueden ser animales; en particular, se pueden tratar sujetos humanos.

Las composiciones farmacéuticas utilizadas en esta invencién se pueden administrar mediante cualquier via que
incluye, pero sin limitacion, las aplicaciones oral, intravenosa, intramuscular, intraarterial, intramedular, intratecal,
intraventricular, transdérmica o transcutanea (por ejemplo, véase el documento W098/20734), subcutanea, intrape-
ritoneal, intranasal, enteral, tépica, sublingual, intravaginal o rectal. También se pueden usar pistolas de genes o
hiposprays para administrar las composiciones farmacéuticas de la invencion. En general, las composiciones tera-
péuticas se pueden preparar en forma de inyectables, en forma de disoluciones liquidas o suspensiones; también se
pueden preparar formas soélidas adecuadas para la disolucion, o suspension, en vehiculos liquidos antes de la inyec-
cion.

La administracion directa de las composiciones se llevara a cabo en general mediante inyeccién, de manera subcu-
ténea, intraperitoneal, intravenosa o intramuscular, o se administrara en el espacio intersticial de un tejido. Las com-
posiciones también se pueden administrar en una lesion. El tratamiento puede ser mediante un calendario de dosis
Unica o un calendario de dosis multiples.

Si la actividad del polipéptido de la invencién es excesiva en un estado patoldgico particular, hay disponibles varias
aproximaciones. Una aproximacion comprende administrar a un sujeto un compuesto inhibidor (antagonista) como
se describié anteriormente, junto con un vehiculo farmacéuticamente aceptable en una cantidad eficaz para inhibir la
funcion del polipéptido, bloqueando la unién de los ligandos, sustratos, enzimas, receptores, o inhibiendo una se-
gunda sefial, y por lo tanto aliviando la afeccion anormal. Preferiblemente, tales antagonistas son anticuerpos. Lo
mas preferiblemente, tales anticuerpos son quiméricos y/o humanizados para minimizar su inmunogenicidad, como
se describié previamente.

En otra aproximacion, se pueden administrar formas solubles del polipéptido que retienen la afinidad de unién hacia
el ligando, sustrato, enzima o receptor en cuestion. En general, el polipéptido se puede administrar en forma de
fragmentos que retienen las porciones relevantes.

En una aproximacion alternativa, se puede inhibir la expresion del gen que codifica el polipéptido mediante el uso de
técnicas de bloqueo de la expresion, tales como el uso de moléculas de acidos nucleicos inversas (como se descri-
bié anteriormente), generadas internamente o administradas por separado. Se pueden obtener modificaciones de la
expresion génica disefiando secuencias complementarias o moléculas inversas (ADN, ARN, o APN) respecto de
regiones del control, de 5' o reguladoras (secuencia sefal, promotores, potenciadores e intrones) del gen que codi-
fica el polipéptido. De manera similar, se puede llevar a cabo la inhibicion mediante el uso de la metodologia de
emparejamiento de bases en "triple hélice". EI emparejamiento en triple hélice es util, ya que provoca la inhibicién de
la capacidad de la doble hélice de abrirse lo suficiente para la unién de las polimerasas, factores de transcripcion, o
moléculas reguladoras. Se han descrito en la bibliografia avances terapéuticos recientes que usan ADN triple (Gee,
J. E. et al. (1994) En: Huber, B. E. y B. |. Carr, Molecular and Immunologic Approaches, Futura Publishing Co., Mt.
Kisco, NY). También se puede disefiar la secuencia complementaria o la molécula inversa para que bloquee la tra-
duccién del mARN impidiendo que el transcrito se una a los ribosomas. Tales oligonucledétidos se pueden administrar
0 se pueden generar in situ a partir de la expresion in vivo.

Ademas, se puede impedir la expresion del polipéptido de la invencion mediante el uso de ribozimas especificas
hacia su secuencia de mARN codificante. Las ribozimas son ARNs cataliticamente activos que pueden ser naturales
o sintéticos (véase, por ejemplo, Usman, N, et al., Curr. Opin. Struct. Biol (1996) 6(4), 527-33). La ribozimas sintéti-
cas se pueden disefiar para escindir especificamente mMARNs en posiciones seleccionadas, por lo que se impide la
traduccion de los mARNs hasta el polipéptido funcional. Las ribozimas se pueden sintetizar con un esqueleto de
fosfato de ribosa natural y bases naturales, tal como se hallan normalmente en las moléculas de ARN. De manera
alternativa, las ribozimas se pueden sintetizar con esqueletos no naturales, por ejemplo, 2'-O-metil ARN, para pro-
porcionar proteccion a la degradacién por ribonucleasas, y pueden contener bases modificadas.

Las moléculas de ADN se pueden modificar para incrementar la estabilidad intracelular y la semivida. Las modifica-
ciones posibles incluyen, pero sin limitacién, la adicion de secuencias flanqueantes en los extremos 5' y/o 3' de la
molécula o el uso de fosforotioato o 2' O-metilo en vez de enlaces fosfodiéster en el esqueleto de la molécula. Este
concepto es inherente en la produccién de APNs, y se puede ampliar en todas estas moléculas mediante la inclusién
de bases no tradicionales tales como inosina, queosina y butosina, asi como formas modificadas de manera similar
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mediante acetilo, metilo, tio de adenina, citidina, guanina, timina y uridina que no son reconocidas facilmente por las
endonucleasas enddgenas.

Para tratar afecciones anormales relacionadas con la infra-expresion del polipéptido de la invencion y su actividad,
también hay disponibles varias aproximaciones. Una aproximacién comprende administrar a un sujeto una cantidad
terapéuticamente eficaz de un compuesto que activa el polipéptido, es decir, un agonista como se describié ante-
riormente, para aliviar la afeccién anormal. De manera alternativa, se puede administrar una cantidad terapéutica del
polipéptido en combinacion con un vehiculo farmacéutico adecuado para restaurar el equilibrio fisioldgico relevante
del polipéptido.

Se puede emplear la terapia génica para llevar a cabo la produccién endégena del polipéptido por las células rele-
vantes del sujeto. La terapia génica se usa para tratar permanentemente la produccién inadecuada del polipéptido
sustituyendo un gen defectuoso por un gen terapéutico corregido.

La terapia génica de la presente invencién se puede dar in vivo o ex vivo. La terapia génica ex vivo requiere el ais-
lamiento y la purificacion de células del paciente, la introduccion de un gen terapéutico y la introduccién de las célu-
las alteradas genéticamente de nuevo al paciente. En contraste, la terapia génica in vivo no requiere el aislamiento y
la purificacion de las células de un paciente.

El gen terapéutico generalmente se "empaqueta" para la administracién a un paciente. Los vehiculos de administra-
cién génica pueden ser no virales, tales como liposomas, o virus deficientes de replicacién, tales como adenovirus,
como describié Berkner, K. L., en Curr. Top. Microbiol. Immunol., 158, 39-66 (1992) o vectores de virus adenoaso-
ciados (VAA), como describi6 Muzyczka, N., en Curr. Top. Microbiol. Immunol., 158, 97-129 (1992) y la pat. de
EE.UU. n°® 5.252.479. Por ejemplo, una molécula de acido nucleico que codifica un polipéptido de la invencion se
puede modificar para la expresién en un vector retroviral deficiente de replicacidon. Esta construccion de expresion se
puede aislar después e introducirla en una célula de empaquetamiento transducida con un vector plasmidico retrovi-
ral que contiene ARN que codifica el polipéptido, de manera que la célula de empaquetamiento produce ahora parti-
culas virales infecciosas que contienen el gen de interés. Estas células productoras se pueden administrar a un
sujeto para la modificacion de las células in vivo y la expresion del polipéptido in vivo (véase el Capitulo 20, Gene
Therapy and other Molecular Genetic-based Therapeutic Approaches, (y las referencias citadas en ese documento)
en Human Molecular Genetics (1996), T Strachan y A P Read, BIOS Scientific Publishers Ltd).

Otra aproximacion es la administracion de "ADN desnudo”, en la que el gen terapéutico se inyecta directamente en
el torrente sanguineo o en el tejido muscular.

En las situaciones en las que los polipéptidos o las moléculas de acidos nucleicos de la invencién son los agentes
causantes de la enfermedad, la invencion posibilita que se puedan usar en vacunas para generar anticuerpos hacia
el agente causante de la enfermedad. Cuando el polipéptido o la molécula de &cido nucleico anteriormente mencio-
nados es uno que esta estimulado, el desarrollo de la vacuna puede implicar la generacion de anticuerpos o células
T hacia tales agentes (como se describié en el documento W000/29428).

La administraciéon genética de anticuerpos que se unen a los polipéptidos segun la invencion también se puede llevar
a cabo, por ejemplo, como se describid en la solicitud de patente internacional WO98/55607.

Esta invencion también se refiere al uso de moléculas de acidos nucleicos segun la presente invenciéon como reacti-
vos de diagndstico. La deteccidon de una forma mutada del gen caracterizado por las moléculas de acidos nucleicos
de la invencién que esta asociada a una disfuncién proporcionara una herramienta de diagndstico que se puede
afnadir a, o definir, el diagnéstico de una enfermedad, o la susceptibilidad hacia una enfermedad, que resulta de la
infra-expresion, sobre-expresion o expresion espacial o temporal alterada del gen. Los individuos que portan muta-
ciones en el gen se pueden detectar a nivel del ADN mediante una diversidad de técnicas.

Las moléculas de acidos nucleicos para el diagnostico se pueden obtener a partir de las células de un sujeto, tal
como a partir de la sangre, orina, saliva, biopsia tisular o material de autopsia. El ADN gendmico se puede usar
directamente para la deteccién o se puede amplificar enzimaticamente mediante el uso de PCR, reaccién en cadena
de la ligasa (LCR), amplificacion mediante desplazamiento de cadenas (SDA), u otras técnicas de amplificacion
(véase, Saiki et al., Nature, 324, 163-166 (1986); Bej, et al., Crit. Rev. Biochem. Molec. Biol., 26, 301-334 (1991);
Birkenmeyer et al., J. Virol. Meth., 35, 117-126 (1991); Van Brunt, J., Bio/Technology, 8, 291-294 (1990)) antes del
analisis.

En una realizacién, este aspecto de la invencion proporciona un método para diagnosticar una enfermedad en un
paciente, que comprende determinar el nivel de expresion de un gen natural que codifica un polipéptido segun la
invencion y comparar dicho nivel de expresion respecto de un nivel de control, en el que un nivel que es diferente
respecto de dicho nivel de control es indicativo de la enfermedad. EI método puede comprender las etapas de:
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a) poner en contacto una muestra de tejido del paciente con una sonda de acido nucleico en condiciones riguro-
sas que permiten la formacion de un complejo hibrido entre una molécula de acido nucleico de la invencién y la
sonda;

b)  poner en contacto una muestra de control con dicha sonda en las mismas condiciones usadas en la etapa a);
c) vy detectar la presencia de complejos hibridos en dichas muestras;

en el que la deteccion de niveles del complejo hibrido en la muestra del paciente que difiere de los niveles del com-
plejo hibrido en la muestra de control es indicativa de la enfermedad.

Un aspecto adicional de la invencion comprende un método de diagndstico que comprende las etapas de:
a) obtener una muestra de tejido de un paciente que se va a ensayar en busca de la enfermedad;
b) aislar una molécula de acido nucleico segun la invencién de dicha muestra de tejido; y

c) diagnosticar la enfermedad en el paciente detectando la presencia de una mutaciéon en la molécula de acido
nucleico que esta asociada a la enfermedad.

Para ayudar en la deteccién de moléculas de acidos nucleicos en los métodos anteriormente descritos, se puede
incluir una etapa de amplificacién, por ejemplo mediante el uso de PCR.

Las deleciones y las inserciones se pueden detectar mediante un cambio en el tamafo del producto amplificado en
comparacion con el genotipo normal. Las mutaciones puntuales se pueden identificar hibridando el ADN amplificado
a ARN marcado de la invencién o, de manera alternativa, secuencias de ADN inversas marcadas de la invencion.
Las secuencias perfectamente coincidentes se pueden distinguir de las moléculas dobles emparejadas errénea-
mente mediante digestion con RNasas o determinando diferencias en las temperaturas de fusion. La presencia o la
ausencia de la mutacién en el paciente se puede detectar poniendo en contacto el ADN con una sonda de acido
nucleico que hibrida con el ADN en condiciones rigurosas para formar una molécula bicatenaria hibrida, y la molé-
cula bicatenaria hibrida tiene una porcion sin hibridar de la cadena de la sonda de acido nucleico en cualquier por-
cion que corresponda a una mutacién asociada a la enfermedad; y detectando la presencia o ausencia de una por-
cion sin hibridar de la cadena de la sonda como indicacion de la presencia o ausencia de una mutacion asociada a la
enfermedad en la porcién correspondiente de la cadena de ADN.

Tales diagndsticos son especialmente Utiles para los ensayos prenatales e incluso neonatales.

Las mutaciones puntuales y otras diferencias en las secuencias entre el gen de referencia y los genes "mutantes” se
pueden identificar mediante otras técnicas muy conocidas, tales como secuenciacion directa del ADN o polimorfismo
conformacional monocatenario (véase, Orita et al., Genomics, 5, 874-879 (1989)). Por ejemplo, se puede usar un
cebador de secuenciacion con un producto de PCR bicatenario o con una molécula molde monocatenaria generada
mediante una PCR modificada. La determinacion de la secuencia se lleva a cabo mediante procedimientos conven-
cionales con nucleétidos radiomarcados o mediante procedimientos de secuenciacion automaticos con marcadores
fluorescentes. También se pueden usar segmentos de ADN clonados como sondas para detectar segmentos de
ADN especificos. La sensibilidad de este método aumenta en gran medida cuando se combina con la PCR. Ademas,
se pueden detectar mutaciones puntuales y otras variaciones de la secuencia, tales como polimorfismos, como se
describié anteriormente, por ejemplo, por medio del uso de oligonucleétidos especificos de alelos para la amplifica-
cion mediante PCR de secuencias que difieren en oligonucleétidos individuales.

Las diferencias en las secuencias de ADN se pueden detectar también mediante las alteraciones de la movilidad
electroforética de los fragmentos de ADN en geles, con o sin agentes desnaturalizantes, 0 mediante secuenciacion
directa del ADN (por ejemplo, Myers et al., Science (1985) 230:1242). También se pueden revelar los cambios en la
secuencia en lugares especificos mediante ensayos de proteccion de nucleasas, tales como la proteccién de RNasa
y S1 o el método de escision quimica (véase, Cotton et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1985) 85:4397-4401).

Ademas de la electroforesis en gel convencional y la secuenciacion del ADN, también se pueden detectar mutacio-
nes tales como microdeleciones, aneuploidias, translocaciones, inversiones, mediante analisis in situ (véase, por
ejemplo, Keller et al., DNA Probes, 22 Ed., Stockton Press, Nueva York, N.Y., EE.UU. (1993)), es decir, se pueden
analizar las mutaciones en las secuencias de ADN o ARN en células sin la necesidad de su aislamiento y/o inmovili-
zacion en una membrana. La hibridacion in situ con fluorescencia (FISH) es actualmente el método aplicado mas
habitualmente, y han aparecido numerosas revisiones de FISH (véase, por ejemplo, Trachuck et al., Science, 250,
559-562 (1990), y Trask et al., Trends, Genet., 7, 149-154 (1991)).

Se puede construir una matriz de sondas oligonucleotidicas que comprende una molécula de acido nucleico segun la
invencion para llevar a cabo un cribado eficaz de variantes genéticas, mutaciones y polimorfismos. Se conocen muy
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bien los métodos de la técnica de matrices, y tienen una aplicabilidad general y se pueden usar para abordar una
diversidad de cuestiones en genética molecular que incluyen la expresién génica, el ligamiento genético, y la variabi-
lidad genética (véase, por ejemplo: M. Chee et al., Science (1996), vol. 274, pags. 610-613).

En una realizacién, se prepara la matriz y se usa seguin los métodos descritos en la solicitud PCT WO095/11995
(Chee et al); Lockhart, D. J. et al. (1996) Nat. Biotech. 14: 1675-1680); y Schena, M. et al. (1996) Proc. Natl. Acad.
Sci. 93: 10614-10619). Los pares de oligonucledtidos pueden oscilar de dos a mas de un millén. Los oligémeros se
sintetizan en areas designadas sobre un sustrato mediante el uso de un procedimiento quimico dirigido por la luz. El
sustrato puede ser papel, nailon u otro tipo de membrana, filtro, chip, portaobjetos de vidrio o cualquier otro soporte
sélido adecuado. En otro aspecto, se puede sintetizar un oligonucleétido sobre la superficie del sustrato mediante el
uso de un procedimiento de acoplamiento quimico y un aparato de aplicaciéon de chorro de tinta, como se describe
en la solicitud PCT W095/25116 (Baldeschweiler et al.). En otro aspecto, se puede usar una matriz "cuadriculada"
analoga a una transferencia en punto (o ranura) para ordenar y unir fragmentos de cADN u oligonucleétidos en la
superficie de un sustrato mediante el uso de un sistema de vacio, o procedimientos de union térmica, mediante UV,
mecanica o quimica. Se puede producir una matriz, tal como se describié anteriormente, a mano o mediante el uso
de dispositivos disponibles (aparato de transferencia en ranura o de transferencia en punto), materiales (cualquier
soporte soélido adecuado), y aparatos (que incluyen los instrumentos robotizados), y pueden contener 8, 24, 96, 384,
1536 6 6144 oligonucledtidos, o cualquier otro nimero entre dos y mas de un millén que se preste al uso eficaz de la
instrumentacion disponible comercialmente.

Ademas de los métodos discutidos anteriormente, se pueden diagnosticar enfermedades mediante métodos que
comprenden determinar, a partir de una muestra derivada de un sujeto, un nivel anormalmente disminuido o incre-
mentado de polipéptido o mMARN. La expresién disminuida o incrementada se puede medir a nivel del ARN mediante
el uso de cualquiera de los métodos conocidos en la técnica para la cuantificacion de polinucleétidos, tales como,
por ejemplo, la amplificacion de acidos nucleicos, por ejemplo PCR, RT-PCR, proteccion de RNasas, transferencia
de Northern y otros métodos de hibridacion.

Las técnicas de ensayo que se pueden usar para determinar los niveles de un polipéptido de la presente invencion
en una muestra derivada de un hospedador son muy conocidas para los expertos en la técnica, y se discutieron con
cierto detalle anteriormente (e incluyen los radioinmunoensayos, ensayos de unién competitiva, analisis de transfe-
rencia de Western y ensayos de ELISA). Este aspecto de la invencién proporciona un método de diagndstico que
comprende las etapas de: (a) poner en contacto un ligando como se describié anteriormente con una muestra biold-
gica en condiciones adecuadas para la formaciéon de un complejo ligando-polipéptido; y (b) detectar dicho complejo.

Los protocolos tales como ELISA, RIA, y FACS para medir los niveles de polipéptido pueden proporcionar adicio-
nalmente una base para diagnosticar niveles alterados o anormales de expresién del polipéptido. Los valores nor-
males o estandar para la expresion del polipéptido se establecen combinando liquidos corporales o extractos celula-
res tomados de sujetos mamiferos normales, preferiblemente seres humanos, con anticuerpos hacia el polipéptido
en condiciones adecuadas para la formacion de los complejos. La cantidad de formacion de complejos estandar se
puede cuantificar mediante diversos métodos, tales como los medios fotométricos.

Los anticuerpos que se unen especificamente a un polipéptido de la invencién se pueden usar para el diagnéstico de
afecciones o enfermedades caracterizadas por la expresion del polipéptido, o en ensayos para monitorizar pacientes
que estan siendo tratados con los polipéptidos, las moléculas de acidos nucleicos, los ligandos y otros compuestos
de la invencion. Los anticuerpos Utiles para fines de diagndstico se pueden preparar de la misma manera que los
descritos anteriormente para la terapia. Los ensayos de diagndstico del polipéptido incluyen métodos que utilizan el
anticuerpo y un marcador para detectar el polipéptido en liquidos corporales humanos o en extractos de células o
tejidos. Los anticuerpos se pueden usar con o sin modificaciones, y se pueden marcar uniéndolos, de manera cova-
lente o no covalente, a una molécula indicadora. Se puede usar una amplia diversidad de moléculas indicadoras
conocidas en la técnica, varias de las cuales se describieron anteriormente.

Las cantidades de polipéptido expresado en una muestra de un sujeto, un control y las muestras patoldgicas de
tejidos obtenidos mediante biopsia se comparan con los valores patrén. La desviacion entre los valores patrén y los
valores de un sujeto establece los parametros para diagnosticar la enfermedad. Se pueden usar ensayos de
diagnostico para distinguir entre la ausencia, la presencia, y el exceso de expresion del polipéptido y para monitori-
zar la regulacion de los niveles del polipéptido durante una intervencion terapéutica. Tales ensayos se pueden usar
también para estudiar la eficacia de un régimen de tratamiento terapéutico particular en estudios en animales, en
ensayos clinicos o en la monitorizacion del tratamiento de un paciente individual.

Un equipo de diagnéstico de la presente invencidén puede comprender:
(a) una molécula de acido nucleico de la presente invencion;
(b) un polipéptido de la presente invencién; o
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(c) unligando de la presente invencion.

En un aspecto de la invencién, un equipo de diagnostico puede comprender un primer recipiente que contiene una
sonda de acido nucleico que hibrida en condiciones rigurosas con una molécula de acido nucleico segun la inven-
cién; un segundo recipiente que contiene cebadores Utiles para amplificar la molécula de acido nucleico; e instruc-
ciones para el uso de la sonda y de los cebadores para facilitar el diagnéstico de la enfermedad. El equipo puede
comprender ademas un tercer recipiente que alberga un agente para digerir el ARN sin hibridar.

En un aspecto alternativo de la invencion, un equipo de diagndstico puede comprender una matriz de moléculas de
acidos nucleicos, al menos una de las cuales puede ser una molécula de acido nucleico segun la invencion.

Diversos aspectos y realizaciones de la presente invencién se describirdn a continuacién con mas detalle a modo de
ejemplo, con referencia particular a los polipéptidos INSP005.

Breve descripcion de las Figuras

Figura 1: Resumen de los resultados de busquedas en bases de datos mediante el uso de la secuencia polipepti-
dica predicha de INSP005 como secuencia problema (alineamientos de secuencias mostrados).

Figura 2: Tabla de bibliotecas de cADN humano usadas en la investigacién mediante clonacién de INSP005.
Figura 3: Secuencia de nucleétidos del polipéptido predicho INSP005 y secuencia de aminoacidos predicha.
Figura 4: Tabla de cebadores de clonacién de INSP005.

Figura 5: Secuencia de nucledtidos de 3' y secuencia de aminoacidos de INSP005 identificada mediante PCR
RACE.

Figura 6: Tabla de cebadores usados durante la secuenciacion de INSP005.
Figura 7: INSP005a supuesto de tamafio completo clonado a partir de cADN de utero humano.

Figura 8: Blastp de INSP005a frente a la base de datos NCBI-nr (diez mayores coincidencias y alineaciones mas
relacionadas mostradas).

Figura 9: Mapa del plasmido de clonacion de INSP0O05a PCR4-TOPO-IPAAAIPAAA7883-1.

Figura 10: INSP005b supuesto de tamafo completo clonado a partir de una mezcla de cADNs derivados de fibro-
blastos primarios de pulmén humano, queratinocitos y liquido sinovial de osteoartritis.

Figura 11: Blastp de INSP0O05b frente a la base de datos NCBI-nr (diez mayores coincidencias y alineaciones mas
relacionadas mostradas).

Figura 12: Mapa del plasmido de clonacion de INSP005b PCR-TOPO-IPAAA78836-2.

Figura 13: Alineacion multiple de la secuencia polipeptidica predicha de INSP005, la secuencia polipeptidica clo-
nada de INSP005a, la secuencia polipeptidica clonada de INSP005b y ciertas secuencias de interés de la técnica
anterior.

Figura 14: Datos de prediccion del péptido sefial mediante SignalP para el polipéptido INSP005b.

Figura 15A: Efecto de la administracion de hlL-6 o plasmido de INSP005b sobre los niveles séricos de ASAT.
Figura 15B: Efecto de la administracion de hlL-6 o plasmido de INSP0O05b sobre los niveles séricos de ALAT.
Figura 16A: Efecto de la administracion de hIL-6 o plasmido de INSP005b sobre los niveles séricos de mlIL-6.
Figura 16B: Efecto de la administracién de hlL-6 o plasmido de INSP005b sobre los niveles séricos de TNF-alfa.
Ejemplos

Ejemplo 1: Polipéptido Predicho INSP005

Se us6 una secuencia del polipéptido INSP005 (SEQ ID N°:37) predicha mediante técnicas bioinformaticas patenta-
das como secuencia problema para busquedas en las siguientes bases de datos:
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NCBI-nr NCBI-nt NCBI-pat-aa
NCBI-pat-nt NCBI-month-aa NCBI-month-nt
NCBI-est

Los resultados de estas busquedas se resumen en la Figura 1, que muestra dos alineaciones de secuencias rele-
vantes. Los encabezamientos de la Figura 1 indican qué algoritmos de busqueda/alineamiento se usaron y en qué
base de datos se buscé. Estos resultados demuestran que la coincidencia mas relacionada con la secuencia poli-
peptidica predicha de INSP005 es la enzima de eclosion EHE4 de Anguilla japonica (anguila japonesa). Estas bus-
guedas también identificaron otras tres secuencias de interés de la técnica anterior, que se discuten con mas detalle
mas adelante.

Los miembros de la familia similar a coriolisina/astacina de metaloproteasas se han implicado en el endurecimiento
del corion de 6vulos de peces oviparos tras la fertilizacion (para un ejemplo véase Shibata et al. (2000) J. Biol. Chem
vol. 275, N° 12 pag. 8349). Este cambio post-fertilizacion impide la polispermia y corresponde a la formacién de
membranas de fertilizacion en erizo de mar, anfibios y la reacciéon de la zona en mamiferos. También se han impli-
cado en la hidrdlisis del corion endurecido en el momento de la eclosién y en la hidrélisis del corion de los 6vulos sin
fertilizar.

Como se describio anteriormente, la identificacion de metaloproteasas nuevas es de gran importancia en la com-
prensioén creciente de las rutas subyacentes que conducen a ciertos estados patoldgicos en los que estan implicadas
estas proteinas, y en el desarrollo de terapias génicas o farmacolégicas mas eficaces para tratar estos trastornos.
De manera similar, la identificacion de miembros adicionales de la familia similar a astacina/coriolisina de metalo-
proteasas es de gran importancia en la comprension creciente de las rutas subyacentes que conducen a ciertos
estados patoldgicos en los que estan implicadas estas proteinas, y en el desarrollo de terapias génicas o farmacolé-
gicas mas eficaces para tratar estos trastornos.

Ejemplo 2: Resumen de la clonacion de INSP005

1.1 Bibliotecas de cADN

Se adquirieron bibliotecas de cADN humano (en vectores de bacteriéfago lambda (A)) de Stratagene o Clontech, o
se prepararon en el Serono Pharmaceutical Research Institute en vectores A ZAP o A GT10 segun el protocolo del
fabricante (Stratagene). Se prepard ADN de bacteriéfago A a partir de cultivos a pequefia escala de una cepa hospe-
dadora de E. coli infectada mediante el uso del sistema de purificacion de ADN Wizard Lambda Preps segun las
instrucciones del fabricante (Promega Corporation, Madison WI). La lista de bibliotecas y de cepas hospedadoras
usadas se muestra en la Figura 2. Se usaron ocho mezclas (A-H) de cinco bibliotecas diferentes (100 ng/ul de ADN
de fago) en las reacciones de PCR posteriores.

1.2 Generacion de moldes de cADN transcritos inversamente

Se aisl6 el ARN total a partir de células humanas primarias, lineas celulares humanas y tejidos humanos mediante el
uso del reactivo Trizol™ (Invitrogen) segun las instrucciones del fabricante, o se adquirié de Clontech, Invitrogen o
Ambion. La calidad y la concentracién del ARN se analizaron mediante el uso de un bioanalizador Agilent 2100.

Para la sintesis de cADN, la mezcla de reaccion contuvo: 1 yl de cebador de oligo (dT)1s (500 pg/ml, Promega, n° de
cat. C 1101), 2 ug de ARN total, 1 pl de dNTPs 10 mM en un volumen de 12 pl. La mezcla se calenté a 65 °C du-
rante 5 min y después se enfrié sobre hielo. Después se afadieron los siguientes reactivos: 4 ul de tampén de la
primera cadena 5X, 2 yl de DTT (0,1 M), 1 ul de inhibidor de ribonucleasas recombinante RNAseOut (40 unidades/pl,
Promega, n°® de cat. N 2511) y se incubd a 42 °C durante 2 min antes de la adicién de 1 ul (200 unidades) de
Superscript Il (Invitrogen, n° de cat. 18064-014). La mezcla se incubé a 42 °C durante 50 min y después se calentd a
70 °C durante 15 min. Para eliminar el molde de ARN, se afiadié 1 pl (2 unidades) de RNasa H de E. coli (Invitrogen,
n°® de cat. 18021-014) y la mezcla de reaccion se incubd adicionalmente a 37 °C durante 20 min. La mezcla de reac-
cién final se diluyé hasta 200 pl con agua estéril y se almacen6 a —80 °C. Se generaron mezclas de cADN mez-
clando volumenes iguales de 5 moldes de cADN diferentes.

1.3 PCR de cADNs virtuales de ADN de biblioteca de fagos

Se obtuvo un cADN parcial que codificaba INSP005 en forma de un producto de amplificacion de PCR de 248 pb
mediante el uso de cebadores de clonacion especificos de genes (CP1y CP2, Figura 3 y Figura 4). La PCR se llevd
a cabo en un volumen final de 50 pl que contenia tampdon AmpliTag™ 1X, 200 uM de dNTPs, 50 pmoles de cada
uno de los cebadores de clonacion, 2,5 unidades de AmpliTag™ (Perkin Elmer) y 100 ng de cada mezcla de ADN de
bibliotecas de fagos mediante el uso de un aparato MJ Research DNA Engine, programado como sigue: 94 °C, 1
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min; 40 ciclos de 94 °C, 1 min, x °C, e y miny 72 °C, (en los que x es la Tm mas baja - 5 °C e y = 1 min por kb de
producto); seguido de 1 ciclo a 72 °C durante 7 min y un ciclo de espera a 4 °C.

Los productos de amplificacion se visualizaron en geles de agarosa del 0,8 % en tampon TAE 1 X (Invitrogen), y los
productos de PCR que migraban a la masa molecular predicha se purificaron a partir del gel mediante el uso del
sistema de purificacion de ADN Wizard PCR Preps (Promega). Los productos de PCR eluidos en 50 pl de agua
estéril se subclonaron directamente o se almacenaron a -20 °C.

1.4 Cebadores de clonacién especificos de gen para PCR

Se disefiaron pares de cebadores de PCR que tenian una longitud de entre 18 y 25 bases para amplificar la secuen-
cia de tamarfio completo y parcial del cADN virtual mediante el uso del Primer Designer Software (Scientific &
Educational Software, PO Box 72045, Durham, NC 27722-2045, EE.UU.). Los cebadores de PCR se optimizaron
para que tuvieran una Tm cercana a 55 + 10 °C y un contenido de GC del 40-60%. Se seleccionaron cebadores que
tenian una selectividad elevada hacia la secuencia objetivo INSP005 (poco o ningun cebado inespecifico).

1.5 _Subclonacion de los productos de PCR

Los productos de PCR se subclonaron en el vector de clonaciéon modificado mediante topoisomerasa | (pCRII TOPO)
mediante el uso del equipo de clonacién TA adquirido de Invitrogen Corporation con el uso de las condiciones espe-
cificadas por el fabricante. Brevemente, 4 ul de producto de PCR purificado a partir de la amplificacién de la mezcla
N de bibliotecas humanas se incubaron durante 15 min a temperatura ambiente con 1 pl de vector TOPO y 1 ul de
solucion salina. La mezcla de reaccion se transformé después en la cepa de E. coli TOP10 (Invitrogen) como sigue:
una alicuota de 50 pl de células One Shot TOP10 se descongeld en hielo y se afiadieron 2 ul de reaccién de TOPO.
La mezcla se incubé durante 15 min en hielo y después se sometié a choque térmico mediante incubacién a 42 °C
durante exactamente 30 s. Las muestras se devolvieron al hielo y se anadieron 250 ul de medios SOC calientes
(temperatura ambiente). Las muestras se incubaron con agitacién (220 rpm) durante 1 h a 37 °C. La mezcla de
transformacion se colocé después en placas de caldo L (LB) que contenian ampicilina (100 ug/ml) y se incubaron
durante la noche a 37 °C. Las colonias resistentes a ampicilina que contenian insertos de cADN se identificaron
mediante PCR de las colonias.

1.6 PCR de colonias

Las colonias se inocularon en 50 pl de agua estéril mediante el uso de un palillo estéril. Una alicuota de 10 pl del
indculo se sometid después a PCR en un volumen de reaccion total de 20 pl como se describié anteriormente, ex-
cepto que los cebadores usados fueron SP6 y T7. Las condiciones ciclicas fueron las siguientes: 94 °C, 2 min; 30
ciclos de 94 °C, 30 seg, 47 °C, 30 seg y 72 °C durante 1 min; 1 ciclo, 72 °C, 7 min. Las muestras se mantuvieron
después a 4 °C (ciclo de espera) antes del analisis posterior.

Los productos de la reaccion de PCR se analizaron en geles de agarosa del 1% en tampon TAE 1 X. Las colonias
que proporcionaron el tamafio del producto de PCR esperado (cADN de 248 pb + 185 pb debido al sitio de clonacion
multiple o MCS) se cultivaron durante la noche a 37 °C en 5 ml de caldo L (LB) que contenia ampicilina (100 ug/ml),
con agitacion a 220 rpm a 37 °C

1.7 _Preparacién y secuenciacion de ADN plasmidico

Se preparé ADN plasmidico Miniprep a partir de cultivos de 5 ml mediante el uso de un sistema robético Qiaprep
Turbo 9600 (Qiagen) o un equipo Wizard Plus SV Minipreps (Promega, n°® de cat. 1460) segun las instrucciones del
fabricante. EI ADN plasmidico se eluyd en 100 pl de agua estéril. Se midio la concentracion de ADN mediante el uso
de un fotémetro Eppendorf BO. Se sometié el ADN plasmidico (200-500 ng) a secuenciacion del ADN con cebador
T7 y cebador SP6 mediante el uso del sistema BigDyeTerminator (Applied Biosystems, n° de cat. 4390246) segun
las instrucciones del fabricante. Las reacciones de secuenciacidon se purificaron mediante el uso de columnas Dye-
Ex (Qiagen) o placas de limpieza Montage SEQ 96 (Millipore, n° de cat. LSKS09624) y después se analizaron en un
secuenciador Applied Biosystems 3700.

1.8 Identificacién de la secuencia de tamafio completo de INSP005 mediante el uso de PCR RACE.

La secuencia predicha del ORF de INSP0O05 se muestra en la Figura 3. Los intentos de aislar la secuencia codifi-
cante de tamafo completo mediante PCR fracasaron con las bibliotecas analizadas, mediante el uso de pares de
cebadores para amplificar la prediccion de tamafio completo o una versién mas corta que usaba un 22 sitio de inicio
predicho en M96 en el marco de lectura abierto. Las secuencias relacionadas mas cercanas a INSP005 son la me-
talopeptidasa similar a astacina en Anguilla japonica y coriolisina H en Oryzias latipes. INSP005 parece ser un orto6-
logo humano de la coriolisina H. Las coriolisinas estan implicadas en el endurecimiento del corion de évulos de pe-
ces oviparos tras la fertilizacion, lo que sugiere que el Utero puede ser una fuente adecuada de mARN de INSP0O05.
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La eleccion de este tejido estuvo apoyada adicionalmente por el hallazgo de una unica EST, B1061462 derivado de
un tumor de utero humano.

Para identificar la secuencia codificante completa, se llevé a cabo una PCR RACE con cADN preparado a partir de
ARN de utero (adquirido de Clontech) mediante el uso del equipo GeneRacer (Invitrogen, cat. n° L1502-01) segun
las instrucciones del fabricante. Para la amplificacion de los extremos 3', la primera PCR se llevo a cabo en un volu-
men de reaccion de 50 pl que contenia 1 pyl de cADN RACE Ready, 5 pl de tampdn High Fidelity 10X, 1 pl de dNTPs
(10 mM), 2 ul de MgSO4 50 mM, 3 ul de cebador de 3' GeneRacer (10 uM), 1 ul de cebador especifico del gen
(78836-GR1-3") (10 uM) y 2,5 unidades (0,5 pl) de Platinum Tag ADN polimerasa Hi Fi (Invitrogen). Las condiciones
ciclicas fueron las siguientes: 94 °C, 2 min; 5 ciclos de 94 °C, 30 s y 72 °C, 2 min; 5 ciclos de 94 °C,30sy 70 °C, 5
min; 25 ciclos de 94 °C, 30 s, 65 °C, 30 s y 68 °C, 5 min; una extension final a 68 °C durante 10 min y un ciclo de
espera de 4 °C. Después se uso6 un ul de la reaccién de amplificacion como molde para una PCR anidada que se
llevé a cabo en un volumen de reaccion final de 50 ul con los mismos reactivos que anteriormente, excepto por los
cebadores. Los cebadores para la PCR anidada fueron 1 pl de cebador anidado de 3' GeneRacer (10 uM) y 1 pl de
cebador especifico del gen anidado (78836-GR1nest-3') (10 uM). Las condiciones ciclicas fueron 94 °C, 2 min; 25
ciclos de 94 °C, 30 s, 65 °C, 30 s y 68 °C, 5 min; una extension final a 68 °C durante 10 min y un ciclo de espera de
4 °C. Los productos de la PCR se purificaron en un gel, se subclonaron en el vector pCR4-TOPO y se secuenciaron
como se describio anteriormente. Todos los cebadores usados se enumeran en la Figura 4. La secuencia de nucleé-
tidos y la secuencia de aminoacidos del producto de 3' RACE se muestran en la Figura 5. La secuencia de aminoa-
cidos codificada por el producto de 3' RACE tiene un extremo C-terminal prolongado, que diverge de la prediccion
después de la posicion del nucledtido 85, lo que sugiere una forma sometida a un corte y empalme alternativo.

1.9 Clonacion de la secuencia codificante de tamano completo de INSP005 mediante PCR

La secuencia codificante de tamafio completo supuesta de INSP005 se cloné a partir de cADN de utero humano
(preparado como se describié en la seccién 1.2) mediante PCR en 50 ul de mezcla de reacciéon de PCR que conte-
nia 2 ul de cADN de utero, 5 pl de tampoén High Fidelity 10X, 1 yl de dNTPs (10 mM), 2 pl de MgSQO4 50 mM, 1 pl de
cebador 78836-FL-F especifico del gen (10 yM), 1 pl de cebador inverso 78836-FL-R especifico del gen (10 uM) y
2,5 unidades (0,5 pl) de Platinum Tag ADN polimerasa Hi Fi (Invitrogen). Las condiciones ciclicas fueron 94 °C, 2
min; 40 ciclos de 94 °C, 30 s, 55 °C, 30 s y 68 °C, 1 min 30 s min; una extension final a 68 °C durante 10 min y un
ciclo de espera de 4 °C. Los productos de amplificacion se visualizaron en geles de agarosa del 0,8 % en tampdn
TAE 1 X (Invitrogen) y los productos de PCR que migraban a la masa molecular predicha (1048 pb) se purificaron a
partir del gel mediante el uso del sistema de purificacion de ADN Wizard PCR Preps (Promega). Los productos de
PCR se eluyeron en 50 ul de agua estéril y se subclonaron en el vector pPCR4 TOPO como se describid en la seccion
1.4. Varias colonias resistentes a ampicilina se sometieron a una PCR de colonias como se describié en la seccion
1.5, excepto por el tiempo de extension en la reaccién de amplificacion, que fue de 2 min. Las colonias que conte-
nian el inserto de tamario correcto (1048 pb + 99 pb debido al MCS) se cultivaron durante la noche a 37 °C en 5 ml
de caldo L (LB) que contenia ampicilina (100 pg/ml), con agitacién a 220 rpm a 37 °C. Se prepard ADN plasmidico
Miniprep a partir de cultivos de 5 ml mediante el uso de un sistema roboético Qiaprep Turbo 9600 (Qiagen) o un
equipo Wizard Plus SV Minipreps (Promega, n° de cat. 1460) segun las instrucciones del fabricante, y se secuencia-
ron 200-500 ng de ADN mini-prep como se describié en la seccion 1.7 con cebadores T3 y T7 (Figura 6). La secuen-
cia clonada se proporciona en la Figura 7. La alineacion de aminoacidos de la secuencia clonada (INSP005a) con la
secuencia predicha se muestra en la Figura 13. El mapa del plasmido resultante, pCR4-TOPO-IPAAA78836-1 (SEQ
ID N°:38; ID. de plasmido N° 13164) se muestra en la Figura 9.

2.0 ldentificacién de bibliotecas/moldes de cADN que contienen INSP005

Los productos de PCR obtenidos con CP1 y CP2 y que migraban en el tamafio correcto (248 pb) se identificaron en
la mezcla N de bibliotecas (bibliotecas 18, 19, 20 y 21). Se aislé un cADN que codificaba un supuesto INSP005 de
tamano completo (INSP005a) a partir de cADN de utero mediante el uso de cebadores 78836-FL-F y 78836-FL-R. El
cebador 78836-FL-F se localiza en el exén 3 de la secuencia predicha. No se obtuvieron productos de PCR me-
diante el uso del cebador inverso (78836-FL-R) con cebadores localizados en el exén 1 de la prediccion.

Una segunda version de tamarfio completo supuesta de INSP005 (INSP005b) que contenia un extremo 5' alternativo
se clond en una mezcla de cADNs derivados de fibroblastos primarios de pulmén humano, queratinocitos y liquido
sinovial de osteoartritis mediante el uso de los cebadores 78836-FL2-F y 78836-FL-R, pero no se detecto en el utero.
El producto de PCR resultante (1313 pb - Figura 10) se subcloné en el vector pCR4 TOPO mediante el uso del
equipo de clonacion TOPO-TA y se secuencid como se describié en las secciones 1.5-1.7. El mapa del plasmido
resultante, pCR4-TOPO-IPAAA78836-2 (SEQ ID N°:39; ID. de plasmido N° 13296) se muestra en la Figura 12.

2.1 _Resumen de los resultados de la clonacién

Los intentos de clonar el polipéptido predicho INSP005 de tamarfio completo identificaron dos variantes del polipép-
tido predicho INSP005, en la presente memoria denominadas INSP005a e INSP005Sb (Figura 13; SEQ ID N°:14 y
SEQ ID N°:34, respectivamente). Como se describié anteriormente, los polipéptidos INSP005a e INSP005b (y el

25



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2374392713

polipéptido maduro INSP0O05b) se denominan en la presente memoria polipéptidos INSP005, a diferencia del poli-
péptido predicho INSP005.

Las secuencias de nucledtidos y de aminoacidos para los exones predichos en los polipéptidos INSP005a e
INSP005b se proporcionan en SEQ ID N°% 1-12 y SEQ ID N°s 15-32, respectivamente. Como se describid anterior-
mente, las secuencias de nucledtidos de tamafio completo supuestas de los polipéptidos INSP005a e INSP005b se
proporcionan en SEQ ID N° 13 y 33, respectivamente. Las secuencias de aminoacidos de los polipéptidos
INSP005a e INSP005b se proporcionan en SEQ ID N°s 14 y 34, respectivamente.

Las relaciones entre los polipéptidos INSP005a e INSP005b y el polipéptido predicho INSP005 y tres secuencias de
la técnica anterior de interés se muestran en la Figura 13, que proporciona una alineacion de las secuencias. Estas
relaciones se describiran con detalle a continuacion.

INSP0O05a es una versién de tamano completo supuesta del polipéptido predicho INSP005 a partir de una biblioteca
de cADN de utero. Esta secuencia difiere de la prediccion de INSP005 original que tiene un extremo 5' truncado, que
comienza en la metionina 3 del polipéptido predicho INSP005 original (véase la Figura 13). INSP005a también tiene
un extremo 3' prolongado que incorpora un exon extra respecto del polipéptido predicho INSP005. INSP005a tiene
seis exones predichos en total. Estas diferencias no se predijeron debido a la baja homologia de esos elementos de
secuencia respecto de otras metaloproteinasas. Ademas, hay un aminoacido alternativo usado en la posicion 22 de
INSP005a en comparacién con el polipéptido predicho INSP005. No se predice que INSP005a contenga un péptido
sefial. INSP005a no tiene una metionina de inicio en posicion 5' alternativa en el marco de lectura antes de un codoén
STOP en posicion 5'.

La secuencia polipeptidica mostrada en SEQ ID N°:14 (INSP005a) se us6 como secuencia problema en BLAST
respecto de la base de datos de secuencias no redundantes del NCBI. Las diez mayores coincidencias son todas
enzimas relacionadas con la eclosion de huevos de Anguilla japonica o proteasas corioliticas, y se alinean respecto
de la secuencia problema con valores E muy significativos (de ea 2e'41) (Figura 8). La Figura 8 también muestra
la alineacion de la secuencia problema del polipéptido INSP005a respeto de la secuencia de la mayor coincidencia
anotada bioquimicamente, la enzima de eclosién HE13 de Anguilla japonica. Estos resultados proporcionan pruebas
sélidas de que el polipéptido INSP005a es una metaloproteasa, mas especificamente es una metaloproteasa similar
a coriolisina/astacina.

INSP005b es una version de tamafio completo supuesta del polipéptido predicho INSP0O05 clonado a partir de una
mezcla de cADNs derivados de fibroblastos primarios de pulmén humano, queratinocitos y liquido sinovial de os-
teoartritis. INSP005b incluye la secuencia del polipéptido predicho INSP0OO05 original, aunque se usan dos aminoaci-
dos alternativos en las posiciones 117 y 222. También contiene tres exones nuevos en posicién §' y un exén en
posicién 3', lo que hace que INSP0O05b sea un polipéptido de nueve exones. El exén final se comparte con
INSP005a. INSP0O05b no se detectd en utero. Estas diferencias no se predijeron debido a la baja homologia de esos
elementos de secuencia respecto de otras metaloproteinasas. Tal como se describié anteriormente, se predice que
INSP005b contiene un péptido sefial con un sitio de escisiéon entre los aminoacidos 23 y 24 (SEQ ID N° 35 y 36;
Figura 14).

La secuencia polipeptidica mostrada en SEQ ID N°:34 (INSP005b) se usd como secuencia problema en BLAST
respecto de la base de datos de secuencias no redundantes del NCBI. Las diez mayores coincidencias son todas
enzimas relacionadas con la eclosion de huevos de Anguilla japonica o proteasas corioliticas, y se alinean respecto
de la secuencia problema con valores E muy significativos (de ' a 4e™°) (Figura 11). La Figura 11 también
muestra la alineacion de la secuencia problema del polipéptido clonado respeto de la secuencia de la mayor coinci-
dencia anotada bioquimicamente, la enzima de eclosion HE13 de Anguilla japonica. Estos resultados proporcionan
pruebas sdlidas de que el polipéptido INSP005b es una metaloproteasa, mas especificamente es una metalopro-
teasa similar a coriolisina/astacina.

Los primeros 7 exones de INSP0OO5b coinciden con una secuencia de nucledtidos descrita en el documento
W0200216566-A2, a la que se dio el nimero de acceso AX443328 (véase la Figura 1 y la Figura 13), aunque el
exon final de 3' no se describe en el documento W0200216566-A2 (Applera Corp). Las moléculas nucleotidicas y
polipeptidicas de la presente invencién excluyen especificamente las descritas en el documento WO200216566-A2.

Una secuencia de interés adicional de la técnica anterior es una EST sometida a corte y empalme (Bl061462.1;
véase la Figura 1) de tumor de Utero que cubre el exén 1 de INSP005a y los exones 2, 3 y 4 de INSP005b. La direc-
cion de EST no se proporciona en el informe, y es dificil llegar a una conclusion sobre la presencia de una metionina
de inicio a partir de la traduccién. Sin embargo, las moléculas nucleotidicas y polipeptidicas de la presente invencion
excluyen especificamente las secuencias descritas en la EST Bl061462.1.

Otra secuencia de interés de la técnica anterior, con el niumero de acceso AX526191 (Lexicon) (Figuras 1 y 13), se
describe como cADN en la entrada de la base de datos relevante (descrita en el documento WO02/066624), y no se
hace referencia a un posible papel reproductivo. Incluye INSP005a y los exones 2-8 de INSP005b. Sin embargo, se
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usa un aminoacido alternativo en la posicion 127 de INSP005a en comparacion con el aminoacido correspondiente
de INSP0O05b y la secuencia de AX526191 (Lexicon). La metionina de inicio de AX526191 esta cubierta por la EST
de tumor de utero descrita anteriormente. Se predice un péptido sefial para AX526191 con una probabilidad de
0,875. Las moléculas nucleotidicas y polipeptidicas de la presente invencién no incluyen las secuencias descritas en
el documento WO02/066624, que incluyen la que tiene el nimero de acceso AX526191.

La Figura 13 también resalta los residuos del sitio activo, que son idénticos en cada uno de los polipéptidos mostra-
dos. Esto proporciona pruebas mas convincentes de que los polipéptidos INSP005a e INSP005b son metaloprotea-
sas.

Los polipéptidos INSP005a e INSP005b, por lo tanto, representan metaloproteasas nuevas, y hay pruebas soélidas de
que son miembros de la familia similar a coriolisina/astacina de metaloproteasas. Los polipéptidos INSP005a e
INSPO005b, por lo tanto, pueden desempefiar papeles importantes en procesos fisioldgicos y patoldgicos en seres
humanos, en particular en procesos reproductivos.

Ejemplo 3: Expresion y purificacion de INSP005b clonado y marcado con His

3.1 Expresion

Se mantuvieron células 293 de rifion embrionario humano que expresaban el antigeno nuclear del virus de Epstein-
Barr (HEK293-EBNA, Invitrogen) en suspension en medio exento de suero Ex-cell VPRO (reserva de siembra, medio
de mantenimiento, JRH). De dieciséis a 20 horas antes de la transfeccion (Dia 1), las células se sembraron en ma-
traces 2x T225 (50 ml por matraz en DMEM/F12 (1:1) que contenian medio de siembra FBS del 2% (JRH) a una
densidad de 2x10° células/ml). El siguiente dia (transfeccion: dia 0) la transfeccion tuvo lugar mediante el uso del
reactivo JetPEI™ (2 pl/ug de ADN plasmidico, transfeccion PolyPlus). Para cada matraz, se co-transfectaron 113 ug
de cADN (plasmido n° 13403) con 2,3 ug de GFP (gen indicador fluorescente). La mezcla de transfeccién se afadio
después a los matraces 2xT225 y se incub6 a 37 °C (5% de CO-) durante 6 dias. Para incrementar la cantidad de
material, este procedimiento se repitié con dos matraces extra para generar 200 ml en total. Se llevé a cabo la con-
firmacion de la transfeccion positiva mediante examen fluorescente cualitativo en el dia 6 (Axiovert 10 Zeiss).

En el dia 6 (dia de la recogida), se mezclaron los sobrenadantes (200 ml) de los cuatro matraces y se centrifugaron
(4 °C, 400 g) y se colocaron en un recipiente que tenia un Unico identificador.

Se guardo una alicuota (500 pl) para el QC de la proteina marcada con 6His (QC de bioprocesamiento interno). La
hoja de entrega correspondiente se puede hallar en el libro de notas de T. Battle 11140, pag. 28.

Con fines de produccion extra, el lote 2 se produjo en una transfeccion en tubo de centrifuga de 500 ml, como sigue:

Se mantuvieron células 293 de rifion embrionario humano que expresaban el antigeno nuclear del virus de Epstein-
Barr (HEK293-EBNA, Invitrogen) en suspension en medio exento de suero Ex-cell VPRO (reserva de siembra, medio
de mantenimiento, JRH). En el dia de la transfeccion, las células se contaron, se centrifugaron (velocidad baja) y el
sedimento se re-suspendio en el volumen deseado de medio FEME (véase mas adelante) complementado con un
1% de FCS para proporcionar una concentracion celular de 1XE6 células viables/ml. EI cADN n° 13403 se diluyo
hasta 2 mgl/litro (co-transfectado con un 2% de eGFP) en FEME (200 ml/litro). Después se afiadid el agente de
transfeccion Polietilenimina (4 mg/litro) a la disolucion de cADN, se agité en vortex y se incubd a temperatura am-
biente durante 10 minutos (lo que generd la mezcla de transfeccion).

Esta mezcla de transfeccion se afiadié después al tubo de centrifuga y se incubd durante 90 minutos en un incuba-
dor de COz (5% de COz y 37 °C). Después de 90 minutos se afiadié medio FEME nuevo (1% FCS) para doblar el
volumen inicial del tubo de centrifuga. El tubo de centrifuga se incubd después durante 6 dias. En el dia 6 (dia de la
recogida), se centrifugé (4 °C, 400 g) el sobrenadante del tubo de centrifuga (500 ml) y se colocé en un recipiente
que tenia un unico identificador con el nimero de plasmido y el nUmero de fermentacion.

Se guardd una alicuota (500 pl) para el QC de la proteina marcada con 6His (QC de bioprocesamiento interno).

3.2 Procedimiento de purificacion

La muestra de medio de cultivo de 200 ml que contenia la proteina recombinante con un marcador de 6His C-termi-
nal se diluy6 hasta un volumen final de 400 ml con tampodn A frio (NaH2PO4 50 mM; NaCl 600 mM; 8,7% (p/v) de
glicerol, pH 7,5). La muestra se filtré a través de un filtro estéril de 0,22 um (Millipore, unidad de filtraciéon de 500 ml)
y se almacend a 4 °C en una botella de medios cuadrada estéril de 500 ml (Nalgene).

La muestra de medio de cultivo de 500 ml se diluyd hasta un volumen final de 1000 ml con tampdn A frio. La mues-
tra se filtré a través de un filtro estéril de 0,22 ym (Millipore, unidad de filtracién de 500 ml) y se almacen6 a 4 °C en
una botella de medios cuadrada estéril de 1000 ml (Nalgene).
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Las purificaciones se llevaron a cabo a 4 °C en la estacion de trabajo VISION (Applied Biosystems) conectada a un
cargador de muestras automatico (Labomatic). El procedimiento de purificacion estaba compuesto de dos etapas
secuenciales, cromatografia de afinidad de iones metalicos en una columna Poros 20 MC (Applied Biosystems)
cargada con iones de Ni (4,6 x 50 mm, 0,83 ml), seguido de un intercambio de tampones en una columna de filtra-
cién en gel con medio Sephadex G-25 (Amersham Pharmacia) (1,0 x 15 cm).

Para la primera etapa de cromatografia la columna de afinidad de iones metalicos se regenerd con 30 volumenes de
columna de disolucion de EDTA (EDTA 100 mM; NaCl 1 M; pH 8,0), se recargo con iones de Ni por medio del lavado
con 15 volumenes de columna de una disolucion de NiSO4 100 mM, se lavé con 10 volimenes de columna de tam-
pon A, seguido de 7 volimenes de columna de tampdn B (NaH2,PO4 50 mM; NaCl 600 mM; 8,7% (p/v) de glicerol,
imidazol 400 mM, pH 7,5), y finalmente se equilibré con 15 volumenes de columna de tampdn A que contenia imida-
zol 15 mM. La muestra se transfiri6 mediante el cargador de muestras Labomatic a un bucle de muestra de 200 ml y
posteriormente se cargd en la columna de afinidad de iones metalicos de Ni a un caudal de 10 ml/min. El procedi-
miento de carga se repitié 2 y 5 veces, respectivamente, para transferir todo el volumen de muestra (400 6 1000 ml)
a la columna de Ni. La columna se lavo posteriormente con 12 volumenes de columna de tampdn A, seguido de 28
volumenes de columna de tampén A que contenia imidazol 20 mM. Durante el lavado con imidazol 20 mM, las pro-
teinas contaminantes unidas débilmente se eluyeron de la columna. La proteina marcada con His recombinante se
eluyd finalmente con 10 volumenes de columna de tampdn B a un caudal de 2 ml/min, y la proteina eluida se recogio
en una fraccion de 1,6 ml.

Para la segunda etapa de cromatografia, la columna de filtraciéon en gel de Sephadex G-25 se regenerd con 2 ml de
tampon D (NaCl 1,137 M; KCI 2,7 mM; KH2PO4 1,5 mM; NapHPO4 8 mM; pH 7,2), y se equilibré posteriormente con
4 volumenes de columna de tampén C (NaCl 137 mM; KCI 2,7 mM; KH2PO4 1,5 mM; Na,HPO4 8 mM; 20% (p/v) de
glicerol; pH 7,4). La fraccion del pico eluida de la columna de Ni se cargd automaticamente por medio del cargador
de muestras integrado en VISION en la columna de Sephadex G-25, y la proteina se eluyé con tampén C a un cau-
dal de 2 ml/min. La muestra de proteina de la columna de Sephadex G-25 se recupero en una fraccion de 2,2 ml. La
fraccion se filtré a través de un filtro de centrifugacion estéril de 0,22 uym (Millipore), se congeld y se almacend a —80
°C. Se analizé una alicuota de la muestra mediante SDS-PAGE (gel NuPAGE del 4-12%; Novex) mediante tincion
de Coomassie y transferencia de Western con anticuerpos anti-His.

Tincién de Coomassie. El gel NUPAGE se tifid con una disolucién de tinciéon R250 de azul de Coomassie al 0,1%
(30% de metanol, 10% de acido acético) a temperatura ambiente durante 1 h, y posteriormente se destifié con un
20% de metanol, 7,5% de acido acético hasta que el fondo fue claro y las bandas de proteina fueron claramente
visibles.

Transferencia de Western. Tras la electroforesis, las proteinas se electrotransfirieron desde el gel a una membrana
de nitrocelulosa a 290 mA durante 1 hora a 4 °C. La membrana se bloqueé con un 5% de leche en polvo en tampdén
E (NaCl 137 mM; KCI 2,7 mM; KH2PO4 1,5 mM; Na;HPO4 8 mM; 0,1% de Tween 20, pH 7,4) durante 1 h a tempe-
ratura ambiente, y posteriormente se incubd con una mezcla de 2 anticuerpos anti-His policlonales de conejo (G-18 y
H-15, 0,2 ug/ml cada uno; Santa Cruz) en un 2,5% de leche en polvo en tampén E durante la noche a 4 °C. Después
de 1 hora adicional de incubacién a temperatura ambiente, la membrana se lavé con tampén E (3 x 10 min), y des-
pués se incubd con un anticuerpo secundario anti-conejo conjugado a HRP (DAKO, HRP 0399) diluido 1/3000 en
tampon E que contenia un 2,5% de leche en polvo durante 2 horas a temperatura ambiente. Después de lavar con
tampon E (3 x 10 minutos), la membrana se reveld con el equipo ECL (Amersham Pharmacia) durante 1 min. La
membrana se expuso posteriormente a Hyperfilm (Amersham Pharmacia), la pelicula se reveld y se analizé visual-
mente la imagen de la transferencia de Western.

Ensayo de proteinas. Se determiné la concentraciéon de proteinas mediante el uso del equipo de ensayo de protei-
nas con BCA (Pierce) con albumina de suero bovino como patrén. Se recuperaron 78 y 90 ug de proteina purificada
a partir de las muestras de medios de cultivo de 200 ml y 500 ml, respectivamente.

Ejemplo 4: INSP005b en modelo de ratén de hepatitis fulminante

4.1 Introduccién

Para caracterizar INSPO0Sb in vivo, se usé la técnica de electrotransferencia muscular para expresar la proteina
INSPO05b en la circulacion de animales de TN y tratados con ConA. No se observaron cambios significativos en los
niveles de transaminasas en suero o en los niveles de citocinas TNF-alfa, IFN-gamma, IL-6, IL-4 o MCP-1 tras la
electrotransferencia de INSP005b en animales de TN. Los animales sometidos a electroporacion se expusieron
después a ConA para determinar el efecto de INSP005b sobre los niveles de citocinas en suero y los niveles de
transaminasas.
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4.2 Antecedentes - Hepatitis inducida por Concanavalina A (ConA)

La enfermedad hepatica tdxica representa un problema sanitario mundial en seres humanos, para la cual todavia se
tienen que descubrir tratamientos farmacoldgicos. Por ejemplo, la hepatitis cronica activa que conduce a cirrosis
hepatica es un estado patolégico en el que las células del parénquima hepatico son destruidas progresivamente por
las células T activadas. La toxicidad hepatica inducida por ConA es uno de los tres modelos experimentales de le-
sion hepatica apoptética y necrética dependiente de células T descritos en ratones. Los ratones sensibilizados me-
diante Gal N (D-Galactosamina) expuestos a AB monoclonales anti-CD3 activantes o con superantigeno SEB
desarrollan lesiones hepaticas apoptoticas y lesiones necréticas secundarias graves (Kusters S, Gastroenterology.
Agosto de 1996; 111(2):462-71). La inyeccidn de la lectina vegetal mitdgena de células T ConA a ratones sin sensi-
bilizar da como resultado también la apoptosis hepatica que precede a la necrosis. ConA induce la liberacion de
TNF-alfa e IFN-gamma sistémica y otras citocinas diversas. Tanto TNF-alfa como IFN-gamma son mediadores criti-
cos de la lesidon hepatica. La liberacion de transaminasas 8 horas después de la exposicion indica una destruccion
hepatica grave. Se ha demostrado que estan implicados varios tipos de células en la lesiéon hepatica, las células T
CD4, macrdéfagos y células citotdxicas naturales (Kaneko J Exp Med 2000, 191, 105-114). Los anticuerpos anti-CD4
bloquean la activacién de las células T y por lo tanto la lesidn hepatica (Tiegs et al. 1992, J Clin Invest 90, 196-203).
El pre-tratamiento de ratones con anticuerpos monoclonales hacia CD8 no produjo proteccion, mientras la delecion
de los macréfagos previno la induccién de la hepatitis.

El presente estudio se llevé a cabo para investigar el papel de INSP005b, una proteina similar a coriolisina, en la
hepatitis inducida por ConA. Se ha demostrado que varias citosinas son criticas para inducir o para conferir protec-
cion hacia la lesién hepatica inducida por ConA. TNF-alfa, por ejemplo, es una de las primeras citocinas producidas
tras la inyeccidon de ConA, y los anticuerpos anti-TNF-alfa confieren proteccion contra la enfermedad (Seino et al.
2001, Annals of surgery 234, 681). IFN-gamma parece ser también un mediador critico en la lesion hepatica, ya que
el antisuero anti-IFN-gamma protege significativamente a los ratones, tal como se mide mediante los niveles dismi-
nuidos de transaminasas en la sangre de los animales tratados con ConA (véase, Kusters et al., anteriormente men-
cionado). En la lesién hepatica, se observé una produccion incrementada de IFN-gamma en los pacientes con hepa-
titis autoinmunitaria o viral. Ademas, los ratones transgénicos que expresan IFN-gamma en el higado desarrollan
una lesion hepatica que se parece a la hepatitis activa crénica (Toyonaga et al. 1994, PNAS 91, 614-618). IFN-
gamma también puede ser citotdxico para los hepatocitos, ya que el IFN-gamma in vitro induce la muerte celular en
hepatocitos de raton que fue acelerada por TNF (Morita et al. 1995, Hepatology 21, 1585-1593).

Se ha descrito que otras moléculas son protectoras en el modelo de ConA. Una unica administraciéon de rhiL-6 in-
hibié completamente la liberacién de transaminasas (Mizuhara et al. 1994, J. Exp. Med. 179, 1529-1537).

4.3 Electrotransferencia de cADN en fibras musculares para consequir la expresion sistémica de una proteina de
interés

Entre las técnicas no virales para la transferencia génica in vivo, la inyeccion directa de ADN plasmidico en el mus-
culo y la electroporacion subsiguiente es simple, barata y segura. La naturaleza post-mitética y la longevidad de las
miofibras permite la expresion estable de los genes transfectados, aunque el ADN transfectado no experimenta
normalmente la integracién cromosoémica (Somiari et al. 2000, Molecular Therapy 2, 178). Varios informes han de-
mostrado que se puede conseguir la secrecion de las proteinas producidas por el musculo al torrente sanguineo tras
la electroporacion de los cADNs correspondientes (Rizzuto et al. PNAS, 1996, 6417; Aihara H et al., 1998, Nature
Biotech 16, 867). Ademas, se ha demostrado la eficacia in vivo de Epo e IL-18BP expresados en musculo en mode-
los de enfermedades (Rizzuto, 2000, Human Gene Therapy 41, 1891; Mallat, 2001, Circulation research 89, 41).

4.4 Materiales y Métodos

4.4.1 Animales

En todos los estudios se usaron ratones C57/BL6 macho (8 semanas de edad). En general, se usaron 10 animales
por grupo experimental. Los ratones se mantuvieron en condiciones estandar en un ciclo de luz-oscuridad de 12
horas, se les proporcionaron alimentos y agua irradiados a voluntad.

4.4.2 Electrotransferencia Muscular

4.4.2.1 Eleccion del vector

Los genes de IL6 e INSP0O0O5b (IPAAA78836-2) marcados con His o Strepll se clonaron en el vector pDEST12.2
compatible con Gateway que contenia el promotor de CMV.
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4.4.2.2 Protocolo de Electroporaciéon

Los ratones se anestesiaron con gas (isoflurano, Baxter, Ref: ZDG9623). Las extremidades posteriores se afeitaron,
y se aplico un gel ecografico. Se inyectod hialuronidasa en el musculo tibialis posterior (20 U en 50 ul de NaCl estéril
del 0,9%, Sigma, Ref. H3631). Después de 10 min, se inyectaron 100 ug de plasmido (50 pg por pata en 25 pl de
NaCl estéril del 0,9%) en el mismo musculo. EI ADN se preparé en el tampon de PBS-L-Glutamato (6 mg/ml; L-Glu-
tamato, Sigma P4761) antes de la inyeccion intramuscular. Para la electrotransferencia, se aplico el campo eléctrico
para cada pata con el ElectroSquarePorator BTX, ref ECM830 a 75 voltios durante 20 ms para cada pulso, 10 pulsos
con un intervalo de 1 segundo de una manera unipolar con 2 electrodos cilindricos (de un tamafo de 0,5 mm de
diametro).

44.3 El Modelo de ConA

4.4.3.1 Inyeccion i.v. de ConA y toma de muestras de sangre

Se adquirieron ratones hembra C57/B16 de 8 semanas de edad de IFFA CREDO. Se inyecté ConA (Sigma, ref.
C7275) a 18 mg/kg i.v. y se tomaron muestras de sangre a las 1,30 y 8 horas tras la inyeccion. En el momento del
sacrificio, se tomo sangre del corazon.

4.4.3.2 Deteccidén de citocinas y transaminasas en las muestras de sangre

Se midieron los niveles de las citocinas IL2, IL5, IL4, TNF-alfa e IFN-gamma mediante el uso de del ensayo de CBA
de TH1/TH2. Se detecté TNF-alfa, IL-6, MCP1, IFN-alfa, IL-10 e IL-12 mediante el uso del ensayo de CBA de infla-
macion. Los parametros sanguineos de las transaminasas se determinaron mediante el uso del instrumento COBAS
(Hitachi).

4.4.3.3 Electrotransferencia de INSP0005b e IL-6

En el dia 0 se llevd a cabo la electrotransferencia de pDEST12.2.INSP005b, pDEST12.2-hIL-6, asi como de un con-
trol con un vector vacio (véase anteriormente el protocolo de electrotransferencia). En el dia 5 tras la electrotransfe-
rencia, se inyecto i.v. ConA (18 mg/kg) y se tomaron muestras de sangre en 2 momentos (1,30, 8 horas). Se llevaron
a cabo las medidas de citocinas y de ASAT y ALAT como se describié anteriormente.

4.5 Resultados

Se ha descubierto que INSP005b protege de la lesidén hepatica en un modelo de ratéon que imita la hepatitis fulmi-
nante tras la administracion sistémica de la proteina mediante el uso de electrotransferencia. Las Figuras 15A y 15B
demuestran que los animales a los que se electrotransfirié INSPO05b muestran una disminucién de los niveles de
transaminasas en comparacion con los animales con un control de vector vacio 8 horas después de la exposiciéon a
ConA. Ademas, los niveles de las citocinas TNF-alfa e IL-6 se reducen significativamente en estos animales (Figuras
16A y 16B). El efecto es similar al obtenido con el vector de control positivo pDEST12.2hIL-6-SII.

4.6 _Conclusion

Estos resultados demuestran que la administracion de cADN de INSP005b en un modelo in vivo de hepatitis fulmi-
nante disminuye los niveles de TNF-alfa y m-IL-6 en el suero, y tuvo un efecto significativo sobre la reduccion de los
niveles de ASAT y ALAT medidos en el suero.

La disminucion de los niveles de ASAT y ALAT se podria deber a los niveles disminuidos de TNF-alfa e IL-6. TNF-
alfa es una citocina importante implicada en la lesion hepatica tras inyeccion de ConA. En este modelo de ratén de
hepatitis, se produce TNF-alfa principalmente por los macréfagos hepaticos, las denominadas células de Kupfer. Los
anticuerpos anti-TNF-alfa confieren proteccion contra la enfermedad (Seino et al. 2001, Annals of surgery 234, 681).
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Informacion de las Secuencias:

SEQ ID N°: 1 (ex6n 1 de la secuencia nucleotidica de INSP005A)
1 ATGGGTGGTA GTGGTGTCGT GGAGGTCCCC TTCCTGCTCT CCAGCAAGTA

51 CG

SEQ ID N°: 2 (ex6n 1 de la secuencia proteica de INSP005A)
1 MGGSGVVEVP FLLSSKYD

SEQ ID N°: 3 (ex6n 2 de la secuencia nucleotidica de INSP005A)
1 ATGAGCCCAG CCGCCAGGTC ATCCTGGAGG CTCTTGCGGA GTTTGAACGT

51 TCCACGTGCA TCAGGTTTGT CACCTATCAG GACCAGAGAG- ACTTCATTTC

101 CATCATCCCC ATGTATGG

SEQ ID N°: 4 (ex6n 2 de la secuencia proteica de INSP005A)
1 EPSRQVILEA LAEFERSTCI RFVTYQDQRD FISIIPMYG

SEQ ID N°: 5 (ex6n 3 de la secuencia nucleotidica de INSP005A)
1 GTGCTTCTCG AGTGTGGGGC GCAGTGGAGG GATGCAGGTG GTCTCCCTGG
51 CGCCCACGTG TCTCCAGAAG GGCCGGGGCA TTGTCCTTCA TGAGCTCATG
101 CATGTGCTGG GCTTCTGGCA CGAGCACACG CGGGCCGACC GGGACCGCTA

151 TATCCGTGTC AACTGGAACG AGATCCTGCC AG

SEQ ID N°: 6 (exdn 3 de la secuencia proteica de INSP005A)
1 CFSSVGRSGG MQVVSLAPTC LQKGRGIVLH ELMHVLGFWH EHTRADRDRY

51 IRVNWNEILP G

SEQ ID N°: 7 (ex6n 4 de la secuencia nucleotidica de INSP005A)
1 GCTTTGAAAT CAACTTCATC AAGTCTCAGA GCAGCAACAT GCTGACGCCC

51 TATGACTACT CCTCTGTGAT GCACTATGGG AG

SEQ ID N°: 8 (ex6n 4 de la secuencia proteica de INSP005A)
1 FEINFIKSQS SNMLTPYDYS SVMHYGR

SEQ ID N°: 9 (ex6n 5 de la secuencia nucleotidica de INSP005A)
1 GCTCGCCTTC AGCCGGCGTG GGCTGCCCAC CATCACACCA CTTTGGGCCC

51 CCAGTGTCCA CATCGGCCAG CGATGGAACC TGAGTGCCTC GGACATCACC
101 CGGGTCCTCA AACTCTACGG CTGCAGCCCA AGTGGCCCCA GGCCCCGTGG

151 GAGAG

SEQID N°: 10 (ex6n 5 de la secuencia proteica de INSP005A)
1 LAFSRRGLPT ITPLWAPSVH IGQRWNLSAS DITRVLKLYG CSPSGPRPRG

51 RG

SEQ ID N°: 11 (exdn 6 de la secuencia nucleotidica de INSP005A)
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1
51
101
151
201
251
301
351
401

GGTCCCATGC
CTGCAGCGGC
CAGTGGTTCC
GCCCACATGG
TCGGCAAGGC
AGCAGGTGCC
CCACCAAGCC
GTCCAGGGAA

CAAGGGGATG

CCACAGCACT
TTTTGGAGGC

AGTGCGGGAG

GTGGGAGTCC
AGCCTCAGAC
CCCGGTGTTG
CACAGTCCCA

GCCCAGCTCT

TCCGAAGAT
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GGTAGGAGCC
ACTGTCGGCG

GCCAGCCCGT

CCTGCCCTGA
CCTAGCTTCC
CTCAGGAGCA
TCTTCAGAAG

GCCAGGGGGC

CCGCCCCGGC
GAATCCAGGA

TCCTGCAGGG

AAAAGCTCAG
TCCCCAAGAT
GTCCTGGCTG
CAGGAATCCA

TGTGTACCTA

SEQ ID N°: 12 (ex6n 6 de la secuencia proteica de INSP005A)
1 SHAHSTGRSP APASLSLQRL LEALSAESRS PDPSGSSAGG QPVPAGPGES

CTCCCTATCT
GCCCCGACCC
CCTGGGGAGA
TGCAGAGGCC
CAAGGCCTGG
GCCGGAGTGT
GCCAGTCCCT

GAAATCATTT

51 PHGWESPALK KLSAEASARQ PQTLASSPRS RPGAGAPGVA QEQSWLAGVS

101 TKPTVPSSEA GIQPVPVQGS PALPGGCVPR NHFKGMSED

SEQ ID N°: 13 (secuencia nucleotidica completa de INSP005A)

1
51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801
851
901
951
1001

ATGGGTGGTA
CGATGAGCCC
GTTCCACGTG
TCCATCATCC
GATGCAGGTG
TTGTCCTTCA
CGGGCCGACC
AGGCTTTGAA
CCTATGACTA
CGTGGGCTGC
CCAGCGATGG
ACGGCTGCAG
CACAGCACTG
TTTGGAGGCA
GTGCGGGAGG
TGGGAGTCCC
GCCTCAGACC
CCGGTGTTGC
ACAGTCCCAT
CCCAGCTCTG

CCGAAGAT

GTGGTGTCGT
AGCCGCCAGG
CATCAGGTTT
CCATGTATGG
GTCTCCCTGG
TGAGCTCATG
GGGACCGCTA
ATCAACTTCA
CTCCTCTGTG
CCACCATCAC
AACCTGAGTG
CCCAAGTGGC
GTAGGAGCCC
CTGTCGGCGG
CCAGCCCGTT
CTGCCCTGAA
CTAGCTTCCT
TCAGGAGCAG
CTTCAGAAGC

CCAGGGGGCT

GGAGGTCCCC
TCATCCTGGA
GTCACCTATC
GTGCTTCTCG
CGCCCACGTG
CATGTGCTGG
TATCCGTGTC
TCAAGTCTCA
ATGCACTATG
ACCACTTTGG
CCTCGGACAT
CCCAaGGCcece
CGCCCeaaee
AATCCAGGAG

CCTGCAGGGC

PTCCTGCTCT
GGCTCTTGCG
AGGACCAGAG
AGTGTGGGGC
TCTCCAGAAG
GCTTCTGGCA
AACTGGAACG
GAGCAGCAAC
GGAGGCTCGC
GCCCCCAGTG
CACCCGGGTC
GTGGGAGAGG
TCCCTATCTC
CCCCGACCCC

CTGGGGAGAG

CCAGCAAGTA
GAGTTTGAAC
AGACTTCATT
GCAGTGGAGG
GGCCGGGGCA
CGAGCACACG
AGATCCTGCC
ATGCTGACGC
CTTCAGCCGG
TCCACATCGG
CTCAAACTCT
GTCCCATGCC
TGCAGCGGCT
AGTGGTTCCA

‘CCCACATGGG

AAAGCTCAGT GCAGAGGCCT CGGCAAGGCA
CCCCAAGATC AAGGCCTGGA GCAGGTGCCC
TCCTGGCTGG CCGGAGTGTC CACCAAGCCC
AGGAATCCAG CCAGTCCCTG TCCAGGGAAG

GTGTACCTAG AAATCATTTC AAGGGGATGT

SEQ ID N°: 14 (secuencia proteica completa de INSP005A)
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MGGSGVVEVP
SIIPMYGCFS
RADRDRYIRV
RGLPTITPLW
HSTGRSPAPA
WESPALKKLS

TVPSSEAGIQ

FLLSSKYDEP
SVGRSGGMQV
NWNEILPGFE
APSVHIGQRW
SLSLQRLLEA
AEASARQPQT

PVPVQGSPAL
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SRQVILEALA
VSLAPTCLQK
INFIKSQSSN
NLSASDITRV
LSAESRSPDP
LASSPRSRPG

PGGCVPRNHF

EFERSTCIRF VTYQDQRDFI
GRGIVLHELM HVLGFWHEHT
MLTPYDYSSV MHYGRLAFSR
LKLYGCSPSG PRPRGRGSHA
SGSSAGGQPV PAGPGESPHG
AGAPGVAQEQ SWLAGVSTKP

KGMSED

SEQ ID N°: 15 (exdn 1 de la secuencia nucleotidica de INSP005B)
1 ATGGAGGGTG TAGGGGGTCT CTGGCCTTGG GTGCTGGGTC TGCTCTCCTT

51 GCCAG

SEQ ID N°: 16 (exdn 1 de la secuencia proteica de INSP005B)
1 MEGVGGLWPW VLGLLSLPG

SEQ D N°: 17 (exdn 2 de la secuencia nucleotidica de INSP005B)
1 GTGTGATCCT AGGAGCGCCC CTGGCCTCCA GCTGCGCAGG AGCCTGTGGT

51 ACCAGCTTCC CAGATGGCCT CACCCCTGAG GGAACCCAGG CCTCCGGGGA
101 CAAGGACATT CCTGCAATTA ACCAAG

SEQ D N°: 18 (ex6n 2 de la secuencia proteica de INSP005B)
1 VILGAPLASS CAGACGTSFP DGLTPEGTQA SGDKDIPAIN QG

SEQ D N°: 19 (exdn 3 de la secuencia nucleotidica de INSP005B)
1 GGCTCATCCT GGAAGAAACC CCAGAGAGCA GCTTCCTCAT CGAGGGGGAC

51 ATCATCCGGC CG

SEQ ID N°: 20 (ex6n 3 de la secuencia proteica de INSP005B)
1 LILEETPESS FLIEGDIIRP

SEQ ID N°: 21 (exon 4 de la secuencia nucleotidica de INSP005B)
1 AGTCCCTTCC GACTGCTGTC AGCAACCAGC AACAAATGGC CCATGGGTGG

51 TAGTGGTGTC GTGGAGGTCC CCTTCCTGCT CTCCAGCAAG TACG

SEQ ID N°: 22 (ex6n 4 de la secuencia proteica de INSP005B)
1 SPFRLLSATS NKWPMGGSGV VEVPFLLSSK YD

SEQ ID N°: 23 (exdn 5 de la secuencia nucleotidica de INSP005B)
1 ATGAGCCCAG CCGCCAGGTC ATCCTGGAGG CTCTTGCGGA GTTTGAACGT

51 TCCACGTGCA TCAGGTTTGT CACCTATCAG GACCAGAGAG ACTTCATTTC

101 CATCATCCCC ATGTATGG

SEQ ID N°: 24 (exdn 5 de la secuencia proteica de INSP005B)
1 EPSRQVILEA LAEFERSTCI RFVTYQDQRD FISIIPMYG

SEQ ID N°: 25 (exdn 6 de la secuencia nucleotidica de INSP005B)
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1 GTGCTTCTCG AGTGTGGGGC GCAGTGGAGG GATGCAGGTG

51 CGCCCACGTG TCTCCAGAAG GGCCGGGGCA TTGTCCTTCA

101 CATGTGCTGG GCTTCTGGCA CGAGCACACG CGGGCCGACC

151 TATCCGTGTC AACTGGAACG AGATCCTGCC AG

SEQ ID N°: 26 (exon 6 de la secuencia proteica de INSP005B)
1 CFSSVGRSGG MQVVSLAPTC LQKGRGIVLH ELMHVLGFWH

51 IRVNWNEILP G

SEQ ID N°: 27 (exdn 7 de la secuencia nucleotidica de INSP005B)
1 GCTTTGAAAT CAACTTCATC AAGTCTCGGA GCAGCAACAT

51 TATGACTACT CCTCTGTGAT GCACTATGGG AG

SEQ ID N°: 28 (exdn 7 de la secuencia proteica de INSP005B)

10

1 FEINFIKSRS SNMLTPYDYS SVMHYGR

SEQ ID N°: 29 (exdn 8 de la secuencia nucleotidica de INSP005B)
1 GCTCGCCTTC AGCCGGCGTG GGCTGCCCAC CATCACACCA

51 CCAGTGTCCA CATCGGCCAG CGATGGAACC TGAGTGCCTC

101 CGGGTCCTCA AACTCTACGG CTGCAGCCCA AGTGGCCCCA

151 GAGAG

15

SEQ D N°: 30 (ex6n 8 de la secuencia proteica de INSP005B)

1 LAFSRRGLPT ITPLWAPSVH IGQRWNLSAS DITRVLKLYG

51 RG

SEQ ID N°: 31 (exdn 9 de la secuencia nucleotidica de INSP005B)

1
51
101
151
201
251
301
351

401
20

GGTCCCATGC
CTGCAGCGGC
CAGTGGTTCC
GCCCACATGG
TCGGCAAGGC
AGCAGGTGCC
CCACCAAGCC
GTCCAGGGAA

CAAGGGGATG

CCACAGCACT
TTTTGGAGGC
AGTGCGGGAG
GTGGGAGTCC
AGCCTCAGAC

CCCGGTGTTG

CACAGTCCCA -

GCCCAGCTCT

TCCGAAGAT |

GGTAGGAGCC
ACTGTCGGCG
GCCAGCCCGT
CCTGCCCTGA
CCTAGCTTCC
CTCAGGAGCA
TCTTCAGAAG

GCCAGGGGGC

CCGCTCCGGC
GAATCCAGGA
TCCTGCAGGG
AAAAGCTCAG
TCCCCAAGAT
GTCCTGGCTG
CAGGAATCCA

TGTGTACCTA

SEQ ID N°: 32 (ex6n 9 de la secuencia proteica de INSP005B)
1 SHAHSTGRSP APASLSLQORL LEALSAESRS PDPSGSSAGG

51 PHGWESPALK KLSAEASARQ PQTLASSPRS RPGAGAPGVA

101 TKPTVPSSEA GIQPVPVQGS PALPGGCVPR NHFKGMSED

SEQ ID N°: 33 (secuencia nucleotidica completa de INSP005B)

34

GTCTCCCTGG
TGAGCTCATG

GGGACCGCTA

EHTRADRDRY

GCTGACGCCC

CTTTGGGCCC
GGACATCACC

GGCCCCGTGG

CSPSGPRPRG

CTCCCTATCT
GCCCCGACCC
CCTGGGGAGA
TGCAGAGGCC
CAAGGCCTGG
GCCGGAGTGT
GCCAGTCCCT

GAAATCATTT

QPVPAGPGES

QEQSWLAGVS



1
51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801
851
901
951
1001
1051
1101
1151
1201

1251

ATGGAGGGTG
GCCAGGTGTG
GTGGTACCAG
GGGGACAAGG
CCCAGAGAGC
TCCGACTGCT
GTCGTGGAGG
CCAGGTCATC
GGTTTGTCAC
TATGGGTGCT
CCTGGCGCCC
TCATGCATGT
CGCTATATCC
CTTCATCAAG
CTGTGATGCA
ATCACACCAC
GAGTGCCTCG
GTGGCCCCAG
AGCCCCGCTC
GGCGGAATCC
CCGTTCCTGC
CTGAAAAAGC
TTCCTCCCCA
AGCAGTCCTG
GAAGCAGGAA

GGGCTGTGTA

TAGGGGGTCT
ATCCTAGGAG
CTTCCCAGAT
ACATTCCTGC
AGCTTCCTCA
GTCAGCAACC
TCCCCTTCCT
CTGGAGGCTC
CTATCAGGAC
TCTCGAGTGT
ACGTGTCTCC
GCTGGGCTTC
GTGTCAACTG
TCTCGGAGCA
CTATGGGAGG
TTTGGGCCCC
GACATCACCC
GCCCCGTGGG
CGGCCTCCCT
AGGAGCCCCG
AGGGCCTGGG
TCAGTGCAGA
AGATCAAGGC
GCTGGCCGGA
TCCAGCCAGT

CCTAGAAATC
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CTGGCCTTGG
CGCCCCTGGC
GGCCTCACCC
AATTAACCAA
TCGAGGGGGA
AGCAACAAAT
GCTCTCCAGC
TTGCGGAGTT
CAGAGAGACT
GGGGCGCAGT
AGAAGGGCCG
TGGCACGAGC
GAACGAGATC
GCAACATGCT
CTCGCCTTCA
CAGTGTCCAC
GGGTCCTCAA
AGAGGGTCCC

ATCTCTGCAG

ACCCCAGTGG TTCCAGTGCG

GAGAGCCCAC ATGGGTGGGA

GTGCTGGGTC
CTCCAGCTGC
CTGAGGGAAC
GGGCTCATCC
CATCATCCGG
GGCCCATGGG
AAGTACGATG
TGAACGTTCC
TCATTTCCAT
GGAGGGATGC
GGGCATTGTC
ACACGCGGGC
CTGCCAGGCT
GACGCCCTAT
GCCGGCGTGG
ATCGGCCAGC
ACTCTACGGC
ATGCCCACAG

CGGCTTTTGG

GGCCTCGGCA AGGCAGCCTC

CTGGAGCAGG TGCCCCCGGT

GTGTCCACCA AGCCCACAGT

CCCTGTCCAG GGAAGCCCAG

ATTTCAAGGG GATGTCCGAA

SEQ ID N°: 34 (secuencia proteica completa de INSP005B)
MEGVGGLWPW VLGLLSLPGV ILGAPLASSC

1

51
101
151
- 201
251
301
351

401

GDKDIPAINQ

VVEVPFLLSS

YGCFSSVGRS
RYIRVNWNEI
ITPLWAPSVH
SPAPASLSLQ
LKKLSAEASA

EAGIQPVPVQ

GLILEETPES
KYDEPSRQVI
GGMQVVSLAP
LPGFEINFIK
IGQRWNLsAS
RLLEALSAES
RQPQTLASSP

GSPALPGGCV

SFLIEGDIIR
LEALAEFERS
TCLQKGRGIV
SRSSNMLTPY
DITRVLKLYG
RSPDPSGSSA
RSRPGAGAPG

PRNHFKGMSE

AGACGTSFPD
PSPFRLLSAT
TCIRFVTYQD
LHELMHVLGF
DYSSVMHYGR
CSPSGPRPRG
GGQPVPAGPG
VAQEQSWLAG

D

35

TGCTCTCCTT
GCAGGAGCCT
CCAGGCCTCC
TGGAAGAAAC
CCGAGTCCCT
TGGTAGTGGT
AGCCCAGCCG
ACGTGCATCA
CATCCCCATG
AGGTGGTCTC-
CTTCATGAGC
CGACCGGGAC
TTGAAATCAA
GACTACTCCT
GCTGCCCACC
GATGGAACCT
TGCAGCCCAA
CACTGGTAGG
AGGCACTGTC
GGAGGCCAGC
GTCCCCTGCC
AGACCCTAGC

GTTGCTCAGG

CCCATCTTCA

CTCTGCCAGG

GAT

GLTPEGTQAS
SNKWPMGGSG
QRDFISIIPM
WHEHTRADRD
LAFSRRGLPT
RGSHAHSTGR
ESPHGWESPA

VSTKPTVPSS



ES 2374392713

SEQ ID N°: 35 (secuencia nucleotidica madura de INSP005b)

1 GCGCCCCTGG

51 TGGCCTCACC

101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801
851

901

951
1001
1051
1101
1151
1201

CAATTAACCA
ATCGAGGGGG
CAGCAACAAA
TGCTCTCCAG
CTTGCGGAGT
CCAGAGAGAC
"TGGGGCGCAG
CAGAAGGGCC
CTGGCACGAG
GGAACGAGAT
AGCAACATGC
GCTCGCCTTC
CCAGTGTCCA
CGGGTCCTCA
GAGAGGGTCC
TATCTCTGCA

GACCCCAGTG
GGAGAGCCCA
AGGCCTCGGC
CCTGGAGCAG
AGTGTCCACC
TCCCTGTCCA
CATTTCAAGG

CCTCCAGCTG
CCTGAGGGAA
AGGGCTCATC
ACATCATCCG
TGGCCCATGG
CAAGTACGAT
TTGAACGTTC
TTCATTTCCA
TGGAGGGATG
GGGGCATTGT
CACACGCGGG
CCTGCCAGGC
TGACGCCCTA
AGCCGGCGTG
CATCGGCCAG
AACTCTACGG
CATGCCCACA
GCGGCTTTTG

GTTCCAGTGC
CATGGGTGGG
AAGGCAGCCT
GTGCCCCCGG
AAGCCCACAG
GGGAAGCCCA
GGATGTCCGA

CGCAGGAGCC
CCCAGGCCTC
CTGGAAGAAA
GCCGAGTCCC
GTGGTAGTGG
GAGCCCAGCC
CACGTGCATC
TCATCCCCAT
CAGGTGGTCT
CCTTCATGAG
CCGACCGGGA
TTTGAAATCA
TGACTACTCC
GGCTGCCCAC
CGATGGAACC
CTGCAGCCCA
GCACTGGTAG
GAGGCACTGT

GGGAGGCCAG
AGTCCCCTGC
CAGACCCTAG
TGTTGCTCAG
TCCCATCTTC
GCTCTGCCAG
AGAT

TGTGGTACCA
CGGGGACAAG
CCCCAGAGAG
TTCCGACTGC
TGTCGTGGAG
GCCAGGTCAT
AGGTTTGTCA
GTATGGGTGC
CCCTGGCGCC
CTCATGCATG
CCGCTATATC
ACTTCATCAA
TCTGTGATGC
CATCACACCA
TGAGTGCCTC
AGTGGCCCCA
GAGCCCCGCT
CGGCGGAATC

CCCGTTCCTG
CCTGAAAAAG
CTTCCTCCCC
GAGCAGTCCT
AGAAGCAGGA
GGGGCTGTGT

SEQ ID N°: 36 (secuencia polipeptidica madura de INSP005b)

1
51

APLASSCAGA
IEGDIIRPSP

CGTSFPDGLT
FRLLSATSNK

101
151

LAEFERSTCI

RFVTYQDQRD

PEGTQASGDK
WPMGGSGVVE
FISIIPMYGC
HTRADRDRYI

DIPAINQGLI
VPFLLSSKYD
FSSVGRSGGM
RVNWNEILPG

QKGRGIVLHE

201 SNMLTPYDYS

251
301
351
401

RVLKLYGCSP
DPSGSSAGGQ
PGAGAPGVAQ
HFKGMSED

LMHVLGFWHE
SVMHYGRLAF
SGPRPRGRGS
PVPAGPGESP
EQSWLAGVST

SRRGLPTITP
HAHSTGRSPA

LWAPSVHIGQ

HGWESPALKK
KPTVPSSEAG

PASLSLORLL
LSAEASARQP
IQPVPVQGSP

SEQ ID N°: 37 (secuencia polipeptidica predicha de INSP005)

36

GCTTCCCAGA
GACATTCCTG
CAGCTTCCTC
TGTCAGCAAC
GTCCCCTTCC
CCTGGAGGCT
CCTATCAGGA
TTCTCGAGTG
CACGTGTCTC
TGCTGGGCTT
CGTGTCAACT
GTCTCGGAGC
ACTATGGGAG
CTTTGGGCCC
GGACATCACC
GGCCCCGTGG
CCGGCCTCCC
CAGGAGCCCC

CAGGGCCTGG
CTCAGTGCAG
AAGATCAAGG
GGCTGGCCGG
ATCCAGCCAG
ACCTAGAAAT

LEETPESSFL

EPSRQVILEA
QVVSLAPTCL
FEINFIKSRS
RWNLSASDIT
EALSAESRSP

QTLASSPRSR
ALPGGCVPRN



1
61
121
181
241

ES 2374392713

MLRLWDFNPG GALSDLALGL RGMEEGGYSC
GLILEETPES SFLIEGDIIR PSPFRLLSAT

LEALAEFERS TCIRFVTYQD QRDFISIIPM
LHELMHVLGF WHEHTRADRD RYIRVNWNEI
LAFSRRGLPT ITPLWAPSVH IGQRWNLSAS

AGACGTSFPD GLTPEGTQAS
SNKWPMGGSG VVEVPFLLSS
YGCFSSVGRS GGMQVVSLAP
LPGFEINFIK SQSSNMLTPY
DITRVLKLYG CSPSGPRPRG

SEQ ID N°: 38 (secuencia nucleotidica del plasmido pCR4 TOPO IPAAA78836-1)

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661

AGCGCCCAAT
ACGACAGGTT
TCACTCATTA
TTGTGAGCGG
GAATTAACCC
AGGCTTAATC
CTGGGCTTCC

TGGTGGACAC

GCCTTGATCT
GCTTTTTCAG
GCTGGCCTCC
CCAAAAGCCG

ACGCAAACCG
TCCCGACTGG
GGCACCCCAG
ATAACAATTT
TCACTAAAGG
TTCGGACATC
CTGGACAGGG
TCCGGCCAGC
TGGGGAGGAA
GGCAGGGGAC
CGCACTGGAA
CTGCAGAGAT

CCTCTCCCCG
AAAGCGGGCA
GCTTTACACT
CACACAGGAA
GACTAGTCCT
CCCTTGAAAT
ACTGGCTGGA
CAGGACTGCT
GCTAGGGTCT
TCCCACCCAT
CCACTGGGGT
AGGGAGGCCG

CGCGTTGGCC
GTGAGCGCAA
TTATGCTTCC
ACAGCTATGA
GCAGGTTTAA
GATTTCTAGG
TTCCTGCTTC
CCTGAGCAAC

‘GAGGCTGCCT

GTGGGCTCTC
CGGGGCTCCT
GGGCGGGGCT

37

GATTCATTAA
CGCAATTAAT
GGCTCGTATG
CCATGATTAC
ACGAATTCGC
TACACAGCCC
TGAAGATGGG
ACCGGGGGCA
TGCCGAGGCC
CCCAGGCCCT
GGATTCCGCC
CCTACCAGTG

GDKDIPAINQ
KYDEPSHQVI
TCLQKGRGIV
DYSSVMHYGR
RGEWHGRKVT

TGCAGCTGGC
GTGAGTTAGC
TTGTGTGGAA
GCCAAGCTCA
CCTTAGCCAC
CCTGGCAGAG
ACTGTGGGCT
CCTGCTCCAG
TCTGCACTGA
GCAGGAACGG
GACAGTGCCT
CTGTGGGCAT



721
- 781

841

901

961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281

2341.

2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121

GGGACCCTCT
GGGTGATGTC
GTGGTGTGAT
AGGAGTAGTC
AGCCTGGCAG
GCTCGTGCCA
GGAGACACGT
AGCACCCATA
TGATGCACGT
CATCGTACTT
ATTTGTTGCT
TAGTGAGTCG
TGGCGTTACC
CGAAGAGGCC
TAAGGTTTAC
TATTATTGAC
AGATAAAGTC
GATGACCACC
CAGCCACCGC
GTCAGGCATG
TCCGCAGAAA
AAACGCAAGC
CTGGGCGGTT
GGTTGGGAAG
CAGGGGATCA
TGGATTGCAC
ACAACAGACA
GGTTCTTTTT
GCGGCTATCG
TGAAGCGGGA
TCACCTTGCT
GCTTGATCCG
TACTCGGATG
CGCGCCAGCC
CGTGACCCAT
ATTCATCGAC
CCGTGATATT
TATCGCCGCT
AATTATTAAC
TTCACACCGC
TTTTTCTAAA

CCCACGGGGC
CGAGGCACTC
GGTGGGCAGC
ATAGGGCGTC
GATCTCGTTC
GAAGCCCAGC
GGGCGCCAGG
CATGGGGATG
GGAACGTTCA
GCTGGAGAGC
GGTTGCTGAC
TATTACAATT
CAACTTAATC
CGCACCGATC
ACCTATAAAA
ACGCCGGGGC
TCCCGTGAAC
GATATGGCCA
GAAAATGACA
AGATTATCAA
CGGTGCTGAC
GCAAAGAGAA
TTATGGACAG
CCCTGCAAAG
AGCTCTGATC
GCAGGTTCTC
ATCGGCTGCT
GTCAAGACCG
TGGCTGGCCA
AGGGACTGGC
CCTGCCGAGA
GCTACCTGCC
GAAGCCGGTC
GAACTGTTCG
GGCGATGCCT
TGTGGCCGGC
GCTGAAGAGC
CCCGATTCGC
GCTTACAATT
ATACAGGTGG
TACATTCAAA

ES 2374392713

CTGGGGCCAC
AGGTTCCATC
CCACGCCGGC
AGCATGTTGC
CAGTTGACAC
ACATGCATGA
GAGACCACCT
ATGGAAATGA
AACTCCGCAA
AGGAAGGGGA
AGAAGGGCGA
CACTGGCCGT
GCCTTGCAGC
GCCCTTCCCA
GAGAGAGCCG
GACGGATGGT
TTTACCCGGT
GTGTGCCGGT
TCAAAAACGC

AAAGGATCTT

CCCGGATGAA
AGCAGGTAGC
CAAGCGAACC
TAAACTGGAT
AAGAGACAGG
CGGCCGCTTG
CTGATGCCGC
ACCTGTCCGG
CGACGGGCGT
TGCTATTGGG
AAGTATCCAT
CATTCGACCA
TTGTCGATCA
CCAGGCTCAA
GCTTGCCGAA
TGGGTGTGGC
TTGGCGGCGA
AGCGCATCGC
TCCTGATGCG
CACTTTTCGG
TATGTATCCG

TTGGGCTGCA
GCTGGCCGAT
TGAAGGCGAG
TGCTCTGAGA
GGATATAGCG
GCTCATGAAG
GCATCCCTCC
AGTCTCTCTG
GAGCCTCCAG
CCTCCACGAC
ATTCGCGGCC
CGTTTTACAA

ACATCCCCCT

ACAGTTGCGC
TTATCGTCTG
GATCCCCCTG
GGTGCATATC
CTCCGTTATC
CATTAACCTG
‘CACCTAGATC
TGTCAGCTAC
TTGCAGTGGG
GGAATTGCCA
GGCTTTCTCG
ATGAGGATCG
GGTGGAGAGG
CGTGTTCCGG
TGCCCTGAAT
TCCTTGCGCA
CGAAGTGCCG
CATGGCTGAT
CCAAGCGAAA
GGATGATCTG
GGCGAGCATG
TATCATGGTG
GGACCGCTAT
ATGGGCTGAC
CTTCTATCGC
GTATTTTCTC
GGAAATGTGC
CTCATGAGAC

38

GCCGTAGAGT TTGAGGACCC
GTGGACACTG GGGGCCCAAA
CCTCCCATAG TGCATCACAG
CTTGATGAAG TTGATTTCAA
GTCCCGGTCG GCCCGCGTGT
GACAATGCCC CGGCCCTTCT
ACTGCGCCCC ACACTCGAGA
GTCCTGATAG GTGACAAACC
GATGACCTGG CGGCTGGGCT
ACCACTACCA CCCATGGGCC
GCTAAATTCA ATTCGCCCTA
CGTCGTGACT GGGAAAACCC
TTCGCCAGCT GGCGTAATAG
AGCCTATACG TACGGCAGTT
TTTGTGGATG TACAGAGTGA
GCCAGTGCAC GTCTGCTGTC
GGGGATGAAA GCTGGCGCAT
GGGGAAGAAG TGGCTGATCT
ATGTTCTGGG GAATATAAAT
CTTTTCACGT AGAAAGCCAG
TGGGCTATCT GGACAAGGGA
CTTACATGGC GATAGCTAGA
GCTGGGGCGC CCTCTGGTAA
CCGCCAAGGA TCTGATGGCG
TTTCGCATGA TTGAACAAGA
CTATTCGGCT ATGACTGGGC
CTGTCAGCGC AGGGGCGCCC
GAACTGCAAG ACGAGGCAGC
GCTGTGCTCG ACGTTGTCAC
GGGCAGGATC TCCTGTCATC
GCAATGCGGC GGCTGCATAC
CATCGCATCG AGCGAGCACG
GACGAAGAGC ATCAGGGGCT
CCCGACGGCG AGGATCTCGT
GAAAATGGCC GCTTTTCTGG
CAGGACATAG CGTTGGCTAC
CGCTTCCTCG TGCTTTACGG
CTTCTTGACG AGTTCTTCTG
CTTACGCATC TGTGCGGTAT
GCGGAACCCC TATTTGTTTA
AATAACCCTG ATAAATGCTT



3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3901
3961
4021
4081
4141
4201
4261
4321
4381
4441
4501
4561
4621
4681
4741
4801
4861
4921
4981

CAATAATATT
TTTTTTGCGG
GATGCTGAAG
AAGATCCTTG
CTGCTATGTG
ATACACTATT
GATGGCATGA
GCCAACTTAC
ATGGGGGATC
AACGACGAGC
ACTGGCGAAC
AAAGTTGCAG
TCTGGAGCCG
CCCTCCCGTA
AGACAGATCG
TACTCATATA
AAGATCCTTT
GCGTCAGACC
ATCTGCTGCT
GAGCTACCAA
GTCCTTCTAG
TACCTCGCTC
ACCGGGTTGG
GGTTCGTGCA
CGTGAGCTAT
AGCGGCAGGG
CTTTATAGTC
TCAGGGGGGC
TTTTGCTGGC
CGTATTACCG
GAGTCAGTGA

GAAAAAGGAA
CATTTTGCCT
ATCAGTTGGG
AGAGTTTTCG
GCGCGGTATT
CTCAGAATGA
CAGTAAGAGA
TTCTGACAAC
ATGTAACTCG
GTGACACCAC
TACTTACTCT
GACCACTTCT
GTGAGCGTGG
TCGTAGTTAT
CTGAGATAGG
TACTTTAGAT
TTGATAATCT
CCGTAGAAAA
TGCAAACAAA
CTCTTTTTCC
TGTAGCCGTA
TGCTAATCCT
ACTCAAGACG
CACAGCCCAG
GAGAAAGCGC
TCGGAACAGG
CTGTCGGGTT
GGAGCCTATG
CTTTTGCTCA
CCTTTGAGTG
GCGAGGAAGC

ES 2374392713

GAGTATGAGT
TCCTGTTTTT
TGCACGAGTG
CCCCGAAGAA
ATCCCGTATT
CTTGGTTGAG
ATTATGCAGT
GATCGGAGGA
CCTTGATCGT
GATGCCTGTA
AGCTTCCCGG
GCGCTCGGCC
GTCTCGCGGT
CTACACGACG
TGCCTCACTG
TGATTTAAAA
CATGACCAAA
GATCAAAGGA
AAAACCACCG
GAAGGTAACT
GTTAGGCCAC
GTTACCAGTG
ATAGTTACCG
CTTGGAGCGA
CACGCTTCCC
AGAGCGCACG
TCGCCACCTC
GAAAAACGCC
CATGTTCTTT
AGCTGATACC
GGAAG

ATTCAACATT
GCTCACCCAG
GGTTACATCG
CGTTTTCCAA
GACGCCGGGC
TACTCACCAG
GCTGCCATAA
CCGAAGGAGC
TGGGAACCGG
GCAATGGCAA
CAACAATTAA
CTTCCGGCTG
ATCATTGCAG
GGGAGTCAGG
ATTAAGCATT
CTTCATTTTT
ATCCCTTAAC
TCTTCTTGAG
CTACCAGCGG
GGCTTCAGCA
CACTTCAAGA
GCTGCTGCCA
GATAAGGCGC
ACGACCTACA
GAAGGGAGAA
AGGGAGCTTC
TGACTTGAGC
AGCAACGCGG
CCTGCGTTAT
GCTCGCCGCA

TCCGTGTCGC
AAACGCTGGT
AACTGGATCT
TGATGAGCAC
AAGAGCAACT
TCACAGAAAA
CCATGAGTGA
TAACCGCTTT
AGCTGAATGA
CAACGTTGCG
TAGACTGGAT
GCTGGTTTAT
CACTGGGGCC
CAACTATGGA
GGTAACTGTC
AATTTAAAAG
GTGAGTTTTC
ATCCTTTTTT
TGGTTTGTTT
GAGCGCAGAT
ACTCTGTAGC
GTGGCGATAA
AGCGGTCGGG
CCGAACTGAG
AGGCGGACAG
CAGGGGGAAA
GTCGATTTTT
CCTTTTTACG
CCCCTGATTC
GCCGAACGAC

SEQ ID N°: 39 (secuencia nucleotidica del plasmido XpCR4TOPO IPAAA78836-2)

1
61
121
181
241
301
361

AGCGCCCAAT
ACGACAGGTT
TCACTCATTA
TTGTGAGCGG
GAATTAACCC
AGGCTTAATC
CTGGGCTTCC

ACGCAAACCG
TCCCGACTGG
GGCACCCCAG
ATAACAATTT

' TCACTAAAGG

TTCGGACATC
CTGGACAGGG

CCTCTCCCCG
AAAGCGGGCA
GCTTTACACT
CACACAGGAA
GACTAGTCCT
CCCTTGAAAT
ACTGGCTGGA

CGCGTTGGCC
GTGAGCGCAA
TTATGCTTCC
ACAGCTATGA

GATTCATTAA
CGCAATTAAT
GGCTCGTATG
CCATGATTAC

GCAGGTTTAA ACGAATTCGC

GATTTCTAGG

TACACAGCCC

PICCTGCTTC TGAAGATGGG

39

CCTTATTCCC
GAAAGTAAAA
CAACAGCGGT
TTTTAAAGTT
CGGTCGCCGC
GCATCTTACG
TAACACTGCG
TTTGCACAAC
AGCCATACCA
CAAACTATTA
GGAGGCGGAT
TGCTGATAAA
AGATGGTAAG
TGAACGAAAT
AGACCAAGTT
GATCTAGGTG
GTTCCACTGA
TCTGCGCGTA
GCCGGATCAA
ACCAAATACT
ACCGCCTACA
GTCGTGTCTT
CTGAACGGGG
ATACCTACAG
GTATCCGGTA
CGCCTGGTAT
GTGATGCTCG
GTTCCTGGGC
TGTGGATAAC
CGAGCGCAGC

TGCAGCTGGC
GTGAGTTAGC
TTGTGTGGAA
GCCAAGCTCA
CCTTAGCCAC
CCTGGCAGAG
ACTGTGGGCT



421

481

541

601

661

721

781

841

901

961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821

TGGTGGACAC
GCCTTGATCT
GCTTTTTCAG
GCTGGCCTCC
CCAARAGCCG
GGGACCCTCT
GGGTGATGTC
GTGGTGTGAT
AGGAGTAGTC
AGCCTGGCAG
GCTCGTGCCA
GGAGACACGT
AGCACCCATA
TGATGCACGT
CATCGTACTT
ATTTGTTGCT
TGAGGAAGCT
CCTTGTCCCC
AGGCTCCTGC
GACCCAGCAC
GGCCGCTAAA
ACAACGTCGT
CCCTTTCGCC
GCGCAGCCTA
TCTGTTTGTG
CCTGGCCAGT
TATCGGGGAT
TATCGGGGAA
CCTGATGTTC
GATCCTTTTC
CTACTGGGCT
TGGGCTTACA
GCCAGCTGGG
CTCGCCGCCA
ATCGTTTCGC
GAGGCTATTC
CCGGCTGTCA
GAATGAACTG
CGCAGCTGTG
GCCGGGGCAG
TGATGCAATG

TCCGGCCAGC
TGGGGAGGAA
GGCAGGGGAC
CGCACTGGAA
CTGCAGAGAT
CCCACGGGGC
CGAGGCACTC
GGTGGGCAGC
ATAGGGCGTC
GATCTCGTTC
GAAGCCCAGC
GGGCGCCAGG
CATGGGGATG
GGAACGTTCA
GCTGGAGAGC
GGTTGCTGAC
GCTCTCTGGG
GGAGGCCTGG
GCAGCTGGAG
CCAAGGCCAG
TTCAATTCGC
GACTGGGAAA
AGCTGGCGTA
TACGTACGGC
GATGTACAGA
GCACGTCTGC
GAAAGCTGGC
GAAGTGGCTG
TGGGGAATAT
ACGTAGAAAG
ATCTGGACAA
TGGCGATAGC
GCGCCCTCTG
AGGATCTGAT
ATGATTGAAC
GGCTATGACT
GCGCAGGGGC
CAAGACGAGG
CTCGACGTTG
GATCTCCTGT
CGGCGGCTGC

ES 2374392713

CAGGACTGCT
GCTAGGGTCT
TCCCACCCAT
CCACTGGGGT
AGGGAGGCCG
CTGGGGCCAC
AGGTTCCATC
CCACGCCGGC
AGCATGTTGC
CAGTTGACAC
ACATGCATGA
GAGACCACCT
ATGGAAATGA
AACTCCGCAA
AGGAAGGGGA
AGCAGTCGGA
GTTTCTTCCA
GTTCCCTCAG
GCCAGGGGCG
AGACCCCCTA
CCTATAGTGA
ACCCTGGCGT
ATAGCGAAGA
AGTTTAAGGT
GTGATATTAT
TGTCAGATAA
GCATGATGAC
ATCTCAGCCA
AAATGTCAGG
CCAGTCCGCA
GGGAAAACGC
TAGACTGGGC
GTAAGGTTGG
GGCGCAGGGG
AAGATGGATT
GGGCACAACA
GCCCGGTTCT
CAGCGCGGCT
TCACTGAAGC
CATCTCACCT
ATACGCTTGA

CCTGAGCAAC
GAGGCTGCCT
GTGGGCTCTC
CGGGGCTCCT
GAGCGGGGCT
TTGGGCTGCA
GCTGGCCGAT
TGAAGGCGAG
TGCTCCGAGA

GGATATAGCG

GCTCATGAAG
GCATCCCTCC
AGTCTCTCTG
GAGCCTCCAG
CCTCCACGAC
AGGGACTCGG
GGATGAGCCC
GGGTGAGGCC
CTCCTAGGAT
CACCCTCCAT
GTCGTATTAC
TACCCAACTT
GGCCCGCACC
TTACACCTAT
TGACACGCCG
AGTCTCCCGT
CACCGATATG
CCGCGAAAAT
CATGAGATTA
GAAACGGTGC
AAGCGCAAAG
GGTTTTATGG
GAAGCCCTGC
ATCAAGCTCT
GCACGCAGGT
GACAATCGGC
TTTTGTCAAG
ATCGTGGCTG
GGGAAGGGAC
TGCTCCTGCC
TCCGGCTACC

40

ACCGGGGGCA
TGCCGAGGCC
CCCAGGCCCT
GGATTCCGCC
CCTACCAGTG
GCCGTAGAGT
GTGGACACTG
CCTCCCATAG
CTTGATGAAG
GTCCCGGTCG
GACAATGCCC
ACTGCGCCCC
GTCCTGATAG
GATGACCTGG
ACCACTACCA
CCGGATGATG
TTGGTTAATT
ATCTGGGAAG
CACACCTGGC
GGTAGAAAGG
AATTCACTGG
AATCGCCTTG
GATCGCCCTT

"AAAAGAGAGA

GGGCGACGGA
GAACTTTACC
GCCAGTGTGC
GACATCAAAA
TCAAAAAGGA
TGACCCCGGA
AGAAAGCAGG
ACAGCAAGCG
AAAGTAAACT
GATCAAGAGA
TCTCCGGCCG
TGCTCTGATG
ACCGACCTGT
GCCACGACGG
TGGCTGCTAT
GAGAAAGTAT
TGCCCATTCG

CCTGCTCCAG
TCTGCACTGA
GCAGGAACGG
GACAGTGCCT
CTGTGGGCAT
TTGAGGACCC
GGGGCCCAAA
TGCATCACAG
TTGATTTCAA
GCCCGCGTGT
CGGCCCTTCT
ACACTCGAGA
GTGACAAACC
CGGCTGGGCT
CCCATGGGCC
TCCCCCTCGA
GCAGGAATGT
CTGGTACCAC
AAGGAGAGCA
GCGAATTCGC
CCGTCGTTTT
CAGCACATCC
CCCAACAGTT
GCCGTTATCG
TGGTGATCCC
CGGTGGTGCA
CGGTCTCCGT
ACGCCATTAA
TCTTCACCTA
TGAATGTCAG

TAGCTTGCAG

AACCGGAATT
GGATGGCTTT
CAGGATGAGG.
CTTGGGTGGA
CCGCCGTGTT
CCGGTGCCCT
GCGTTCCTTG
TGGGCGAAGT
CCATCATGGC
ACCACCAAGC



2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3901
3961
4021
4081
2142
4201
4261
4321

4381
4441
4501
4561
4621
4681
4741
4801
4861
4921
4981
5041
5101
5161
5221

GAAACATCGC
TCTGGACGARA
CATGCCCGAC
GGTGGAAAAT
CTATCAGGAC
TGACCGCTTC
TCGCCTTCTT
TCTCCTTACG
GTGCGCGGAA
AGACAATAAC
CATTTCCGTG
CCAGAAACGC
ATCGAACTGG
CCAATGATGA
GGGCAAGAGC
CCAGTCACAG
ATAACCATGA
GAGCTAACCG
CCGGAGCTGA
GCAACAACGT
TTAATAGACT
GCTGGCTGGT
GCAGCACTGG
CAGGCAACTA
CATTGGTAAC
TTTTAATTTA
TAACGTGAGT
TGAGATCCTT
GCGGTGGTTT
AGCAGAGCGC
AAGAACTCTG
GCCAGTGGCG
GCGCAGCGGT
TACACCGAAC
AGAAAGGCGG
CTTCCAGGGG
GAGCGTCGAT
GCGGCCTTTT
TTATCCCCTG
CGCAGCCGAA

ATCGAGCGAG
GAGCATCAGG
GGCGAGGATC
GGCCGCTTTT
ATAGCGTTGG
CTCGTGCTTT
GACGAGTTCT
CATCTGTGCG
CCCCTATTTG
CCTGATAAAT
TCGCCCTTAT
TGGTGAAAGT
ATCTCAACAG
GCACTTTTAA
AACTCGGTCG
AAAAGCATCT
GTGATAACAC
CTTTTTTGCA
ATGAAGCCAT
TGCGCAAACT
GGATGGAGGC
TTATTGCTGA
GGCCAGATGG
TGGATGAACG
TGTCAGACCA
AAAGGATCTA
TTTCGTTCCA
TTTTTCTGCG
GTTTGCCGGA
AGATACCAAA
TAGCACCGCC
ATAAGTCGTG
CGGGCTGAAC
TGAGATACCT
ACAGGTATCC
GAAACGCCTG
TTTTGTGATG
TACGGTTCCT
ATTCTGTGGA
CGACCGAGCG

ES 237

CACGTACTCG -
GGCTCGCGCC
TCGTCGTGAC
CTGGATTCAT
CTACCCGTGA
ACGGTATCGC
TCTGAATTAT
GTATTTCACA
TTTATTTTTC
GCTTCAATAA
TCCCTTTTTT
AAAAGATGCT

"CGGTAAGATC

AGTTCTGCTA
CCGCATACAC
TACGGATGGC
TGCGGCCAAC
CAACATGGGG
ACCAAACGAC
ATTAACTGGC
GGATAAAGTT
TAAATCTGGA
TAAGCCCTCC
AAATAGACAG
AGTTTACTCA
GGTGAAGATC
CTGAGCGTCA
CGTAATCTGC
TCAAGAGCTA
TACTGTCCTT
TACATACCTC
TCTTACCGGG
GGGGGGTTCG
ACAGCGTGAG
GGTAAGCGGC
GTATCTTTAT
CTCGTCAGGG
GGGCTTTTGC
TAACCGTATT
CAGCGAGTCA

4392713

GATGGAAGCC
AGCCGAACTG
CCATGGCGAT
CGACTGTGGC
TATTGCTGAA
CGCTCCCGAT
TAACGCTTAC
CCGCATACAG
TAAATACATT
TATTGAAAAA
GCGGCATTTT
GAAGATCAGT
CTTGAGAGTT
TGTGGCGCGG
TATTCTCAGA
ATGACAGTAA
TTACTTCTGA
GATCATGTAA
GAGCGTGACA
GAACTACTTA
GCAGGACCAC
GCCGGTGAGC
CGTATCGTAG
ATCGCTGAGA
TATATACTTT
CTTTTTGATA
GACCCCGTAG
TGCTTGCAAA
CCAACTCTTT
CTAGTGTAGC
GCTCTGCTAA
TTGGACTCAA
TGCACACAGC
CTATGAGAAA
AGGGTCGGAA
AGTCCTGTCG
GGGCGGAGCC
TGGCCTTTTG
ACCGCCTTTG
GTGAGCGAGG

41

GGTCTTGTCG
TTCGCCAGGC
GCCTGCTTGC
CGGCTGGGTG
GAGCTTGGCG
TCGCAGCGCA
AATTTCCTGA
GTGGCACTTT
CAAATATGTA
GGAAGAGTAT
GCCTTCCTGT
TGGGTGCACG
TTCGCCCCGA
TATTATCCCG
ATGACTTGGT
GAGAATTATG
CAACGATCGG
CTCGCCTTGA
CCACGATGCC
CTCTAGCTTC
TTCTGCGCTC
GTGGGTCTCG
TTATCTACAC
TAGGTGCCTC
AGATTGATTT
ATCTCATGAC
AAAAGATCAA
CAAAAAAACC
TTCCGAAGGT
CGTAGTTAGG
TCCTGTTACC
GACGATAGTT
CCAGCTTGGA
GCGCCACGCT
CAGGAGAGCG
GGTTTCGCCA
TATGGAAAAA
CTCACATGTT
AGTGAGCTGA
ABRGCGGAAG

ATCAGGATGA
TCAAGGCGAG
CGAATATCAT
TGGCGGACCG
GCGAATGGGC
TCGCCTTCTA
TGCGGTATTT
TCGGGGAAAT
TCCGCTCATG
GAGTATTCAA
TTTTGCTCAC
AGTGGGTTAC
AGAACGTTTT
TATTGACGCC
TGAGTACTCA
CAGTGCTGCC
AGGACCGAAG
TCGTTGGGAA
TGTAGCAATG
CCGGCAACAA
GGCCCTTCCG
CGGTATCATT
GACGGGGAGT
ACTGATTAAG
ARAACTTCAT
CAAAATCCCT
AGGATCTTCT
ACCGCTACCA
AACTGGCTTC
CCACCACTTC
AGTGGCTGCT
ACCGGATAAG
GCGAACGACC
TCCCGAAGGG
CACGAGGGAG
CCTCTGACTT
CGCCAGCAAC
CTTTCCTGCG
TACCGCTCGC
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REIVINDICACIONES

1. Un polipéptido que tiene actividad de metaloproteasa que comprende o consiste en la secuencia de aminoaci-
dos indicada en SEQ ID N°: 14, SEQ ID N°:34 o0 SEQ ID N°:36.

2. Una proteina de fusidon que comprende un polipéptido segun la reivindicacién 1.
3. La proteina de fusion de la reivindicacion 2, en la que dicha proteina comprende un marcador de histidina.

4.  Una molécula de acido nucleico purificada que codifica un polipéptido segun cualquiera de las reivindicaciones
precedentes.

5. Una molécula de acido nucleico purificada segun la reivindicaciéon 4, que comprende o consiste en la secuen-
cia de acido nucleico indicada en SEQ ID N°: 13, SEQ ID N°:33 o SEQ ID N°:35.

6. Un vector que comprende una molécula de acido nucleico como se indicé en la reivindicacion 4 o la reivindica-
cion 5.

7. Una célula hospedadora que comprende un vector segun la reivindicacion 6.
8. Un anticuerpo que se une especificamente a un polipéptido seguin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3.

9.  El anticuerpo de la reivindicacion 8 que inhibe la actividad de metaloproteasa de un polipéptido segun cual-
quiera de las reivindicaciones 1 a 3.

10. Un polipéptido segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, una molécula de acido nucleico segun la
reivindicacion 4 o la reivindicacion 5, un vector segun la reivindicacion 6, una célula hospedadora segun la reivindi-
cacion 7, o un anticuerpo segun la reivindicacion 8 o la reivindicacion 9, para el uso de la terapia o el diagndstico de
una enfermedad, y en el que dicha enfermedad es una enfermedad autoinmunitaria, enfermedad hepatica viral o
aguda, que incluye insuficiencia hepatica alcohdlica, o una enfermedad inflamatoria.

11. Un método para diagnosticar una enfermedad en un paciente, que comprende determinar in vitro el nivel de
expresion de un gen natural que codifica un polipéptido seguin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, o determinar
la actividad de un polipéptido segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en un tejido de dicho paciente y compa-
rar dicho nivel de expresién o actividad con un nivel de control, en el que un nivel que es diferente de dicho nivel de
control es indicativo de la enfermedad, y en el que dicha enfermedad es una enfermedad autoinmunitaria, enferme-
dad hepatica viral o aguda, que incluye insuficiencia hepatica alcohdlica, o una enfermedad inflamatoria.

12.  Un método segun la reivindicacién 11, que comprende las etapas de: (a) poner en contacto un anticuerpo se-
gun la reivindicacién 8 o la reivindicacion 9 con una muestra bioldgica en condiciones adecuadas para la formacién
de un complejo anticuerpo-polipéptido; y (b) detectar dicho complejo.

13.  Un método segun la reivindicacion 11, que comprende las etapas de:

a. poner en contacto una muestra de tejido del paciente con una sonda de acido nucleico en condicio-
nes rigurosas que permiten la formacién de un complejo hibrido entre una molécula de acido nu-
cleico segun la reivindicacion 4 o la reivindicacion 5 y la sonda;

b.  poner en contacto una muestra de control con dicha sonda en las mismas condiciones usadas en la
etapa a); y

c. detectar la presencia de los complejos hibridos en dichas muestras; en el que la deteccion de niveles
del complejo hibrido en la muestra del paciente que difieren de los niveles del complejo hibrido en la
muestra de control es indicativa de la enfermedad.

14.  Un método segun la reivindicaciéon 11, que comprende:

a. poner en contacto una muestra de acido nucleico de tejido del paciente con un cebador de &cido nu-
cleico en condiciones rigurosas que permiten la formacién de un complejo hibrido entre una molé-
cula de acido nucleico segun la reivindicacion 4 o la reivindicacion 5 y el cebador;

b.  poner en contacto una muestra de control con dicho cebador en las mismas condiciones usadas en
la etapa a); y

c. amplificar el acido nucleico de la muestra; y

d. detectar el nivel de acido nucleico amplificado a partir de las muestras del paciente y del control; en
el que la deteccion de niveles del acido nucleico amplificado en la muestra del paciente que difieren
significativamente de los niveles del acido nucleico amplificado en la muestra de control es indicativa
de la enfermedad.

15. El uso de un polipéptido segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 como una metaloproteasa.
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16. Una composicion farmacéutica que comprende un polipéptido segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3,
una molécula de acido nucleico segun la reivindicacion 4 o la reivindicacion 5, un vector segun la reivindicacion 6,
una célula hospedadora segun la reivindicacion 7, o un anticuerpo segun la reivindicacion 8 o la reivindicacion 9.

17. Un polipéptido segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, una molécula de acido nucleico segun la
reivindicacion 4 o la reivindicacion 5, un vector segun la reivindicaciéon 6, una célula hospedadora segun la reivindi-
cacion 7, un anticuerpo segun la reivindicacién 8 o la reivindicacion 9, o una composicion farmacéutica segun la
reivindicacion 16, para el uso en la fabricacion de un medicamento para el tratamiento de una enfermedad autoinmu-
nitaria, enfermedad hepatica viral o aguda, que incluye insuficiencia hepatica alcohdlica, o una enfermedad inflama-
toria.

18. Un método para monitorizar el tratamiento terapéutico de una enfermedad en un paciente ex vivo, que com-
prende monitorizar a lo largo de un periodo de tiempo el nivel de expresion o actividad de un polipéptido segun cual-
quiera de las reivindicaciones 1 a 3, o el nivel de expresion de una molécula de acido nucleico segun la reivindica-
cién 4 o la reivindicacion 5 en un tejido de dicho paciente, en el que la alteracion de dicho nivel de expresion o
actividad a lo largo del periodo de tiempo hacia un nivel de control es indicativa de la regresion de dicha enfermedad,
y en el que dicha enfermedad es una enfermedad autoinmunitaria, enfermedad hepatica viral o aguda, que incluye
insuficiencia hepatica alcohdlica, o una enfermedad inflamatoria.

19. Un método para la identificacion de un compuesto que es eficaz en el tratamiento y/o el diagnéstico de una
enfermedad, que comprende poner en contacto un polipéptido segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, o una
molécula de acido nucleico segun la reivindicacién 4 o la reivindicacién 5 con uno o mas compuestos que se sospe-
cha que poseen afinidad de unién por dicho polipéptido o molécula de acido nucleico, y seleccionar un compuesto
que se une especificamente a dicha molécula de acido nucleico o polipéptido, en el que dicha enfermedad es una
enfermedad autoinmunitaria, enfermedad hepatica viral o aguda, que incluye insuficiencia hepatica alcohdlica, o una
enfermedad inflamatoria.
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FIGURA 1

Blastp frente a NCBI-nr

>dbj |BAB68513.1| enzima de eclosidén EHE4 [Anguilla japonical
Longitud = 271

Puntuacién = 197 bits (502), Esperado = le-49
Identidades = 103/233 (44%), Positivos = 141/233 (60%), Huecos = 5/233 (2%)

Problema: 52 DKDIPAINQGLILEETPESSFLIEGDIIRPSPFRLLSATSNK--WPMGGSGVVEVPFLLS 109
DD I ++ S L+EGD+1 + + +N+ W G+VEVP+ +S
Objetivo: 41 DPDDVDITTSILQSNNGSSEILMEGDLIVSNTRNAMKCWNNQCLWRKSSDGLVEVPYTVS 100

Problema: 110 SKYDEPSHQVILEALAEFERSTCIRFVTYQDQRDFISIIPMYGCFSSVGRSGGMQVVSLA 169
+++ + I A+ F TCIRFV QRDFISI GC+S +GR+GG QVVSLA
Objetivo: 101 NEFSYYHKKRIENAMKTFNTETCIRFVPRSSQRPFISIESRDGCYSYLGRTGGKQVVSLA 160

Problema: 170 PT-CLQKGRGIVLHELMHVLGFWHEHTRADRDRYIRVNWNEILPGFEINFIKSQSSNMLT 228
C+ GI+ HEL H LGF+HEHTR+DRD Y+++NW + P NF ++N+ T _
Objetivo: 161 RYGCVY--HGIIQHELNHALGFYHEHTRSDRDEYVKINWENVAPHTIYNFQTQDTNNLNT 218

Problema: 229 PYDYSSVMHYGRLAFSRRGLPTITPLWAPSVHIGQRWNLSASDITRVLKLYGC 281
- PYDY+S+MHYGR AFS G+ TITP+ P+ IGQR ++S DI R+ KLY C
Objetivo: 219 PYDYTSIMHYGRTAFSTNGMDTITPVPNPNQSIGQRRSMSRGDILRIKKLYSC 271

Tblastn frente a NCBI-est

Tejido = Tumor de uUtero

>gb|BI061462.1|BI061462 IL3-UT0117-070301-494-H12 UT0117 cADN de Homo sapiens.
Longitud = 652

Puntuacidén = 175 bits (443), Esperado = 2e-42
Identidades = 85/86 (98%), Positivos = 85/86 (98%)
Marco = -2

Problema: 29 SCAGACGTSFPDGLTPEGTQASGDKDIPAINQGLILEETPESSFLIEGDIIRPSPFRLLS 88
SCAGACGTSFPDGLTPEGTQASGDKDI PAINQGLILEETPESSFLIEGDIIRPSPFRLLS
Objetivo: s546 SCAGACGTSFPDGLTPEGTQASGDKDI PAINQGLILEETPESSFLIEGDIIRPSPFRLLS 367

Problema: 89 ATSNKWPMGGSGVVEVPFLLSSKYDE 114

ATSNKWPMGGSGVVEVPFLLSSKY E
Objetivo: 366 ATSNKWPMGGSGVVEVPFLLSSKYGE 289
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FIGURA 2

Biblioteca Fuente tisular/celular Vector Cepa hospedadora | Proveedor N° de cat.
1 cerebro fetal humano Zap 11 XL1-Blue MRF' Stratagene 936206
2 ovario humano GT10 LE392 Clontech HL1098a
3 hipéfisis humana GT10 LE392 Clontech HL1097a
4 placenta humana GT11 LE392 Clontech HL1075b
5 testiculo humano GT11 LE392 Clontech HL1010b
6 sustancia negra humana GT10 LE392 interno
7 cerebro fetal humano GT10 LE392 interno
8 corteza cerebral humana GT10 LE392 interno
9 colon humano GT10 LE392 Clontech HL1034a
10 cerebro fetal humano GT10 LE392 Clontech HL1065a
11 pulmén fetal humano GT10 LE392 Clontech HL1072a
12 rifién fetal humano GT10 LE392 Clontech HL1071a
13 higado fetal humano GT10 LE392 Clontech HL1064a
14 médula 6sea humana GT10 LE392 Clontech HL1058a
15 monocitos de sangre periférica GT10 LE392 Clontech HL1050a

humana
16 placenta humana GT10 LE392 interno
17 SHSYSY humano GT10 LE392 interno
18 linea celular U373 humana GT10 LE392 interno
19 linea celular CFPoc-1 humana Uni Zap XL1-Blue MRF' Stratagene 936206
20 retina humana GT10 LE392 Clontech HL1132a
21 vejiga urinaria humana GT10 LE392 interno
22 plaquetas humanas Uni Zap XL1-Blue MRF' interno
23 neuroblastoma humano Kan + TS GT10 LE392 interno
24 musculo liso bronquial humano GT10 LE392 interno
25 musculo liso bronquial humano GT10 LE392 interno
26 timo humano GT10 LE392 Clontech HL1127a
27 tramo de 5' de bazo humano GT11 LE392 Clontech HL1134b
28 monocitos de sangre periférica GT10 LE392 Clontech HL1050a
humana

29 testiculo humano GT10 LE392 Clontech HL1065a
30 cerebro fetal humano GT10 LE392 Clontech HL1065a
31 sustancia negra humana GT10 LE392 Clontech HL1093a
32 placenta humana n° 11 GT11 LE392 Clontech HL1075b
33 cerebro fetal humano GT10 LE392 Clontech por encargo
34 placenta humana n° 59 GT10 LE392 Clontech HLS5014a
35 hipéfisis humana GT10 LE392 Clontech HL1097a
36 péancreas humano n° 63 Uni Zap XR XL1-Blue MRF' Stratagene 937208
37 placenta humana n° 19 GT11 LE392 Clontech HL1008
38 tramo de 5' de higado humano GT11 LE392 Clontech HL1115b
39 utero humano Zap-CMV XR | XL1-Blue MRF' Stratagene 980207
40 bibg'i‘;fﬁi'sd(ffﬁfﬂﬁ ﬁﬁ;‘:gﬁ“’s TriplEx2 XL1-Blue Clontech | HL5507u
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FIGURA 3
1 AGGTCCTTGT
61 GTGACTGTGG
121 CAATCCAGGT
f n p g
181 ATATAGCTGC
g Y s ¢
241 CCAGGCCTCC
t g a s
301 CCCAGAGAGC

361

421

481

541

601

661

721

781
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901
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1021
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Posicién y sentido de los cebadores de PCR

t p e s

GTCAGCAACC
l s a t

GCTCTCCAGC

1 1 s s .

TGAACGTTCC
f e r s

CATCCCCATG
i i p m

CCTGGCGCCC
s 1 a p

GCTGGGCTTC
v 1 g £

GAACGAGATC
w n e i

GACGCCCTAT
1 ¢t p vy

GCTGCCCACC
g 1 p t

GAGTGCCTCG
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GGACAATAGC
GGGTGTCCCC

GGGGCCCTGA
g a 1

GCAGGAGCCT
a g a

GGGGACAAGG
g 4 k

AGCTTCCTCA
s £ 1

AGCAACAAAT
s n k

AAGTACGATG
k yv d

ACGTGCATCA
t ¢ 1

TATGGGTGCT
Yy g ¢

ACGTGTCTCC
t ¢ 1

TGGCACGAGC
w h e

CTGCCAGGCT
l p g

GACTACTCCT
d v s

ATCACACCAC
it p

GACATCACCC
d i t

78836-GR1tnest- 3'

GCCCCGTGGG
r p r g

GTGCTCTAAT
GTGAGATCAC

AGAGGTGAGT
r g e

GGTGTCAGGG
GGGGGCTTGC

TATTCTTCTT
AAATGCTGCC

GTGACCTGGC
s d 1

GTGGTACCAG
c g t

ACATTCCTGC
d i p

TCGAGGGGGA
i e g

GGCCCATGGG
W p m

AGCCCAGCCA
e p s

GGTTTGTCAC
r £ v

TCTCGAGTGT
f s s

AGAAGGGCCG
qa k g

ACACGCGGGC
h t r

TTGAAATCAA
f e 1

CTGTGATGCA
s v.m

TTTGGGCCCC
l w a

GGGTCCTC y\

GGCTCTGTCG
CAGCGCTGAC

TCTGGGGCTC
a 1 g 1

CTTCCCAGAT
s £ p d

AATTAACCAA
a i n g

CATCATCCGG
d i i r

TGGTAGTGGT
g g s g

TCAGGTCATC
h g v i

CTATCAGGAC
t v g d

GGGGCGCAGT
Vv g r s

GGGCATTGTC
r g i wv

CGACCGGGAC

CTTCCCTTCA
ATGCTCCGCC
m 1 r

AGGGGTATGG
r g m

GGCCTCACCC
g 1l ¢t

GGGCTCATCC
g 1 1

CCGAGTCCCT
p s p’

GTCGTGGAGG
v v e

CTGGAGGCTC
l e a

CAGAGAGACT
g r d

GGAGGGATGC
g g m

CTTCATGAGC
1 h e
CP1
CGCTATATCC

CTGGGTGCAG
TCTGGGATTT
1 w 4

AGGAGGGGGG
e e g

CTGAGGGAAC
p e g

TGGAAGAAAC
l e e

TCCGACTGCT
f r 1

TCCCCTTCCT
v p f

TTGCGGAGTT
1l a e

TCATTTCCAT
f i s
AGGTGGTCTC
q Vv Vv

TCATGCATGT
1 m h

a d r 4

CTTCATCAAG
n £ 1 k

CTATGGGAGG
h v g r

r y i

TCTCAGAGCA
s g s

CTCGCCTTCA
1 a f£

78836-GR1-3'

CAGTGTCCAC

ATCGGCCAGC

GTGTCAACTG
r v%bn

GCAACATGCT
S n m

GCCGGCGTGG
s r r

GATGGAACCT

p s Vv h

ACTCTACGGC

1 g g

TGCAGCCCAA

r v 1

GGCATGGCAG
w h g

AGGGTGACAA
CAC
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k 1 yv g
cpP2

GAAGGTGACT
r k v t

" GGAGGGAGAT

c s p

TGAACCTGGA

GAGGTTGCAG

r w™n

GTGGCCCCAG
s g P

GAAGGCGCCT

GGGGAGCAGG
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FIGURA 4
Cebador Nombre| Secuencia (5'-3")
CP1 4CS ACC GCT ATATCC GTGTCA A
CP2 4C6 GCT GCA GCC GTA GAGTTT
GeneRacer 3’ GCT GTC AAC GAT ACG CTA CGT AACG
78836-GR1-3' AGT GTC CAC ATC GGC CAG CGATGG AA

CGC TAC GTA ACG GCA TGA CAG TG
78836-GR 1nest-3' ATG GAA CCT GAG TGCCTC GGA CATC
78836-FL-F 4AC7 CTG TCA GCA ACC AGC AAC AA
78836-FL-R 9B2 AGC CAC AGG CTT AAT CTT CG
78836-FL2-F 9E6 TCT ACC ATG GAG GGT GTA GG ]
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FIGURA 5
1 ATGGAACCTG
w n 1
61 TGGCCCCAGG
s g p r
121 GGCCTCCCTA
p a s 1
181 CCCCAGTGGT
d p s g
241 TGGGTGGGAG
h g w e
301 GACCCTAGCT
g t 1 a
361 GCAGTCCTGG
e q s w
421 CCAGCCAGTC
i g p v
481 TTTCAAGGGG
h £ k g
541 CTCTGCCCAG
601 CCAGCCCCAA
661 TGTGTTCCCC
721 AGGCCTGGCT
781 GTGACATTCT
841 AGAACCCTGG
901 CCTACCTCTC
961 CCAACATGCC
1021 AGGAGGCTTT
1081 GGCCACCATT
1141 CAGCTGGCCC
1201 TCAGCCAGGC
1261 GGAAAGCCCC
1321 CTCCTCTGCC
1381 CAGGGTGCCA
1441 GTGGCCTTTC
1501 GTTGGGGGAG

TAA

AATAAA Sitio de poliadenilacidén consenso
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AGTGCCTCGG
S a S

CCCCGTGGGA
p r g

TCTCTGCAGC
s 1 q

TCCAGTGCGG
S s a

TCCCCTGCCC
S P a

TCCTCCCCAA
s s p

CTGGCCGGAG
l a g

CCTGTCCAGG
p Vv q

ATGTCCGAAG
m s e

TGGAGCTGGG
CCTACCACCC
TAAGGGCTCC
GTGCCTGCTC
CCAGGGACAG
AATCCCTCCT
CCTCAGGGCA
CAAGTGTGGG
GAGAGCCCAA
GGGGAGACGA
CTGAACAGAG
GCAGCCTTGG
CTTCCTCCTC
CCAGCTCCGG
ATGAGTGGGC
AGAGGGTCAA
GAAATAAAGT

Codén de parada

5/18

ACATCACCCG
d i t

GAGGGTCCCA
r g s

GGCTTTTGGA
r 1 1

GAGGCCAGCC
g g g

TGAAAAAGCT
1 k k

GATCAAGGCC
r s r

TGTCCACCAA
v s t

GAAGCCCAGC
g s p

ATTAAGCCTG
d

TCGTCTACCT
CATCTCAGAG
TAGGGCCAGG
TTGACTTTTG
GTCCTGGAAG
GTGCCTGAGG
GCCCTGTGGC
GGAATGTTCT
CTTACTCCCC
GAAAGAAGTG
GACTCAGTTG
AAGGAGAAAG
TGCCCCAGCT
CTTTCCCCAT
CTAGGCCAGA
GGAAGCCCTG
GGAGTGTGCT
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GGTCCTCAAA
r v 1 k

TGCCCACAGC
h a h s

GGCACTGTCG
e a 1 s

CGTTCCTGCA
p VvV p a

CAGTGCAGAG
1l s a e

TGGAGCAGGT
P g a g

GCCCACAGTC
k p t v

TCTGCCAGGG
a 1l p g

TGGCTTCTGT

CTTGGCTCCT
GGCCAGGACT
GGTTCTTCTA
CCCAGCCCTG
GGGTGGGGAA
CCCTGCCCCC
TGGGACCCTG
ACAGCAGTGT
TGCAGAGCAG
GGGCCCCACC
TCTCCACCCT
GGCTGGGGTT
CCCAGCCTGG
GAGGTTTGTC
GGCCCCTCAG
CTTGGGGTAG
GTGCTGAAAA

CTCTACGGCT
l v g

ACTGGTAGGA
t g r

GCGGAATCCA
a e s

GGGCCTGGGG
g p g

GCCTCGGCAA
a s a

GCCCCCGGTG
a p g

CCATCTTCAG
p s s

GGCTGTGTAC
g c v

CCCCAAGTAG

TTGGGCCACA
CTTCCCCTGT
GCTCTGCCAC
GTGGATGCTG
GAGGTAGGTT
CAGCATGGAC
GGAACAGCCT
AGCCTCCAGC
GAAGGTGGTA
AGATTGCACA
ACACCGCTAT
ACCTGGCTTG
CCTCCTCCAG
CCAGGCATGA
TCCCCAAGGG
AAGGGGCAGG
AAAAAAARAAA

GCAGCCCAAG
c s p

GCCCCGCTCC
s p a

GGAGCCCCGA
r s p

AGAGCCCACA
e s p

GGCAGCCTCA
r g9 p

TTGCTCAGGA
v a g

AAGCAGGAAT
e a g

CTAGAAATCA
P r n

GGAGGGCATC

CCACTGTCTT
CTCTCTTCAC
AGGGGAAGGC
GGAATGGGAG
CCAGCCCCGC
TAATGGTGTC
CCCATCCCAC
CCTTCTCTCC
GGTCAAGTGT
ATGGGAACCT
TCCCTGGAGC
TCCTCCTCCA
GCAGGCCCTA
AGAAAGCATC
TACTGTTTTG
AGCCCCACAT
AAAA
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FIGURA 6

Cebador | Secuencia (5'-3")
T3 ATT AAC CCT CAC TAA AGG GA

T7 TAA TAC GAC TCA CTATAG GG
SP6 ATT TAG GTG ACA CTA TAG
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FIGURA 7
1 CTGTCAGCAA CCAGCAACAA ATGGCCCATG
- m
_ 78836-FL-F
61 CTGCTCTCCA GCAAGTACGA TGAGCCCAGC
1 1 s s k y d e p s
121 TTTGAACGTT CCACGTGCAT CAGGTTTGTC
f e «r s t ¢ i r £ v
181 ATCATCCCCA TGTATGGGTG CTTCTCGAGT
i i p m y g c £ s s
241 TCCCTGGCGC.CCACGTGTCT CCAGAAGGGC
s 1 a p t c l g k g
301 GTGCTGGGCT TCTGGCACGA GCACACGCGG
v 1 g f w h e h t r
361 TGGAACGAGA TCCTGCCAGG CTTTGAAATC
w n e i 1 p g f e 1
421 CTGACGCCCT ATGACTACTC CTCTGTGATG
1 t p vy dy s s v m
481 GGGCTGCCCA CCATCACACC ACTTTGGGCC
g 1l p t 1 t p 1 w. a
541 CTGAGTGCCT CGGACATCAC CCGGGTCCTC
- l s a s d i t r v 1
601 AGGCCCCGTG GGAGAGGGTC CCATGCCCAC
' ¥ p x g r g s h a h
661 CTATCTCTGC AGCGGCTTTT GGAGGCACTG
1 s 1 qg r 1 l e a 1
721 GGTTCCAGTG CGGGAGGCCA GCCCGTTCCT
g s s a g g a p v p
781 GAGTCCCCTG CCCTGAAAAA GCTCAGTGCA
e s_ p a 1 k k 1 s a
841 GCTTCCTCCC CAAGATCAAG GCCTGGAGCA
a s s P r s r p g a
901 TGGCTGGCCG GAGTGTCCAC CAAGCCCACA
w 1 a g VvV s t k p t
961 GTCCCTGTCC AGGGAAGCCC AGCTCTGCCA
v p vV a9 g s p a l p
1021 GGGATGTQSE AAGATTAAGC CTGTGGCT
g m S e
78836-FL-R
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GGTGGTAGTG
g g s

CGCCAGGTCA
r q v

ACCTATCAGG
t ¥y q

GTGGGGCGCA
v g r

CGGGGCATTG
r g i

GCCGACCGGG
a d r

AACTTCATCA
n £ i

CACTATGGGA
h y g

CCCAGTGTCC
P s V

AAACTCTACG
k 1 vy

AGCACTGGTA
s t g

TCGGCGGAAT
s a e

GCAGGGCCTG
a g p

GAGGCCTCGG
e a S

GGTGCCCCCG
g a p

GTCCCATCTT
v p s

GGGGGCTGTG
g g ¢

GTGTCGTGGA
g v v

TCCTGGAGGC
i 1 e
ACCAGAGAGA
d 9 r

GTGGAGGGAT
s g g

TCCTTCATGA
v 1 h

ACCGCTATAT
d r vy

AGTCTCAGAG
k s g

GGCTCGCCTT
r 1 a

ACATCGGCCA
h i g
GCTGCAGCCC
g ¢ s

GGAGCCCCGC
r s p

CCAGGAGCCC
S r s

GGGAGAGCCC
g e s

CAAGGCAGCC
a r g

GTGTTGCTCA
g v a

CAGAAGCAGG
s e a

TACCTAGAAA
v p r

GGTCCCCTTC
e v p f

TCTTGCGGAG
a 1l a e

CTTCATTTCC
d £ i s

GCAGGTGGTC
m q Vv Vv

GCTCATGCAT
e 1 m h

CCGTGTCAAC
i r v n

CAGCAACATG
S s n m

CAGCCGGCGT
f s r r

GCGATGGAAC
qQ r w n

AAGTGGCCCC
p s g bp

CCCGGCCTCC
a p a s

CGACCCCAGT
p d p s

ACATGGGTGG
P h g w

TCAGACCCTA
p g t 1

GGAGCAGTCC
g e q s.

AATCCAGCCA
g i g p

TCATTTCAAG
n h f k
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FIGURA 8
Busqueda= INSP005a
(336 letras)

Base de datos: Todas las traducciones no superfluas de GenBank CDS+PDB+SwissProt+PIR+PRF
1.247.039 secuencias; 397.579.747 letras totales

BUSCANAO .+ ittt ittt it et ettt hecho

Puntuacién Valor
Secuencias que producen alineaciones significativas: (bits) E
ref |XP 141346.1| similar a la enzima de eclosidén EHE7 [Anguilla japon... 416 e-115
dbj |BAB68518.1 enzima de eclosidén EHEL3 [Anguilla japonical] 187 2e-46
dbj |BAB68515.1 enzima de eclosién EHE7 [Anguilla japonica] 186 4e-46
dbj |BAB68516.1 enzima de eclosién EHE1O [Anguilla japonica] 186 4e-46
dbj |BAB68513.1 enzima de eclosiédn EHE4 [Anguilla japonica] 186 S5e-46
dbj |BAB68517.1 enzima de eclosidédn EHE12 [Anguilla japonical] 183 3e-45
dbj |BAB68514.1 enzima de eclosidén EHE6 [Anguilla japonica] 183 3e-45
dbj |BAB68519.1 enzima de eclosién EHE14 [Anguilla Jjaponica] 182 Te-45
pir|C48826 proteinasa de eclosidén sumamente coriolitica (EC 3.4.24.-) H... 171 le-41
dbj |BAA12146.1| coriolisina H [Oryzias latipes] 171 2e-41

Alineacion maxima respecto de la metaloproteinasa conocida:

>dbj |BAB68518.1| enzima de eclosidén EHE13 [Anguilla japonica]
Longitud = 271

Puntuacién = 187 bits (475), Esperado = 2e-46
Identidades = 93/183 (50%), Positivos = 124/183 (66%), Huecos = 3/183 (1%)

Problema: §  GVVEVPFLLSSKYDEPSRQVILEALAEFERSTCIRFVTYQDQRDFISIIPMYGCFSSVGR 64
o G+VEVP+ +SS++ ++ I A+ F  TCIRFV QRDFISI GC+S +GR
Objetivo: 91 GLVEVPYTVSSEFSYYHKKRIENAMETFNTETCIRFVPRSSQRDFISIESRDGCYSYLGR 150

Problema: 65 SGGMQVVSLAPT-CLQKGRGIVLHELMHVLGFWHEHTRADRDRYIRVNWNEILPGFEINF 123
) ) +GG QVVSLA C+ GI+ HEL H LGF+HEHTR+DRD Y+++NW + P NF
Objetivo: 151 TGGKQVVSLARYGCVY--HGIIQHELNHALGFYHEHTRSDRDEYVKINWENVAPHTIYNF 208

Problema: 124 IKSQSSNMLTPYDYSSVMHYGRLAFSRRGLPTITPLWAPSVHIGQRWNLSASDITRVLKL 183
. . + ++N+ TPYDY+S+MHYGR AFS G+ TITP+ P+ IGQR ++S DI R+ KL
Objetivo: 209 QEQDTNNLNTPYDYTSIMHYGRTAFSTNGMDTITPVPNPNQSIGQRRSMSKGDILRINKL 268

Problema: 184 YGC 186

o Y C
Objetivo: 269 ysc 271
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Molécula: pCR4 TOPO-IPAAA78836-1, ADN Circular de 5005 bps
Nombre de Archivo: 13164.cm5, fecha 24 de oct. de 2002
Descripcidn: Ligadura de producto de PCR invertido de 78836 F2/R8 en el

vector* lineal pCR4-TOPO

Caracteristicas de la molécula:

Tipo Inicio Fin Nombre Descripcidn

REGION 205 221 M13 sitio de cebado rev
MARCADOR 243 T3

REGION 262 294 Poliligador"

REGION 294 294 sitio de clonacién TOPO'
GEN 1315 308 C IPAAAT78836-1

REGION 1342 295 C producto de PCR insertado
REGION 1343 1360 'Poliligador

REGION 1343 1343 'sitio de clonacién TOPO
MARCADOR 1395 C T7

REGION 1403 1418  M13

GEN 2207 3001 KanR

GEN 3205 4065 AmpR

REGION 4210 4883  pUC ori

IPAAAT78836-1

pCR3TOPO-IPAAA78836-1

5005 pbs

Xerrt 2144

12736 B¢l 2176
Seh Tth1111 2450
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FIGURA 10
78836-FL2-F

1 TTCTACCATG GAGGGTGTAG
m e g Vv

61 AGGTGTGATC CTAGGAGCGC
p g v i 1 g a

121 CCCAGATGGC CTCACCCCTG
f p d g 1 £t p

181 TAACCAAGGG CTCATCCTGG
i n g g 1 i 1

241 CATCCGGCCG AGTCCCTTCC
i i r p s p f

301 TAGTGGTGTC GTGGAGGTCC
g s g Vv v e Vv

361 GGTCATCCTG GAGGCTCTTG
g v i 1 e a 1

421 TCAGGACCAG AGAGACTTCA
vy g d g r 4 f£

481 GCGCAGTGGA GGGATGCAGG
g r s g g m g

541 CATTGTCCTT CATGAGCTCA
g i v I h e 1

601 CCGGGACCGC TATATCCGTG
d r d r y i «~r

661 CATCAAGTCT CGGAGCAGCA
f i k s r s s

721 TGGGAGGCTC GCCTTCAGCC
vy g r 1 a £ s

781 TGTCCACATC GGCCAGCGAT
s v h i g q r

841 CTACGGCTGC AGCCCAAGTG
l v g c s p s

901 TGGTAGGAGC CCCGCTCCGG
t g r s P a p

961 GGAATCCAGG AGCCCCGACC
a e s r s p d

1021 GCCTGGGGAG AGCCCACATG
g p g € s p h

GGGGTCTCTG
g g 1

CCCTGGCCTC
p 1 a

AGGGAACCCA
e g ¢t

AAGAAACCCC
e e t

GACTGCTGTC
r 1 1

CCTTCCTGCT
p £ 1

CGGAGTTTGA
a e f

TTTCCATCAT
i s i

TGGTCTCCCT
v v s

TGCATGTGCT
m h v

TCAACTGGAA
v n w

ACATGCTGAC
n m 1

GGCGTGGGCT
r r g

GGAACCTGAG
w n 1

GCCCCAGGCC
g p r

CCTCCCTATC
a s 1°

CCAGTGGTTC
b s g

GGTGGGAGTC
g w e
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8 S

GCCTTGGGTG
W p w Vv

CAGCTGCGCA
s s ¢ a

GGCCTCCGGG
q a s g

AGAGAGCAGC
P e s s

AGCAACCAGC
s a t S

CTCCAGCAAG
l s s k

ACGTTCCACG

e r s ¢t

CCCCATGTAT
i p my

GGCGCCCACG
l a p ¢t

GGGCTTCTGG
l g £ w

CGAGATCCTG
n e i 1

GCCCTATGAC
t p vy d

GCCCACCATC
l p t i

TGCCTCGGAC
s a s d

CCGTGGGAGA
P r g r

TCTGCAGCGG
s 1 g r

CAGTGCGGGA
a dg

CCCTGCCCTG
s p a 1

CTGGGTCTGC
l1 g 1

GGAGCCTGTG
g a c¢

GACAAGGACA
d k d

TTCCTCATCG
£ 1 i

AACAAATGGC
n k w

TACGATGAGC
y d e

TGCATCAGGT
c .1 r

GGGTGCTTCT
g ¢ f

TGTCTCCAGA
c 1 q

CACGAGCACA
~h e h

CCAGGCTTTG
p g f

TACTCCTCTG
Y s s

ACACCACTTT
t p 1
ATCACCCGGG
it r
GGGTCCCATG
g s h

CTTTTGGAGG
1 1 e

GGCCAGCCCG
g a9 p

AAAAAGCTCA
k k 1

TCTCCTTGCC -
1l s 1

GTACCAGCTT
‘g t s

TTCCTGCAAT
i p a
AGGGGGACAT
e g d

CCATGGGTGG
p m g

CCAGCCGCCA
P s r

TTGTCACCTA
f v t

CGAGTGTGGG
S ' s v

AGGGCCGGGG
k g r

CGCGGGCCGA
t r a

AAATCAACTT
e i n
TGATGCACTA
v m h

GGGCCCCCAG
w a p

TCCTCAAACT
v 1 k

CCCACAGCAC
a h s

CACTGTCGGC
a 1 s
TTCCTGCAGG
v p a

GTGCAGAGGC
S a e
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CTCGGCAAGG CAGCCTCAGA CCCTAGCTTC CTCCCCAAGA TCAAGGCCTG GAGCAGGTGC
a s ar Q@ p g t 1 a s s P r s r p g a ¢

CCCCGGTGTT GCTCAGGAGC AGTCCTGGCT GGCCGGAGTG TCCACCAAGC CCACAGTCCC
a p gv a ge g s w 1 a g v s t k p t v

ATCTTCAGAA GCAGGAATCC AGCCAGTCCC TGTCCAGGGA AGCCCAGCTC TGCCAGGGGG
P s s e a g i a p VvV p VvV da g s p a 1 p g

CTGTGTACCT AGAAATCATT TCAAGGGGAT GTCCGAAGAT TAAGCCTGTG GCT
g ¢ v p r n h f k g m e

78836-FL-R
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FIGURA 11

Blsqueda= INSPO05b
(431 letras)

Base de datos: Todas las traducciones no superfluas de GenBank CDS+PDB+SwissProt+PIR+PRF
1.247.039 secuencias; 397.579.747 letras totales

BUSCANAO . 4ttt ettt e ettt e e e e e e e e e et hecho

Puntuacién Valor
Secuencias que producen alineaciones significativas: (bits) E
ref|XP 141346.1| similar a la enzima de eclosidén EHE7 [Anguilla japon... 540 e-152
dbj |BAB68513.1| enzima de eclosidén EHE4 [Anguilla japonical 198 le-49
dbj |BAB68518.1| enzima de eclosién EHE13 [Anguilla japonica]l 198 le-49
dbj |BAB68516.1| enzima de eclosién EHE1O0 [Anguilla japonica) 197 3e-49
dbj |BAB68515.1| enzima de eclosidén EHE7 [Anguilla japonical 196 4e-49
dbj |BAB68514.1| enzima de eclosidén EHE6 [Anguilla japonical 196 Te-49
dbj |BAB68517.11 enzima de eclosién EHE12 [Anguilla japonical 194 3e-48
dbj |BAB68519.1| enzima de eclosién EHE14 [Anguilla japonical 191 le-47
pir||C48826 proteinasa de eclosidn sumamente coriolitica (EC 3.4.24.-) H... 187 3e-46
dbj |BAA12146.1| coriolisina H [Oryzias latipes] 186 4e-46

Alineacion maxima respecto de la metaloproteinasa conocida:

>dbj |BAB68518.1| enzima de eclosidédn EHE13 [Anguilla japonica]
Longitud = 271

Puntuacién = 198 bits (503), Esperado = le-49
Identidades = 103/233 (44%), Positivos = 144/233 (61%), Huecos = 5/233 (2%)

Problema: 52 DKDIPAINQGLILEETPESSFLIEGDIIRPSPFRLLSATSNK--WPMGGSGVVEVPFLLS 109
DD I ++ S L+EGD++ + ++ +N+ W G+VEVP+ +S
Objetivo: 41 DPDDLDITARILQSNNGSSEILMEGDMVVSNTRNAINCWNNQCLWRKSSDGLVEVPYTVS 100

Problema: 110 SKYDEPSRQVILEALAEFERSTCIRFVTYQDQRDFISIIPMYGCFSSVGRSGGMQVVSLA 169
S++ ++ I A+ F TCIRFV QRDFISI GC+S +GR+GG QVVSLA
Objetivo: 101 SEFSYYHKKRIENAMETFNTETCIRFVPRSSQRDFISIESRDGCYSYLGRTGGKQVVSLA 160

Problema: 170 PT-CLQKGRGIVLHELMHVLGFWHEHTRADRDRYIRVNWNEILPGFEINFIKSRSSNMLT 228
C+ GI+ HEL H LGF+HEHTR+DRD Y+++NW + P NF + +4+N+ T
Objetivo: 161 RYGCVY--HGIIQHELNHALGFYHEHTRSDRDEYVKINWENVAPHTIYNFQEQDTNNLNT 218

Problema: 229 PYDYSSVMHYGRLAFSRRGLPTITPLWAPSVHIGQRWNLSASDITRVLKLYGC 281
PYDY+S+MHYGR AFS G+ TITP+ P+ IGQR ++S DI R+ KLY C

Objetivo: 219 PYDYTSIMHYGRTAFSTNGMDTITPVPNPNQSIGQRRSMSKGDILRINKLYSC.
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Molécula: pCR4 TOPO-IPAAA78836-2, ADN Circular de 5269 pbs
Nombre de Archivo: 13296.cm5, fecha 24 de Oct de 2002
Descripcidn: Ligadura de IPAAA78836v2 invertido en el vector* lineal pCR4-TOPO

Caracteristicas de la molécula:

Tipo Inicio Fin Nombre Descripcidn

REGION 205 221 M13 sitio de cebado rev
MARCADOR 243 T3

REGION 262 294 Poliligador'

REGION 294 294 sitio de clonacién TOPO'
GEN 1600 307 C IPAAAT8836-2

REGION 1607 1624 '"Poliligador

REGION 1607 1607 'sitio de clonacién TOPO
MARCADOR 1659 c T7

REGION 1667 1682  M13

GEN 2471 3265 KanR

GEN 3469 4329  AmpR

REGION 4474 5147 pUC ori

IPAAAT78836-2

PCR4 TOPO-IPAAATE836-2

y alle
Ame 5269 pbs

Rsrli 3114
Sphl 3000

Tth11112714 '8ei) 240
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Los residuos del sitio activo se destacan en gris a continuacion.

W02002/16566-A2
AX526191

PREDIC. DE INSP005
INSPOO5b

INSPO05a

W02002/16566-A2
AXS526191

PREDIC. DE INSP005
INSPO0Sb

INSP0O05a

W02002/16566-A2
AX526191

PREDIC. DE INSPO05
INSPOOSb
INSP00Sa s

WO02002/16566-A2
AX526191
PREDIC. DE INSP0O05
INSP0O0SDb
INSP0OSa

W02002/16566-A2
AX526191

PREDIC. DE INSPOO0S5
INSPOOSDb

INSP0O5a

W02002/16566-A2
AX526191

PREDIC. DE INSPO0O0S5
INSPOOSb

INSPOOSa

----- MEGVGGLWPWVLGLLSLPGVILGAPLASSCAGACGTSFPDGLTPEGTQASGDKDI
MSCCLVSPVGAPGICVCPCLSGPGVILGAPLASSCAGACGTSFPDGLTPEGTQASGDKDI

PAINQGLILEETPESSFLIEGDIIRPSPFRLLSATSNKWPMGGSGVVEVPFLLSSKYDEP
PAINQGLILEETPESSFLIEGDIIRPSPFRLLSATSNKWPMGGSGVVEVPFLLSSKYDEP
—————————————————————————————————————— WPMGGSGVVEVPFLLSSKYDEP
PAINQGLILEETPESSFLIEGDIIRPSPFRLLSATSNKWPMGGSGVVEVPFLLSSKYDEP
---------------------------------------- MGGSGVVEVPFLLSSKYDEP

khkhkkhkhkhkdkhkrhkkhkhkhkrrkk

SRQVILEALAEFERSTCIRFVTYQDQRDFISIIPMYGCFSSVGRSGGMQVVSLAPTCLQK
SRQVILEALAEFERSTCIRFVTYQDQRDFISIIPMYGCFSSVGRSGGMQVVSLAPTCLQK
SHQVILEALAEFERSTCIRFVTYQDQRDFISIIPMYGCFSSVGRSGGMQVVSLAPTCLQK
SRQVILEALAEFERSTCIRFVTYQDQRDFISIIPMYGCFSSVGRSGGMQVVSLAPTCLQK
SRQVILEALAEFERSTCIRFVTYQDQRDFISIIPMYGCFSSVGRSGGMQVVSLAPTCLQK

*:***************i**i**************************************t

GRGIVLHELMHVLGFWHEHTRADRDRYIRVNWNEILPGFEINFIKSRSSNMLTPYDYSSV
GRGIVLHELMHVQGEWHEHTRADRDRYIRVNWNEILPGFEINFIKSRSSNMLTPYDYSSV
GRGIVLHELMHVLGFWHEHTRADRDRYIRVNWNEILPGFEINFIKSQSSNMLTPYDYSSV
GRGIVLHELMHVLGFWHEHTRADRDRYIRVNWNEILPGFEINFIKSRSSNMLTPYDYSSV
GRGIVLHELMHVLGFWHEHTRADRDRYIRVNWNEILPGFEINFIKSQSSNMLTPYDYSSV

FhkdkkxF kA khAxrrdh kbbb h bk kh b bk kb hhhkdhhhhdkh crhdhkk b dhbdd

MHYGRLAFSRRGLPTITPLWAPSVHIGQRWNLSASDITRVLKLYGCSPSGPRPRGRG---
MHYGRLAFSRRGLPTITPLWAPSVHIGQRWNLSASDITRVLKLYGCSPSGPRPRGRGSHA
MHYGRLAFSRRGLPTITPLWAPSVHIGQRWNLSASDITRVLKLYGC--------======
MHYGRLAFSRRGLPTITPLWAPSVHIGQRWNLSASDITRVLKLYGCSPSGPRPRGRGSHA
MHYGRLAFSRRGLPTITPLWAPSVHIGQRWNLSASDITRVLKLYGCSPSGPRPRGRGSHA

A2 E A SRS SRR R R ls SRR R R RRRRRRRRRRR R EESEE I

HSTGRSPAPASLSLQRLLEALSAESRSPDPSGSSAGGQPVPAGPGESPHGWESPALKKLS
HSTGRSPAPASLSLQRLLEALSAESRSPDPSGSSAGGQPVPAGPGESPHGWESPALKKLS
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AX526191

PREDIC. DE INSPOO5
INSP005b

INSPOO5a

W02002/16566-A2
AX526191

PREDIC. DE INSPOO5
INSPOOSh

INSP00OSa
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AEASARQPQTLASSPRSRPGAGAPGVAQEQSWLAGVSTKPTVPSSEAGIQPVPVQGSPAL
AEASARQPQTLASSPRSRPGAGAPGVAQEQSWLAGVSTKPTVPSSEAGIQPVPVQGSPAL

PGGCVPRNHFKGMSED
PGGCVPRNHFKGMSED
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FIGURA 14

>INSPOOSh

Resultado SignalP-NN:
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Prediccidén SignalP-NN (redes euk): INSP005Db
T T LI T 1 L
Puntuacién C—
-~ o Puntuacién S — 7]
. TN Punt ion Y —
F/A'\,‘A'/ \,'j untuacién
-'[ L E
[« L‘ \/-\ -
Ne) YR}
o |
\ .
3 \ ]
= i \
5 \
a
i \/JE\J‘ \ ]
X fVS
NS - ’ e
M pradiddl “ ] h‘l‘l-}’.‘-rﬂu’ S S : - i
MEGYGGLUPUVLGLLSLPGYILGAPLASSCAGACGTSFPDGLTPEGTQASGDKDIPAINQGL ILEETPE
1 A L 1 J 1
[ te 20 30 49 S0 68 7e
Posicién
# datos
>INSP005b longitud = 70
# Medida Posicién Valor Umbral péptido sefial?
max. C 24 1,000 0,33 ST
max. Y 24 0,789 0,32 ST
max. S 13 0,991 0,82 ST
mean S 1-23 0,929 0,47 ST
# Sitio de escisidén més probable entre pos. 23 y 24: ILG-AP
Resultado SignalP-HMM:
Prediccién SignalP-NN (redes euk): INSP005b
L R T T T AJ
Prob. de escisidon — |
PISR: g R T
r . _—
//'\ Prob. de regién Cc —
o. \ .
o \\ [\r
R 8. .
0 RS P
@
o e / \ \ ]
o
g [ \
" e.2 \\“ b
. .
e. vxii- N ]ll :}T‘_'—“”"‘\L
MEGVGGLHPUYLGLLSLPGYILGAPLASSCAGACGTSFPDGLTPEGTQASGDKDIPAINQGLILEETPE
P L 1 1 — 1
[ i 10 _ e 30 49 58 69 70
Posicidn
#datos
>INSP005b
Prediccidn: Péptido sefial
Probabilidad de péptido sefial: 0,996
Probabilidad de anclaje sefial: 0,003
Probabilidad de sitio de escisién méx.: 0,302 entre la pos. 23 y 24
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FIGURA 15A

ASAT (8 h)

2000- "= pDEST
oo IPAAA78836-2

1000+

O_
FIGURA 15B
ALAT (8 h)
" =mmmm pDEST
2000+
(] IPAAA78836-2
1000-
mmamm Hu.IL6
+++
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FIGURA 16A

miL6 (8 h)

5000" [ ] pDEST

11 IPAAA78836 -2
o+

FIGURA 16B

TNF (1 h 30)

2000- ' =mmmm pDEST12.2

memen pDEST 12.2.hIL6

10004 +

I pDEST12.2.IPAAA78836 -2
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