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DESCRIPCION

Polipéptido ICBP90 y sus fragmentos, polinucledtidos que codifican dichos polipéptidos y aplicaciones para el
diagnostico y el tratamiento del cancer

La presente invencion se refiere a un nuevo polipéptido ICBP90 y a sus fragmentos, a la clonacion del ADNc y los
polinucledtidos que codifican dichos polipéptidos, a vectores de clonacién y/o de expresién que incluyen dichos
polinucleédtidos, a células transformadas por dichos vectores y a anticuerpos especificos dirigidos contra dichos
polipéptidos. La invencion se refiere igualmente a procedimientos y a kits de diagndstico de canceres, a un
procedimiento y un kit de cribado de ligandos del polipéptido de la invencion y a compuestos utilizables a modo de
medicamento para la prevencion y/o el tratamiento de canceres.

Las ADN topoisomerasas son proteinas nucleares altamente conservadas en el transcurso de la evoluciéon cuyo
papel principal es controlar la conformacion y topologia del ADN en el nucleo, que se alteran constantemente por los
diferentes procesos biolégicos que implican el ADN, tales como por ejemplo transcripcion y replicacion. Las
topoisomerasas ejercen su accion cortando el ADN vy religando estas lesiones después de realizar el cambio
conformacional adecuado.

En los mamiferos, y en particular el hombre, existen actualmente al menos cinco genes diferentes que codifican una
topoisomerasa y al menos dos seudogenes adicionales (para revision, véase Nitiss 1998). Asi, la topoisomerasa |,
codificada por el gen TOP1, retira los supergiros presentes en el ADN cortando solo una hebra. Las dos
topoisomerasas de tipo Il que existen en el hombre, denominadas Toplla y ToplIB, alteran la topologia del ADN al
introducir escisiones bicatenarias transitorias (para revision, véase Wang 1996). Por ultimo, existen dos
topoisomerasas de tipo lll codificadas por dos genes localizados en 17p 11.2-12 y 22q 11-12 y que actian
unicamente sobre los supergiros negativos del ADN.

En las células tumorales, las topoisomerasas de tipo || desempefian un papel muy importante; en estas células en
crecimiento y division rapida, existe una gran necesidad de mantener las moléculas de ADN en una conformacion
correcta, ya que son necesarias tasas de transcripcion y replicacion elevadas. Asi, las tasas de topoisomerasas |
son generalmente mas elevadas en las células tumorales humanas que en los tejidos normales del mismo origen.
Sin embargo, la tasa de expresién elevada de la topoisomerasa lla en las células tumorales puede variar entre dos
tumores de naturaleza diferente que afectan al mismo tejido. Por ejemplo, el nucleo de células de carcinoma
pulmonar microcitico presenta una tasa mas elevada de topoisomerasa lla que el nucleo de células de carcinomas
pulmonares no microciticos (Guinee et al., 1996). De la misma manera, la tasa de topoisomerasa lla en células A549
es tres veces mas elevada en que células PC3, procediendo estas dos lineas celulares de adenocarcinoma de
epitelio pulmonar (Yamasaki et al., 1996).

Estas comprobaciones hacen pensar que la topoisomerasa lla puede considerarse como un marcador de
proliferacién celular para ciertos tipos de cancer. El proceso canceroso se caracteriza por una proliferacion celular
anormal debida en parte a la pérdida de la inhibicion por contacto, asi pues, la topoisomerasa lla parece una diana
privilegiada de farmacos quimioterapéuticos para el tratamiento del cancer (Pommier et al. 1994), y los tratamientos
anticancerosos actuales recurren en gran medida a inhibidores de topoisomerasas.

La mayoria de estos inhibidores ejercen sus efectos citotoxicos estabilizando el complejo de escision de ADN. Los
farmacos como las antraciclinas [doxorubicina (adriamicina) o epipodofilotoxinas (tal como etopdsido (VP-16) o
tenipdsido (VM26))], acridinas (tal como mAMSA) y antracenodionas (por ejemplo, mitoxantrona) son ejemplos de
farmacos inhibidores de topoisomerasas Il que estabilizan el complejo de escision. Mas recientemente, se ha
desarrollado una nueva clase de inhibidores de topoisomerasas lI; estos inhibidores actuan al nivel de la actividad
catalitica y no estabilizan ya el complejo de escision. El farmaco fostriecina es un ejemplo de ellos (Boritzki et al.,
1988). A dia de hoy, se utilizan estos diferentes farmacos en tratamientos anticancerosos curativos y paliativos.

No obstante, uno de los mayores problemas encontrados en los tratamientos anticancerosos actuales que utilizan
inhibidores de topoisomerasa es la emergencia de resistencia a farmacos (Kubo et al., 1995). Estas resistencias son
o bien por la sobreexpresion de las bombas que permite el flujo de salida de farmacos al exterior de las células antes
de que alcancen su diana (por ejemplo, P-glucoproteina, proteina asociada a la multirresistencia de farmacos
(MRP)), o bien por el cambio de la tasa de expresion de topoisomerasa lla (Deffie et al., 1989; Fry et al., 1991), o
bien por los dos (para revisién, véase Isaacs et al., 1998).

Asi pues, uno de los aspectos de la presente invencidon es comprender los mecanismos de regulacion de la
expresion del gen de topoisomerasa lla con el fin de desarrollar una alternativa al fendmeno de resistencia a los
farmacos observado para ciertos canceres, y esto con el enfoque de mejorar el tratamiento preventivo y curativos de
los canceres.

Existen dos tipos de topoisomerasas de tipo Il que difieren en su perfil de expresion: la topoisomerasa lla (Top lla)
(170 kDa), localizada esencialmente en el nucleoplasma al nivel de los centromeros de los cromosomas mitéticos,
interviene en procesos biologicos fundamentales como son replicaciéon, condensacion de cromosomas y
transcripcion. La topoisomerasa I (Top IIB) (180 kDa) parece estar mas bien implicada en la transcripcion de ARN
ribosémicos dada la localizacion nucleolar de esta enzima. Las dos topoisomerasas de tipo I humanas estan
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localizadas en dos cromosomas diferentes (17921-22 para la topoisomerasa lla y 3p24 para la topoisomerasa |13)
(Tsai-Plugfelder et al., 1988; Drake et al., 1989; Chung et al., 1989; Jenkins et al., 1992; Austin et al., 1993).

Al contrario que la topoisomerasa I8, cuya expresion se caracteriza por una constancia relativa, la topoisomerasa lla
presenta una variacion de la expresiéon en funcién del estado de proliferacion de las células y de su posicion en el
ciclo celular. La expresion del ARN mensajero (ARNm) es mas elevada en las células en proliferacién que en las
células detenidas en confluencia. La expresion de la topoisomerasa lla aumenta en el transcurso de la fase S del
ciclo celular, alcanzando un maximo al final de la fase G2/M (Goswami et al., 1996), y siendo el nivel de ARN
mensajero diez veces mas elevado al final de la fase S que durante la fase G1. Igualmente, parece existir un
acoplamiento entre la sintesis y la degradacion de topoisomerasa lla y la condensacion/descondensacion
cromosoémica (Heck et al., 1988).

Los conocimientos actuales referentes a la regulacion del gen de topoisomerasa lla resultan en conjunto bastante
escasos. Recientemente, se ha descrito una region promotora de aproximadamente 650 pares de bases por
Hochhauser et al. (1992), que presenta todas las caracteristicas de un gen doméstico, siendo dos ejemplos la
ausencia de la secuencia TATA y la riqueza moderada de sitios GC (presencia especialmente de una secuencia Sp1
que puede reemplazar a la secuencia TATA). La presencia de 5 secuencias CCAAT invertidas o ICB (inverted
CCAAT box en inglés) es otra particularidad de este tipo de promotor.

Se han descrito factores de transcripcion que interaccionan con el promotor del gen de topoisomerasa lla humana;
se pueden citar c-myb (Brandt et al., 1997), p53 (Sandri et al., 1996), ATF (Lim et al., 1998), Sp1 y Sp3 (Kubo et al.,
1995). Cualesquiera que sean, aparte de NF-Y (igualmente denominado CBF, ACF y CP1, referencia en Isaacs et
al., 1996), los factores de transcripcion que actdan sobre las secuencias ICB del promotor del gen de topoisomerasa
lla humana no se han identificado y caracterizado todos todavia; sin embargo, Herzog y Zwelling (1997) han
determinado dos proteinas de un peso molecular aparente de 90 kDa y 140 kDa que ligan ICB1 respectivamente con
ICB4 e ICB5. Isaacs y sus colaboradores (1996) han propuesto que el NFY, asi como otra proteina no identificada,
reconocen una secuencia ICB de la region promotora del gen de topoisomerasa lla; han mostrado igualmente que
las mutaciones de ICB2 anulaban completamente la disminucién de la actividad promotora observada normalmente
en las células detenidas en confluencia (Isaac et al., 1996). Han identificado a NFY como un componente de un
complejo inducido por la proliferacion y que se liga in vitro con la secuencia ICB2 del promotor del gen de
topoisomerasa lla humana, aunque NF-Y siga siendo detectable en las células detenidas en confluencia (Isaac et
al., 1996). Han propuesto que la ICB2 actua como regulador negativo del promotor del gen de topoisomerasa lla de
células detenidas en confluencia y que esta represion puede suprimirse en las células proliferativas. La secuencia
ICB2 del promotor del gen de topoisomerasa lla desempefia pues un papel primordial en la detencion del proceso
proliferativo normal cuando las células llegan a confluencia.

Los factores de transcripcion que se ligan con la secuencia ICB, asi como la secuencia ICB misma, constituyen pues
dianas moleculares para controlar la tasa de expresion de la topoisomerasa lla. Al intervenir sobre dichos factores,
es posible considerar controlar la expresion del gen de topoisomerasa lla y como consecuencia la proliferacion
celular.

La presente invencion tiene como objeto la determinacidon de nuevos factores de transcripcion que se ligan con la
secuencia ICB implicada en el control de la proliferacién celular.

Se ha utilizado una técnica reciente, denominada sistema “hibrido simple”, que permite aislar clones de ADNc que
codifican proteinas de union con ADN especifico de ciertas secuencias. Este sistema presenta una doble ventaja,
puesto que es capaz no solo de revelar las interacciones ADN-proteina in vivo en levadura, sino también de dar
acceso directamente a los ADN complementarios (ADNc) que codifican las proteinas candidatas que tienen actividad
de factor de transcripcion. El sistema se basa principalmente en la construccion de una cepa de levadura de ensayo
segun el principio planteado por Wang y Reed (1993). Esta cepa de levadura permite el cribado de bancos de ADNCc,
determinando la interacciéon ADN-proteina in vivo mediante el sesgo de activacién de un gen informador integrado en
el genoma de la levadura de ensayo.

La presente invencion tiene pues como objeto un polipéptido aislado denominado ICBP90 (inverted CCAAT box
binding protein en inglés) de secuencia aminoacidica SEQ ID N°2. Esta secuencia comprende:

a) un dominio de “ubiquitina” que comprende la secuencia aminoacidica 1 a 75 de la secuencia de SEQ ID
N°2;

b) un dominio de “dedo de cinc” de tipo C4HC3 que comprende la secuencia aminoacidica 310 a 366 de la
secuencia SEQ ID N°2 y un dominio de “dedo de cinc” de tipo C3HC4 que comprende la secuencia
aminoacidica 724 a 763 de la secuencia SEQ ID N°2;

c) un supuesto dominio de “cremallera de leucina” que comprende la secuencia aminoacidica 58 a 80 de la
secuencia SEQ ID N°2;

d) dos dominios de localizacion nuclear potenciales que comprenden las secuencias aminoacidicas 581 a 600
y 648 a 670 de la secuencia SEQ ID N°2;
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e) un sitio de fosforilacién por una tirosina cinasa que comprende la secuencia aminoacidica 452 a 458 de la
secuencia SEQ ID N°2;

f) sitios de fosforilacion por una proteina cinasa dependiente de cAMP/cGMP que comprende las secuencias
aminoacidicas 246 a 249, 295 a 298 y 648 a 651 de la secuencia SEQ ID N°2;

g) sitios de fosforilacion por una caseina cinasa Il que comprenden las secuencias aminoacidicas 23 a 26, 57
a 60,91 a94, 109 a 112, 165 a 168, 265 a 268, 354 a 357 y 669 a 672 de la secuencia SEQ ID N°2;

h) sitios de fosforilacion por una proteina cinasa C que comprenden las secuencias aminoacidicas 82 a 84,
104 a 106, 160 a 162, 173 a 175, 251 a 253, 301 a 303, 380 a 382, 393 a 395, 504 a 506, 529 a 531, 625 a 627
y 639 a 641 de la secuencia SEQ ID N°2.

Ha de observarse que Fujimori et al. (Mammalian Genome, 9: 1032) describen por otro lado una proteina nuclear de
murino denominada Np95 cuya secuencia nucleotidica presenta una identidad de secuencia de un 77,6% con la
secuencia nucleotidica de SEQ ID NO1 de la invencién, y cuya secuencia proteica presenta una identidad de
secuencia de un 73,6% con la SEQ ID N°2 de la invencion. Sin embargo, el perfil de expresion de Np95 difiere en
gran medida del de la proteina ICBP90 de la invencion: al contrario que ICBP90, la Np95 se expresa en gran medida
en bazo, pulmén y testiculos. Las funciones biolégicas de estas dos proteinas parecen pues claramente distintas a
pesar de la homologia de secuencia.

La presente invencion hace referencia igualmente a un polipéptido aislado caracterizado porque comprende un
polipéptido elegido entre:

a) un polipéptido de secuencias SEQ ID N°2, SEQ ID N°4, SEQ ID N°6, SEQ ID N°8; o el fragmento C-
terminal a partir del residuo D263 de la SEQ ID N°2.

Debe entenderse que la invencion se refiere a polipéptidos obtenidos mediante purificacion a partir de fuentes
naturales, o bien obtenidas por recombinacion genética, o también mediante sintesis quimica y que pueden
comprender entonces aminoacidos no naturales.

En la presente descripcion, se utilizara el término polipéptido para designar igualmente a una proteina o péptido.

Se pretende designar como polipéptido variante al conjunto de polipéptidos mutados que pueden existir
naturalmente, particularmente en el ser humano, y que corresponden especialmente a truncamientos, sustituciones,
deleciones y/o adiciones de residuos aminoacidicos. Los polipéptidos homdlogos segun la invencién conservan al
menos un dominio elegido entre el dominio de unién a ADN y/o el dominio de interaccién con otra proteina.

Se pretende designar como polipéptido homoélogo a los polipéptidos que presentan, con relacién al polipéptido
natural ICBP90, ciertas modificaciones como, particularmente, una delecién, adicién o sustituciéon de al menos un
aminoacido, un truncamiento, alargamiento y/o fusiéon quimérica. Entre los polipéptidos homélogos, se prefieren
aquellos cuya secuencia aminoacidica presenta al menos un 80% de homologia, preferiblemente un 90%, mas
preferiblemente un 95% y aun mas preferiblemente un 97% de homologia con las secuencias aminoacidicas de
polipéptidos segun la invencién. En el caso de una sustitucion, se reemplazan uno o varios aminoacidos
consecutivos 0 no consecutivos por aminodacidos “equivalentes”. La expresion aminoacido “equivalente” pretende
designar aqui cualquier aminoacido susceptible de ser sustituido por un aminoacido de estructura basica sin
modificar sin embargo las caracteristicas o propiedades funcionales esenciales, como sus actividades biolégicas, de
los polipéptidos correspondientes, tales como la induccién in vivo de anticuerpos capaces de reconocer el
polipéptido cuya secuencia aminoacidica esta comprendida en la secuencia aminoacidica SEQ ID N°2, o uno de sus
fragmentos definidos anteriormente, y especialmente las secuencias aminoacidicas SEQ ID N°4, SEQ ID N°6 y SEQ
ID N°8. Estos aminoacidos equivalentes pueden determinarse o bien basandose en su homologia estructural con los
aminoacidos a los que sustituye, o bien con los resultados de ensayos de actividad bioldgica cruzada a los que son
susceptibles de dar lugar los diferentes polipéptidos. A modo de ejemplo, se mencionaran las posibilidades de
sustituciones susceptibles de efectuarse sin que resulte una modificacion profunda de las actividades biolégicas de
los polipéptidos modificados correspondientes, los reemplazos, por ejemplo, de leucina por valina o isoleucina, de
acido aspartico por 4cido glutdmico, de glutamina por asparagina, de arginina por lisina, etc., siendo naturalmente
factibles las sustituciones inversas en las mismas condiciones.

Se pretende designar como fragmento biolégicamente activo particularmente un fragmento de secuencia
aminoacidica de un polipéptido segun la invencion que presente al menos una de las caracteristicas o propiedades
funcionales de los polipéptidos segun la invencion, especialmente que: (i) pueda ser reconocido por un anticuerpo
especifico de un polipéptido segun la invencion; (ii) presente al menos uno de los dominios o regiones tales como se
definen a continuacién; (iii) pueda ligarse con ADN y especialmente con las secuencias CCAATT y/o CCAAT inversa
; (iv) pueda modular la tasa de expresion del gen de topoisomerasa lla; (v) pueda modular la proliferacién celular.

Se pretende designar como fragmento de polipéptido un polipéptido que comprende como minimo 5 aminoacidos,
preferiblemente 7 aminoacidos, mas preferiblemente 10 y ain mas preferiblemente 15 aminoacidos. Los fragmentos
de polipéptido segun la invencién obtenidos mediante escision de dicho polipéptido por una enzima proteolitica, por

4



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2378 527 T3

un reactivo quimico, o también disponiendo dicho polipéptido en un entorno muy acido, forman parte igualmente de
la invencion.

El polipéptido segun la invenciéon puede asociarse igualmente con otros polipéptidos mediante interacciones
proteina-proteina. Se pretende designar como interacciones proteina-proteina las asociaciones que ponen
directamente en contacto al menos dos proteinas. Asi, el polipéptido de la invencién puede dimerizarse formando
homodimeros o heterodimeros, o asociarse en forma de homomultimeros o heteromultimeros. El polipéptido segun
la invencion puede interaccionar igualmente con otro polipéptido para ejercer su funcién; asi, el polipéptido segun la
invencion puede poseer, ademas de su dominio de unidon a ADN, un dominio de accion sobre la transcripcion que
ejerza su efecto mediante interacciones proteina-proteina con otros componentes proteicos de la maquinaria
transcripcional. Se pretende designar como componente proteico de la maquinaria transcripcional todos los factores
de transcripcidn necesarios para la realizacion y la regulacion de la reaccién de transcripcion.

El polipéptido segun la invencion se caracteriza porque puede ligarse con una secuencia de ADN y porque
comprende al menos un dominio de fijacién al ADN seleccionado del grupo compuesto por un dominio de “dedo de
cinc” (zinc-finger) y un dominio de “cremallera de leucina, siendo la secuencia de ADN con la que se liga dicho
polipéptido una secuencia CCAAT, preferiblemente una secuencia CCAAT inversa (inverted CCAAT box : ICB).

Se pretende designar como enlace con una secuencia de ADN una interaccion especifica entre el polipéptido de la
invencion y una secuencia de ADN mediante una serie de enlaces débiles realizados entre los aminoacidos de la
proteina y las bases. El polipéptido segun la invenciéon posee al menos un dominio de unién a ADN que contiene al
menos uno de los motivos proteicos conocidos susceptibles de interaccionar con ADN, es decir, la estructura en
dedo de guante a la que esta asociado un atomo de cinc (“zinc finger”), la estructura de hélice-vuelta-hélice, la
estructura de hélice-bucle-hélice y la cremallera de leucina (“leucine zipper”).

Se pretende designar como motivo en dedo de guante (“zinc finger”) una secuencia de una veintena de aminoacidos
que tienen una forma espacial en dedo de guante. Existen dos tipos: los que contienen cuatro cisteinas (C4) y los
que contienen dos cisteinas y dos histidinas (C2H2). Estos aminoacidos definen la naturaleza del dedo de guante y
se sitian en su base, y un ién Zn*" se sitia en el centro del cuadrado formado por estos cuatro aminoacidos. El
polipéptido segun la invencion posee potencialmente dos motivos de tipo C4.

Se pretende designar como motivo de tipo “leucine zipper’” motivos que pertenecen a factores de transcripcion
diméricos que son homodimeros o heterodimeros. El mondmero esta constituido por una secuencia de tipo basico
que interacciona especificamente con el ADN y un dominio hidréfobo de hélice a que interacciona con el dominio
homdlogo de la otra cadena. En este dominio, se encuentra una leucina cada 7 aminoéacidos, es decir, en cada
vuelta de hélice. Todas estas leucinas estan alineadas y la interaccion se realiza a su nivel entre los dos
monoémeros. El péptido segun la invenciéon posee potencialmente un motivo de tipo “cremallera de leucina”.

La invencion se refiere igualmente a un polinucledtido aislado caracterizado porque codifica un polipéptido de
secuencia SEQ ID N° 1 tal como se define anteriormente. Preferiblemente, el polinucledtido segun la invencion
posee la secuencia SEQ ID N°1.

La invencién se refiere igualmente al polinucledtido aislado, caracterizado porque comprende un polinucleétido
elegido entre:

a) un polinucledtido de secuencias SEQ ID N°1, SEQ ID N°3, SEQ ID N°5 o SEQ ID N°7 o que codifica el
fragmento C-terminal a partir del residuo D236 de la SEQ ID N°2.

En la presente descripcion, se pretendera designar como polinucleétido, oligonucleétido, secuencia polinucleotidica,
secuencia nucleotidica o acido nucleico un fragmento de ADN, tanto un ADN bicatenario o un ADN monocatenario
como productos de la transcripcién de dichos ADN, y/o un fragmento de ARN, comprendiendo o no dichos
fragmentos naturales aislados o de sintesis nucleétidos no naturales, y designando un encadenamiento preciso de
nucleotidos, modificados o no, que permiten definir un fragmento o una regién de un acido nucleico.

Se pretende designar como polinucledtido de secuencia complementaria cualquier ADN cuyos nucleétidos sean
complementarios de los de SEQ ID N° 1, SEQ ID N°3, SEQ ID N°5, SEQ ID N°7 o de una parte de las SEQ ID N° 1,
SEQ ID N°3, SEQ ID N°5, SEQ ID N°7 y cuya orientacion esté invertida.

Se entiende por porcentaje de homologia en el sentido de la presente invencién un porcentaje de identidad entre las
bases de dos polinucleétidos, siendo este porcentaje puramente estadistico y estando repartidas las diferencias
entre los dos polinucleétidos al azar sobre toda su longitud. Segun la invencion, los polinucledtidos de secuencia
nucleica homologa presentan una tasa de homologia de al menos un 80%, preferiblemente un 90%, mas
preferiblemente un 95% y aun mas preferiblemente un 97%.

Una hibridacién en condiciones de alto rigor significa que las condiciones de temperatura y de fuerza idnica se eligen
de tal manera que permitan el mantenimiento de la hibridacién entre dos fragmentos de ADN complementarios. A
modo ilustrativo, las condiciones de rigor alto de la etapa de hibridacién, con el fin de definir los fragmentos
polinucleotidicos descritos anteriormente, son ventajosamente las siguientes:
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La hibridacion ADN-ADN o ADN-ARN se realiza en dos etapas: (1) prehibridacion a 42°C durante 3 horas en tampon
fosfato (20 mM, pH 7,5) que contiene 5 x SSC (1 x SSC corresponde a una soluciéon de NaCl 0,15 M + citrato de
sodio 0,015 M), 50% de formamida, 7% de dodecilsulfato de sodio (SDS), 10 x de soluciéon de Denhard, 5% de
sulfato de dextrano y 1% de ADN de esperma de salmon; (2) hibridacion propiamente dicha durante 20 horas a una
temperatura dependiente del tamafio de la sonda (concretamente: 42°C para una sonda de tamafio > 100
nucleétidos) seguido de 2 lavados de 20 minutos con 2 x SSC + 2% de SDS y 1 lavado de 20 minutos a 20°C con
0,1 x SSC + 0,1% de SDS. El ultimo lavado se practica con 0,1 x SSC + 0,1% de SDS durante 30 minutos a 60°C
para una sonda de tamafo > 100 nucledtidos. Las condiciones de hibridacion de alto rigor descritas anteriormente
para un polinucleétido de tamafio definido se adaptaran por el especialista en la materia para los oligonucleétidos de
tamafo mas grande o mas pequefo, segun las ensefianzas de Sambrook et al., 1989.

Ventajosamente, un fragmento nucleotidico que responda a la definicion precedente tendra al menos 15 nucleétidos,
preferiblemente al menos 21 nucledtidos, aun mas preferiblemente al menos 30 nucleétidos consecutivos de la
secuencia de la que procede.

Se pretende designar como EST (“expressed sequence tag”) las secuencias expresadas caracterizadas en un banco
de ADN complementario (ADNc) y utilizadas como baliza cartografica del ADN gendmico.

Dicho polinucleétido se caracteriza porque esta marcado directa o indirectamente con un compuesto radiactivo o un
compuesto no radiactivo. Puede utilizarse como cebador para la amplificacién o polimerizacion de secuencias
nucleicas, o como sonda para la deteccion de secuencias nucleicas. Los fragmentos de polinucleétidos que pueden
utilizarse como sonda o como cebador en procedimientos de deteccion, identificacion, valoracion o amplificacion de
secuencias nucleicas presentaran un tamafio minimo de 9 bases, preferiblemente de 18 bases, mas preferiblemente
de 36 bases. Por ultimo, es posible utilizar un polinucleétido segun la invencidon como secuencia de acido nucleico
codificante o anticodificante para controlar la expresion del correspondiente producto proteico.

Las secuencias de polinucleétidos segun la invencion no marcadas pueden utilizarse directamente como sonda,
cebador u oligonucleétido; sin embargo, las secuencias utilizadas estan generalmente marcadas para obtener
secuencias utilizables por numerosas aplicaciones. El marcaje de cebadores, sondas u oligonucledtidos segun la
invencion se realiza mediante elementos radiactivos o mediante moléculas no radiactivas; entre los is6topos
radiactivos utilizados, se pueden citar 32P, 33P, 358, 3H o '®|. Las entidades no radiactivas se seleccionan entre
ligandos tales como biotina, avidina, estreptavidina, dioxigenina, haptenos, colorantes, agentes luminiscentes tales
como agentes radioluminiscentes, quimioluminiscentes, fluorescentes y fosforescentes.

Los polinucledtidos segun la invencion pueden utilizarse asi como cebador y/o sonda en procedimientos que aplican
especialmente la técnica PCR (reaccién en cadena de la polimerasa) (Erlich, 1989; Innis et al., 1990 y Rolfs et al.,
1991). Esta técnica necesita la eleccion de pares de cebadores oligonucleotidicos que flanqueen el fragmento que
debe amplificarse. Por ejemplo, se puede referir a la técnica descrita en la patente estadounidense U.S. N°
4.683.202. Los fragmentos amplificados pueden identificarse, por ejemplo, después de una electroforesis en gel de
agarosa o poliacrilamida, o después de una técnica cromatografica como la filtracién en gel o la cromatografia por
intercambio de iones. La especificidad de la amplificacion puede controlarse mediante hibridacién molecular
utilizando como sonda las secuencias nucleotidicas de polinucleétidos de la invencion, plasmidos que contienen
estas secuencias o sus productos de amplificacion. Los fragmentos nucleotidicos amplificados pueden utilizarse
como reactivos en reacciones de hibridacion con el fin de determinar la presencia, en una muestra biolégica, de un
acido nucleico diana de secuencia complementaria a la de dichos fragmentos nucleotidicos amplificados.

La invencién hace igualmente referencia a fragmentos nucleotidicos susceptibles de obtenerse mediante
amplificacion con la ayuda de cebadores segun la invencion.

Pueden emplearse ventajosamente otras técnicas de amplificacion de acido nucleico diana como alternativa a la
PCR (de tipo PCR) con la ayuda de un par de cebadores de secuencias nucleotidicas segun la invencion. Se
pretendera designar como de tipo PCR todos los procedimientos que aplican reproducciones directas o indirectas de
secuencias de acidos nucleicos, o bien en los que los sistemas de marcado se han amplificado; estas técnicas son
ciertamente conocidas, en general, se trata de la amplificacién de ADN por una polimerasa; cuando la muestra de
origen es un ARN, conviene efectuar previamente una transcripcion inversa. Existen actualmente muy numerosos
procedimientos que permiten esta amplificacion como, por ejemplo, la técnica SDA (Strand Displacement
Amplification) o técnica de amplificacion por desplazamiento de hebra (Walker et al., 1992), la técnica TAS
(Transcription-based Amplification System, o sistema de amplificacion basado en la transcripcion) descrita por Kwoh
et al. en 1989, la técnica 3SR (Self-Sustained Sequence Replication, o replicacion de secuencia automantenida)
descrita por Guatelli et al. en 1990, la técnica NASBA (Nucleic Acid Sequence Based Amplification, o amplificacion
basada en la secuencia de acido nucleico) descrita por Kievitis et al. en 1991, la técnica TMA (Transcription
Mediated Amplification, o amplificacion mediante por la transcripcion), la técnica LCR (Ligase Chain Reaction, o
reaccion en cadena de la ligasa) descrita por Landegren et al. en 1988 y perfeccionada por Barany et al. en 1991,
que emplea una ligasa termoestable, la técnica de RCR (Repair Chain Reaction, o reaccion en cadena de
reparacion) descrita por Segev en 1992, la técnica CPR (Cycling Probe Reaction, o reacciéon de sonda ciclica)
descrita por Duck et al. en 1990, la técnica de amplificacion por replicasa Q-beta descrita por Miele et al. en 1983 y
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perfeccionada especialmente por Chu et al. en 1986 y Lizardi et al. en 1988, y después por Burg et al. asi como por
Stone et al. en 1996.

En el caso en que el polinucleétido diana a detectar sea un ARN, por ejemplo un ARNm, se utilizara ventajosamente,
antes de la aplicacién de una reaccion de amplificacién con la ayuda de cebadores segun la invenciéon o en la
aplicacion de un procedimiento de deteccion con la ayuda de de sondas de la invencion, una enzima de tipo
transcriptasa inversa con el fin de obtener un ADNc a partir del ARN contenido en la muestra biolégica. El ADNc
servira entonces como diana para los cebadores o las sondas aplicadas en el procedimiento de amplificacion o
deteccién segun la invencion.

Las sondas nucleotidicas hibridan especificamente con una molécula de ADN o ARN de polinucleétido, mas
particularmente con la secuencia SEQ ID N° 1 que codifica el polipéptido ICBP90, en condiciones de hibridacion de
alto rigor tales como las dadas en forma de ejemplo anteriormente.

La técnica de hibridacion puede realizarse de diversas maneras (Matthews et al., 1988). El procedimiento mas
general consiste en inmovilizar el acido nucleico extraido de células de diferentes tejidos o de células en cultivo
sobre un soporte (tal como nitrocelulosa, nailon o poliestireno) e incubar, en condiciones bien definidas, el acido
nucleico diana inmovilizado con la sonda. Después de la hibridacion, se elimina en exceso de sonda y se detectan
las moléculas hibridas formadas mediante el procedimiento apropiado (medida de la radiactividad, fluorescencia o
actividad enzimatica ligada a la sonda).

Segun otro modo de aplicacion de las sondas nucleicas, estas ultimas pueden utilizarse como sonda de captura. En
este caso, dicha “sonda de captura” se inmoviliza sobre un soporte y sirve para capturar mediante hibridacion
especifica el acido nucleico diana obtenido a partir de la muestra bioldgica a ensayar, y a continuacion se detecta el
acido nucleico diana gracias a una segunda sonda, denominada “sonda de deteccién” marcada con un elemento
facilmente detectable.

La invencion se refiere a un vector recombinante de clonaciéon de un polinucledtido segun la invencion y/o de
expresion de un polipéptido segun la invencion, caracterizado porque contiene un polinucleétido segun la invencion
tal como se describe anteriormente. El vector segun la invencion se caracteriza porque comprende elementos que
permiten la expresion y eventualmente la secrecion de dichas secuencias en una célula hospedadora. Estos
vectores son Utiles para transformar células hospedadoras con el fin de clonar o expresar las secuencias
nucleotidicas de la invencion. Son vectores particulares, por ejemplo, vectores de origen virico o plasmidico. Entre
estos vectores, se prefieren aquellos de la serie pGEX (Pharmacia) para expresion en bacterias o pSG5 (Stratagene,
La Jolla, CA, EE.UU.) para expresion en sistema eucariético.

Segun un modo particular de realizacion, el vector segun la invencién comprende elementos de control de la
expresion de polipéptidos; estos elementos de control se eligen preferiblemente entre (i) la secuencia promotora del
gen ICBP90 segun la invencion que corresponde a la secuencia SEQ ID N°12 ; (ii) un polinucleétido cuya secuencia
es complementaria de la secuencia SEQ ID N° 12 ; (iii) un polinucleétido cuya secuencia comprende al menos un
80% de identidad con un polinucleétido definido en (i) o (ii); (iv) un polinucleétido que hibrida en condiciones de alto
rigor con la secuencia polinucleotidica definida en (i), (ii) o (iii). Las herramientas informaticas a disposicion del
especialista en la materia le permiten identificar facilmente las secuencias reguladoras promotoras necesarias y
suficientes para el control de la expresidn génica, especialmente las secuencias TATA, CCAAT, GC, asi como las
secuencias reguladoras estimulantes (“potenciadoras” ) o inhibidoras (“silenciadoras”) que controlan la expresion en
cis de los genes segun la invencién.

La invencién comprende ademas células hospedadoras, especialmente células eucaridticas y procaridticas,
caracterizadas porque comprenden los vectores segun la invencion. Preferiblemente, las células hospedadoras se
transforman en condiciones que permiten la expresion de un polipéptido recombinante segun la invencién. El
hospedador celular puede elegirse entre las células bacterianas (Olins y Lee, 1993), o igualmente células animales,
particularmente los cultivos de células de mamiferos (Edwards y Aruffo, 1993), o igualmente células de insecto en
las que se puedan utilizar los procedimientos que aplican baculovirus por ejemplo (Luckow, 1993). Estas células
pueden obtenerse mediante la introduccién en las células hospedadoras de una secuencia nucleotidica insertada en
un vector tal como se define anteriormente, y el cultivo entonces de dichas células en condiciones que permitan la
replicacién y/o expresion de la secuencia nucleotidica transfectada.

La invencion se refiere igualmente a un procedimiento de preparacion de un polipéptido caracterizado porque se
aplica un vector segun la invencion. Mas particularmente, la invencion hace referencia a un procedimiento de
preparacion de un polipéptido recombinante caracterizado porque se cultivan células transformadas segun la
invencion en condiciones que permitan la expresion de dicho polipéptido recombinante y que se recupere dicho
polipéptido recombinante.

El polipéptido segun la invencién es susceptible de obtenerse segun un procedimiento de la invencién y segun
técnicas de produccion de polipéptidos recombinantes conocidas por el especialista en la materia. La presente
invencién se refiere pues a un polipéptido recombinante susceptible de obtenerse mediante el procedimiento
presentado anteriormente. En este caso, la secuencia de acido nucleico utilizada se dispone bajo el control de
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sefiales que permiten su expresion en un hospedador celular. Un sistema eficaz de produccion de un polipéptido
recombinante necesita disponer de un vector, por ejemplo de origen plasmidico o virico, y de una célula
hospedadora compatible. El vector debe comprender un promotor, sefiales de iniciacion y de terminacion de la
traduccion, asi como regiones apropiadas de regulacion de la transcripcion. Se debe poder mantener de forma
estable en la célula y puede poseer eventualmente sefiales particulares que especifiquen la secrecion del polipéptido
traducido. Estas diferentes sefiales de control se eligen en funcion del hospedador celular utilizado. A este respecto,
las secuencias de acido nucleico segun la invencidn pueden insertarse en vectores de replicacion autbnoma dentro
del hospedador elegido o de vectores integrativos del hospedador elegido. Dichos vectores se prepararan segun
procedimientos utilizados normalmente por el especialista en la materia, y los clones resultantes pueden introducirse
en un hospedador apropiado mediante procedimientos estandares tales como, por ejemplo, transfeccion por
precipitacion con fosfato de calcio, lipofeccion, electroporacion o choque térmico.

Los polipéptidos recombinantes obtenidos como se indica anteriormente pueden presentarse tanto en forma
glucosilada como no glucosilada y pueden presentar o no la estructura terciaria natural.

Los polipéptidos obtenidos mediante sintesis quimica y que pueden comprender aminoacidos no naturales
correspondientes a dichos polipéptidos recombinantes estan igualmente comprendidos en la invencion. Los péptidos
segun la invencién pueden prepararse igualmente mediante técnicas clasicas en el campo de la sintesis de péptidos.
Esta sintesis puede realizarse en solucién homogénea o en fase solida.

Los procedimientos de purificacion de polipéptido recombinante utilizados son conocidos por el especialista en la
materia. El polipéptido recombinante puede purificarse a partir de lisados y extractos celulares, del sobrenadante del
medio de cultivo, mediante procedimientos utilizados individualmente o en combinacién, tales como fraccionamiento,
procedimientos de cromatografia, técnicas de inmunoafinidad con la ayuda de anticuerpos monoclonales o
policlonales especificos, etc.

Una variante preferida consiste en producir un polipéptido recombinante fusionado con una proteina “portadora”
(proteina quimérica). La ventaja de este sistema es que permite una estabilizacion y una disminucion de la
protedlisis del producto recombinante, un aumento de la solubilidad en el transcurso de la renaturalizacion in vitro y/o
una simplificacion de la purificacion cuando la pareja de fusion posee afinidad por un ligando especifico.

La invencién se refiere igualmente a un anticuerpo monoclonal o policlonal y a sus fragmentos, caracterizados
porque se ligan especificamente con un polipéptido elegido entre las SEQ ID NO: 2, 4 o 8. Los anticuerpos
quiméricos, anticuerpos humanizados y anticuerpos monocatenarios forman parte igualmente de la invencion. Los
fragmentos de anticuerpo segun la invencion son preferiblemente fragmentos Fab o F(ab’)2.

Los polipéptidos segun la invencion permiten preparar anticuerpos monoclonales o policlonales. Los anticuerpos
monoclonales podran prepararse ventajosamente a partir de hibridomas segun la técnica descrita por Kohler y
Milstein en 1975. Los inventores han empleado esta técnica para obtener un hibridoma productor de un nuevo
anticuerpo monoclonal altamente especifico de un epitopo de la proteina ICBP90.

Los anticuerpos policlonales podran prepararse, por ejemplo, mediante inmunizaciéon de un animal, particularmente
un ratén, con un polipéptido segun la invencién asociado a un coadyuvante de la respuesta inmunitaria, y después
purificacion de los anticuerpos especificos contenidos en el suero de los animales inmunizados en una columna de
afinidad sobre la que se ha fijado previamente el polipéptido que ha servido de antigeno. Los anticuerpos
policlonales segun la invencion pueden prepararse también mediante purificacion en columna de afinidad sobre la
que se ha inmovilizado anteriormente un polipéptido segun la invencion.

Se pueden citar igualmente anticuerpos monoclonales especificos de la proteina ICBP90 humana y capaces de
inhibir la interaccion entre ICBP90 y la secuencia de ADN con la que se liga especificamente la proteina ICBP90.
Segun otro modo de realizacion, el anticuerpo monoclonal especifico de la proteina ICBP90 humana es capaz de
inhibir la interaccién entre ICBP90 y las proteinas con las que interacciona ICBP90, siendo preferiblemente dichas
proteinas la ICBP90 misma o proteinas del complejo de transcripcion. Se pretende designar como proteinas del
complejo de transcripcidon todas las proteinas que intervienen en la reaccion de transcripcién, sea iniciacion,
elongacion o terminacion de la transcripcion.

Los anticuerpos de la invencion podran marcarse igualmente de la misma manera que se describe anteriormente
para las sondas nucleicas de la invencidn, y preferiblemente con un marcador de tipo enzimatico, fluorescente o
radiactivo.

Por otro lado, ademas de su utilizacién para la purificacion de polipéptidos, los anticuerpos de la invencion,
particularmente los anticuerpos monoclonales, pueden utilizarse igualmente para la deteccion de estos polipéptidos
en una muestra bioldgica.

Constituyen asi un medio de analisis de la expresion de polipéptido segun la invencién, por ejemplo mediante
inmunofluorescencia, marcaje con oro o inmunoconjugados enzimaticos.
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Mas generalmente, los anticuerpos de la invencion pueden aplicarse ventajosamente en cualquier situacion en que
deba observarse la expresién de un polipéptido segun la invencién, y mas particularmente en inmunocitoquimica,
inmunohistoquimica o en experimentos de “transferencia Western”.

Asi, la invencion se refiere a un procedimiento de deteccion y/o valoraciéon de un polipéptido segun la invencion en
una muestra bioldgica, caracterizado porque comprende las etapas siguientes de poner en contacto la muestra
biolégica con los anticuerpos segun la invencién y determinar entonces el complejo antigeno-anticuerpo formado.
Este procedimiento puede utilizarse en inmunocitoquimica para la localizacion celular del polipéptido segun la
invencion y en inmunohistoquimica para evaluar la proliferacion celular.

Entra igualmente dentro del marco de la invencidon un estuche para la deteccion y/o valoracion de un polipéptido
segun la invencién en una muestra bioldgica, caracterizado porque comprende los elementos siguientes: (i) un
anticuerpo monoclonal o policlonal tal como se describe anteriormente; (ii) llegado el caso, reactivos para la
constitucion del medio propicio para la reaccidon inmunologica; (ii) reactivos que permitan la deteccion de los
complejos antigeno-anticuerpo producidos por la reaccién inmunolégica. Este kit es especialmente util para la
realizacién de experimentos de transferencia Western; estos permiten estudiar la regulacion de la expresion del
polipéptido segun la invencién a partir de tejidos o células. Este kit es igualmente util en experimentos de
inmunoprecipitacion para determinar especialmente las proteinas que interaccionan con el polipéptido segun la
invencion.

Puede aplicarse cualquier procedimiento clasico para realizar dicha deteccion y/o valoracion. A modo de ejemplo, un
procedimiento preferido pone en juego procesos inmunoenzimaticos segun la técnica ELISA, mediante
inmunofluorescencia o radioinmunologia (RIA) o equivalente.

Se puede citar igualmente un procedimiento de deteccién y/o valoracion de acido nucleico en una muestra bioldgica,
caracterizado porque comprende las etapas siguientes: (i) aislamiento de ADN a partir de la muestra bioldgica a
analizar, u obtencion de un ADNc a partir del ARN de la muestra bioldgica; (ii) amplificacién especifica del ADN que
codifica el polipéptido segun la invencién con la ayuda de cebadores; (iii) analisis de los productos de amplificacion.

Un estuche util para la deteccion y/o valoracion de un acido nucleico en una muestra biolégica mencionada
anteriormente comprende los elementos siguientes: (i) un par de cebadores nucleicos segun la invencion, (ii) los
reactivos necesarios para efectuar una reaccion de amplificacion de ADN, y eventualmente (iii) un componente que
permita verificar la secuencia del fragmento amplificado, mas particularmente una sonda segun la invencién.

Otro procedimiento de deteccién y/o valoracién de acido nucleico en una muestra biolégica comprende las etapas
siguientes: (i) la puesta en contacto de una sonda segun la invencién con una muestra bioldgica; (ii) la deteccién y/o
valoracién del hibrido formado entre dicha sonda y el ADN de la muestra bioldgica.

Un estuche util para esta deteccién y/o valoracion de acido nucleico en una muestra biolégica comprende los
elementos siguientes: (i) una sonda segun la invencion, (ii) los reactivos necesarios para la aplicaciéon de una
reaccion de hibridacion, llegado el caso, (iii) un par de cebadores segun la invencion, asi como los reactivos
necesarios para una reaccion de amplificacién del ADN.

La invencién se refiere particularmente a los procedimientos segun la invencién y descritos anteriormente para la
deteccion y el diagnéstico de proliferacion celular, y mas particularmente de proliferacion celular de origen
canceroso.

La invencion se refiere igualmente a un procedimiento de cribado de ligandos susceptibles de afectar a la actividad
de transcripcion de un gen cuyo promotor comprende las secuencias CCAAT y/o CCAAT inversa susceptibles de
ligarse con un polipéptido segun la invencién, estando caracterizado dicho procedimiento porque comprende las
etapas siguientes de puesta en contacto de dicho polipéptido y uno o varios ligandos potenciales en presencia de los
reactivos necesarios para la aplicacion de una reaccion de transcripcion o de deteccién y/o la medida de la actividad
transcripcional. Es igualmente uno de los objetos de la invencidn proporcionar un kit o un estuche para el cribado de
ligandos susceptibles de afectar a la actividad transcripcional de un gen cuyo promotor comprende las secuencias
CCAAT y/o CCAAT inversa susceptibles de ligarse con un polipéptido segun la invencion, caracterizado porque
comprende los elementos siguiente: (i) un polipéptido segun la invencién; (ii) un ligando; (iii) los reactivos necesarios
para la aplicacion de una reaccion de transcripcion.

El polipéptido ICBP90 segun la invencién presenta una funcién de receptor nuclear. Por receptor nuclear, se
pretende designar un polipéptido que posea las propiedades esenciales de los receptores nucleares de hormonas.
Esta superfamilia de genes contiene entre otros los receptores nucleares de acido retinoico (RAR, RXR,...), los
receptores nucleares de hormonas esteroideas (glucocorticoides, mineralocorticoides, progesterona, andrégeno,
estrégeno) y los receptores nucleares de hormonas tiroideas (hormona T3). Es pues igualmente uno de los objetos
de la presente invencién proporcionar un procedimiento de cribado de ligandos susceptibles de afectar a la funcion
de “receptor nuclear” del polipéptido segun la invencién. Dicho procedimiento comprende las etapas de:

a) puesta en contacto del polipéptido de la invencién con uno o varios ligandos potenciales en presencia de los
reactivos necesarios;
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b) deteccién y/o medida de la actividad transcripcional de un gen cuyo promotor comprende secuencias
nucleotidicas con las que son susceptibles de ligarse el polipéptido de la invencion. Preferiblemente, dichas
secuencias nucleotidicas son secuencias CCAAT y/o CCAAT inversa (ICB).

Las técnicas de deteccion y/o medida de la actividad transcripcional son conocidas por el especialista en la materia.
Conviene citar especialmente las tecnologias de transferencia Northern y PCR-TI, que pueden aplicarse con los
polinucledtidos de la invencién utilizados respectivamente como sonda o como cebador.

Se pretende definir como ligando todos los compuestos susceptibles de interaccionar con el polipéptido segun la
invencion para formar un complejo susceptible de afectar a la actividad transcripcional, es decir, de aumentar,
disminuir, modular o anular la transcripcion de un gen bajo el control de un promotor que contiene una secuencia de
ADN con la que se liga el polipéptido de la invencion.

Dicho ligando es pues susceptible de tener actividad agonista o antagonista. Entre los ligandos segun la invencion,
conviene citar las moléculas bioldgicas que interaccionan con el polipéptido segun la invencién, asi como todos los
compuestos quimicos de sintesis. Entre los ligandos, conviene citar igualmente el anticuerpo segun la invencion, asi
como un oligonucledtido que presente una identidad de secuencia con la secuencia nucleotidica CCAAT y/o CCAAT
inversa; dicho ligando es susceptible de constituir un inhibidor del polipéptido segun la invencion.

La invencion hace referencia igualmente al ligando susceptible de obtenerse mediante los procedimientos de cribado
precedentes.

Se pretende definir igualmente como ligando cualquier compuesto susceptible de ligarse con la secuencia de ADN
de unién del polipéptido segun la invencién. Dicho ligando constituye un inhibidor competitivo del polipéptido segun
la invencién para el enlace con la secuencia de ADN.

De preferencia, la muestra bioldgica segun la invencion en la que se realiza la deteccion y valoracion esta
constituida por un fluido corporal, por ejemplo, un suero humano o animal, sangre, saliva, moco pulmonar o biopsias.
Entra igualmente en la definicion de muestra bioldgica de la invencién el liquido biolégico resultante de un lavado
broncoalveolar obtenido igualmente en los analisis de diagndéstico de canceres de las vias respiratorias profundas.

Segun otro aspecto, la invencidn se refiere a un compuesto caracterizado porque se elige entre un anticuerpo,
polipéptido, ligando, polinucleétido, oligonucledtido o vector segun la invencion a modo de medicamento, y
especialmente como principios activos de medicamento; estos compuestos estaran preferiblemente en forma
soluble, asociados a un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Se pretende designar como vehiculo
farmacéuticamente aceptable cualquier tipo de vehiculo empleado habitualmente en la preparacion de
composiciones inyectables, es decir, un diluyente o agente de suspension tal como una solucién salina isoténica o
tamponada. Preferiblemente estos compuestos se administraran por via sistémica, particularmente por via
intravenosa, intramuscular, intradérmica u oral. Sus modos de administracion, posologias y formas galénicas
Optimas pueden determinarse segun los criterios tenidos generalmente en cuenta en el establecimiento de un
tratamiento adaptado a un paciente como, por ejemplo, la edad o el peso corporal del paciente, la gravedad de su
estado general, la tolerancia al tratamiento y los efectos secundarios comprobados, etc.

Segun otro aspecto, la invencion se refiere a un compuesto caracterizado porque se elige entre un polipéptido,
polinucledtido, polinucledtido anticodificante, anticuerpo, vector, célula o ligando segun la invenciéon a modo de
medicamento, y especialmente como principios activos de medicamento; estos compuestos estaran preferiblemente
en forma soluble, asociados a un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Se pretende designar como vehiculo
farmacéuticamente aceptable cualquier tipo de vehiculo empleado habitualmente en la preparacion de
composiciones inyectables, es decir, un diluyente o agente de suspension tal como una solucién salina isoténica o
tamponada. Preferiblemente, estos compuestos se administraran por via sistémica, en particular por via intravenosa,
intramuscular, intradérmica u oral. Sus modos de administraciéon, posologias y formas galénicas éptimas pueden
determinarse segun los criterios tomados generalmente en cuenta en el establecimiento de un tratamiento adaptado
a un paciente como, por ejemplo, la edad o el peso corporal del paciente, la gravedad de su estado general, la
tolerancia al tratamiento y los efectos secundarios comprobados, etc. Cuando el agente es un polipéptido,
antagonista, ligando o polinucleétido, por ejemplo una composicion anticodificante o un vector, puede introducirse en
los tejidos o células hospedadores mediante un cierto numero de formas, incluyendo infeccién virica, microinyeccion
o fusién de vesiculas. Se puede utilizar igualmente la inyeccion a chorro para una administracion intramuscular como
se describe por Furth et al. (1992). Se puede depositar el polinucleétido sobre microparticulas de oro, y suministrarlo
por via intradérmica con ayuda de un dispositivo de bombardeo de particulas o una “pistola de genes” como se
describe en la bibliografia (véase, por ejemplo, Tang et al. (1992) en que los microproyectiles de oro se revisten con
el polinucleétido de la invencion, preferiblemente el polinucleétido anticodificante de la invencién, y después se
bombardean en las células de piel.

El compuesto segun la invencion se utiliza para la preparacién de un medicamento destinado a modular, aumentar o
disminuir la proliferacién celular.

La invencion hace referencia igualmente a una composicion farmacéutica para el tratamiento preventivo y curativo
del cancer, caracterizada porque contiene una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto segun la
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invencion y un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Segun un modo de realizacién preferido, la composicion
farmacéutica se caracteriza porque contiene un anticuerpo segun la invencién como agente orientador, conjugado
con al menos un agente seleccionado entre el grupo de agentes antiproliferativos, antineoplasicos o citotdxicos.
Estos agentes son radiois6topos o entidades no isotdpicas. La conjugacion del anticuerpo de la presente invencion
con un agente antiproliferativo, antineoplasico o citotdxico puede utilizarse para detener el desarrollo de canceres y
para inducir la regresion y/o eliminacién de la masa tumoral. Preferiblemente, se introduce el anticuerpo o fragmento
de anticuerpo asi conjugado en el paciente aquejado de cancer y se suministra a los sitios tumorales por via oral o
parenteral en un liquido transportador farmacéuticamente aceptable tal como una solucion de sal fisioldgica. Como
alternativa, puede perfundirse una solucién o suspension de anticuerpo o fragmento de anticuerpo conjugado con un
agente directamente en el tejido epitelial maligno, utilizandose este procedimiento preferiblemente en el caso en que
el cancer no haya metastatizado.

Los radioisétopos preferidos conjugados con anticuerpos monoclonales empleados para la terapia son radioisétopos
emisores de rayos gamma, y preferiblemente yodom, itriogo, oro199, paladiomo, cobre67, bismuto?"’ y antimonio®'".
Los radiois6topos emisores de rayos beta y alfa pueden utilizarse igualmente para la terapia. Las entidades no
isotopicas conjugadas con los anticuerpos monoclonales empleadas para la terapia son multiples y variadas; se
pueden citar: (i) antimetabolitos tales como los agentes antifolato, metotrexato; (ii) analogos de purinas y pirimidinas
(mercaptopurina, fluorouracilo, 5-azacitidina); (iii) antibidticos; (iv) lectinas (ricina, abrina) y (v) toxinas bacterianas
(toxina diftérica).

El anticuerpo segun la invencién puede utilizarse igualmente como agente orientador para orientar células
citotoxicas tales como linfocitos T humanos, monocitos o linfocitos NK al sitio del tumor metastasico o no. Las
células citotoxicas pueden unirse al anticuerpo mediante el receptor Fc situado en la superficie de estas células o
mediante un anticuerpo intermedio que presenta una doble especificidad por ejemplo; dichos anticuerpos
biespecificos para orientacion a células cancerosas pueden producirse fusionando una célula inmunitaria productora
del anticuerpo de la presente invencién o el hibridoma de la presente invencion con una célula productora de un
anticuerpo dirigido contra la célula citotoxica diana. Los anticuerpos biespecificos pueden producirse igualmente
mediante acoplamiento quimico de dos anticuerpos que tienen la especificidad deseada. El anticuerpo segun la
invencion permite igualmente orientar vehiculos de suministro, agentes antiproliferativos, antineoplasicos o
citotdxicos al sitio del tumor metastasico o no. Se pretende designar como vehiculos de suministro los liposomas y
las particulas viricas. En ciertos casos, se podran prever elementos orientadores que aseguren una expresion
especifica de ciertos tejidos o células de forma que se puedan limitar las zonas de expresion de los polipéptidos
segun la invencion.

La invencion se refiere igualmente a un producto que comprende al menos un compuesto segun la invencién y al
menos un agente anticanceroso como producto de combinacion para utilizacion simultanea, separada o extendida
en el tiempo en terapia anticancerosa.

Por ultimo, la invencién se refiere a una composicién para la deteccion, localizaciéon y formacién de imagenes de
canceres, que comprende un anticuerpo segun la invencién tal que el anticuerpo esté marcado directa o
indirectamente con un marcador generador de sefal seleccionado entre los isétopos radiactivos y las entidades no
isotopicas tales como se definen anteriormente. La invencion tiene igualmente como objeto un procedimiento de
deteccién, localizacién y formacion de imagenes del cancer que comprende las etapas de (i) inyeccion parenteral en
un ser humano de una composicion segun la invencion; (ii) acumulacion después de un tiempo suficiente al nivel de
las células cancerosas del anticuerpo marcado, y penetracion entonces del anticuerpo marcado en el interior de
dichas células, sin que dicho anticuerpo se ligue sustancialmente con células normales, (iii) deteccion de la sefal
mediante un detector de seial y (iv) conversion de la sefial detectada en una imagen de las células cancerosas.

Apareceran otras caracteristicas y ventajas de la invencién como consecuencia de la descripcidon con los ejemplos
representados a continuacion. En estos ejemplos, se referira a las figuras siguientes.

Figura 1: Expresién de la proteina ICBP90 en células HelLa (células tumorales) y en fibroblastos pulmonares
humanos en cultivo primario (células no tumorales).

Se ha realizado la deteccion de la proteina endégena ICBP90 en extractos totales de proteinas de células HelLa en
confluencia (carril 1) o en proliferacién (carril 2) y en extractos totales de proteinas de fibroblastos pulmonares
humanos en cultivo primario en confluencia (carril 3) o en proliferaciéon (carril 4). Después de migrar por gel de
poliacrilamida al 8% en presencia de SDS, se transfieren las proteinas a membrana de nitrocelulosa mediante
electrotransferencia. Se realiza el revelado con la ayuda del anticuerpo 1RC1C-10 diluido 1/4000 (concentracion
inicial 2 mg/ml) y un anticuerpo secundario acoplado con fosfatasa alcalina y dirigido contra las cadenas pesadas de
anticuerpo de raton. En los carriles correspondientes a los extractos de células Hela, se observa una banda
mayoritaria de 97 kDa; para las células HelLa en proliferacion, aparecen bandas suplementarias de tamarios
inferiores a 97 kDa (carril 2). En los fibroblastos pulmonares humanos en confluencia, no se expresa la proteina
endogena (carril 3) y aparece cuando las células empiezan a proliferar (carril 4). Estas observaciones sugieren que
la proteina endégena ICBP90 es un marcador de la proliferacion celular para células normales (fibroblastos),
mientas que para las células tumorales seria un marcador para cualquier estado celular.
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Figura 2: Inmunoprecipitacion de la proteina endégena

Se realiza la inmunoprecipitacion con extractos proteicos totales de células MOLT-4. Se fija el anticuerpo 1RC1C-10
sobre bolas de proteina G-Sepharose y se pone en contacto entonces con los extractos proteicos durante 2 horas a
temperatura ambiente. Después del lavado, se precipitan los complejos de bolas/1RC1C-10/proteina mediante
centrifugacion, se analizan mediante migracion en gel de poliacrilamida al 8% en presencia de SDS y se transfieren
entonces a membrana de nitrocelulosa y se revelan como se indica en la figura 1. Se observa una banda unica de
97 kDa, asi como una banda de 45 kDa que corresponde a la cadena pesada de 1RC1C-10.

Figura 3: Localizacién nuclear de la proteina endégena

Se han utilizado células HelLa para examinar la expresion enddgena de la proteina ICBP90 in situ con la ayuda del
anticuerpo 1RC1C-10 y de un anticuerpo secundario anti-ratén acoplado con el fluorocromo CY3. El marcaje esta
localizado exclusivamente en el nucleo. El nucleolo y citoplasma no estan marcados.

Figura 4: Expresion de ICBP59 enddgena en células en proliferacion

Se ha observado la proteina endégena en cortes de parafina de apéndice humano. Después del desparafinado y
pretratamiento por calentamiento en tampén acido (desvelado de los sitios antigénicos), se incuban los cortes
durante 16 horas con el anticuerpo 1RC1C-10 diluido 1/10000 (concentracién inicial de 2 mg/ml). Se realiza el
revelado mediante la puesta en contacto con un anticuerpo secundario biotinilado y entonces incubacién con el
complejo estreptavidina-peroxidasa. Se realiza igualmente una contratincion de los nucleos con hematoxilina de
Harris. El marcaje por 1RC1C-10 esta localizado esencialmente en las zonas de proliferacion celular. Las células
marcadas se encuentran en las criptas glandulares (CB) asi como en las zonas germinativas (ger).

Figura 5: Expresién de ICBP-59 en diversos tejidos humanos

Se ha evaluado el nivel de expresidon de ARNm correspondiente a ICBP59 en una transferencia puntual de ARN que
comprende 50 tejidos humanos diferentes. Se hibridé la transferencia durante 16 horas a 68°C con una sonda de
ADNCc radiactivo (32P) de 679 pb en una solucién de hibridacion ExpressHyb (Clontech). Después de los lavados, se
realiza un revelado por autorradiografia (exposicidon durante una semana a 80°C). Los tejidos que presentan el nivel
mas alto de expresion son timo adulto y fetal asi como médula ésea adulta e higado fetal.

Figura 6: Secuencia nucleotidica de ICBP90

El ADNc que codifica ICBP90 comprende 2379 pb. Las porciones de secuencia indicadas en negrita son aquellas
que no aparecen en las bases de datos de EST humanas (human dbest). Las otras partes de la secuencia existen
en diversas EST:

de 1 a325: EST n° Al083773.

de 367 a 865 : EST n° AA811055.

de 940 a 1857 : EST n° AA488755, EST n° AA129794 y EST n° AA354253.
Figura 7: Secuencia proteica de ICBP90

Se deduce la secuencia aminoacidica de ICBP90 mediante la traduccién de la secuencia nucleotidica de la figura 6.
ICBP90 comprende 793 residuos y presenta un peso molecular teérico de 89,758 kDa. El pKi es de 7,7. Los
aminoacidos indicados en negrita corresponden a ICBP-59.

Figura 8: Deteccion de ICBP90 en los sueros de pacientes que tienen marcadores séricos elevados de
tumores sdlidos

Se diluye un volumen de 2 pl de suero de cada paciente en 1 ml de tampdn PBS (solucién salina tamponada con
fosfato 1X) que contiene 0,1% de Tween 20, seguido de diluciones crecientes realizadas en el mismo tampén como
se indica en la figura. Se filtra una muestra de 0,5 ml de cada diluciéon por membrana de nitrocelulosa con la ayuda
de un aparato “Slot Blot BioRad”. Se bloquea la membrana en presencia de tampén PBS (que contiene 0,1% de
Tween 20 y 5% de leche) durante 1 hora a temperatura ambiente. Se revela la proteina ICBP90 con la ayuda del
anticuerpo 1RC-1C10 (1 ng/ml) y el anticuerpo secundario (anti-ratén acoplado con peroxidasa diluido 1/5000). Se
revelan las bandas por quimioluminiscencia mediante exposicién durante 10 segundos a una pelicula X-MAT
(Kodak).

Figura 9: Organizacién estructural del gen ICBP90

A. Exones representados por recuadros: los recuadros grises representan los exones codificantes; los recuadros
blancos representan los exones no codificantes. El tamafio de los exones se indica en pb en cada recuadro y los
nombres de los exones se indican por encima de los recuadros. Los intrones se mencionan de manera esquematica
por lineas finas y su tamafo aproximado se indica en pb. Se indican un supuesto sitio de iniciacion de la
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transcripcion y una sefial de consenso de poliadenilacion. EI ATG es el codén de inicio de la traduccion y TGA el
codon de terminacion de la traduccion.

B. Secuencia de la region 5 flanqueante del gen ICBP90 (Seq ID N° 12) (nimero de acceso a Genbank N°
AF220.226, depositado el 30 de diciembre de 1999). Los exones estan en mayusculas y los intrones en mindsculas.
El coddn de inicio ATG esta en mayusculas en negrita, y las secuencias ricas en GC (GC) y las secuencias CCAAT
(CB) se representan en mindsculas en negrita.

Figura 10: Analisis del promotor de ICBP90

Se fusionaron las secuencias del promotor de ICBP90 con la secuencia del gen “informador” CAT en el vector
pBLCAT2, que se transfectd a continuacion en células COS-1.

Se representa una representacion esquematica de estas construcciones a la izquierda, refiriéndose el nimero a los
nucledtidos en direccion 5 del coddn de iniciacion. Las actividades CAT relativas de los extractos celulares
correspondientes a la actividad del promotor TK minimo se expresan en porcentaje (a partir de tres experimentos de
transfeccion independientes) y se indican a la derecha.

Figura 11: Andlisis por transferencia Northern y transferencia Western de la expresion de ICBP90.

A. Se efectudé la hibridacion Northern en una membrana de transferencia Northern cuyos depédsitos de ARN
provienen de lineas celulares cancerosas de diferentes 6rganos. Se marca con digoxigenina una sonda especifica
de ICBP90, sintetizada mediante PCR, y se utiliza para la deteccién del ARNm de ICBP90. Se mencionan los
tamafios de los ARNm a la derecha de la linea 7.

Las lineas 1 a 7 contienen ARN procedentes respectivamente de la linea leucémica promielocitica HL-60, de Hela
53, de células K562 de leucemia mielogenosa cronica, de células de leucemia linfoblastica MOLT-4, de células Raiji
de linfoma de Burkitt, de células SW480 de adenocarcinoma colorrectal y de células A549 de carcinoma pulmonar.

El histograma muestra las tasas de expresién de los ARNm correspondientes a las bandas de 5,1 kb y 4,3 kb
expresados en porcentaje de tasa de expresion del ARNm de 5,1 kb de células HL-60 (linea 1, figura 11A).

B. Analisis de transferencia Western de la expresion de ICBP90 en células MOLT-4 y Hela.

Se prepararon lisados de células totales de células Hela y MOLT-4 en proliferacion. Se analiz6 la expresion de
ICBP90 en transferencia Western utilizando el anticuerpo 1RC1C-10.

EJEMPLO 1: DETERMINACION DE UNA NUEVA PROTEINA DE UNION CON LA SECUENCIA ICB
1.1. Construccion informadora para cribado del banco

El sistema de hibrido simple es una técnica potente que permite detectar in vivo en levadura la interaccion de
proteinas con secuencias de ADN especificas cribando los bancos de ADNc. Esto permite evaluar directamente el
ADNCc correspondiente de la proteina a ligar. Varios estudios han permitido identificar la nueva proteina con este
procedimiento. Estos procedimientos describen muy bien los protocolos utilizados (Inouye et al., 1994; Wang y
Reed, 1993).

Brevemente, se sintetizaron los oligonucleétidos siguientes 5-
AATTCGATTGGTTCTGATTGGTTCTGATTGGTTCTT-3 y 5’-
CTAGAAGAACCAATCAGAACCAATCAGAACCAATCG-3'. Se hibridan a continuacion estos nucleotidos. Segun las
instrucciones del fabricante (Clontech, Palo Alto, CA), la construccion informadora diana posee tres copias en serie
de la secuencia ICB2 (ICB2X3). Como se menciona anteriormente, se subraya una copia de ICB2 y las secuencias
CCAAT se representan en negrita. Para determinar la especificidad de unién de las proteinas con la secuencia ICB,
se sintetizaron e hibridaron los oligonucledétidos siguientes que contienen tres copias en serie de la secuencia GC1
(GC1X3) igualmente presentes en el promotor:

5’- AATTCGGGGCGGGGCCGGGGCGGGGCCGGGGCGGGGLT-3
5’- CTAGAGCCCCGCCCCGGCCCCGLCCCCGGLLLLCGLeeeaB-3

Se clonan los fragmentos de ADN diana resultantes en el poliligador de un plasmido integrativo pHISi-1 (Clontech)
mediante ligamiento de los extremos cohesivos al nivel del sitio EcoRI y Xbal, en direccion 5’ del promotor minimo
del gen his3. Se utiliza la cepa de levadura YM4271 (Clontech) para la transformacién y se seleccionan las colonias
de levadura que hayan integrado el plasmido en su genoma en medio sintético Dropout que no contiene histidina. Se
aislaron dos clones: uno para ICB2 y otro para la secuencia GC 1.
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1.2. Cribado del banco

Se utiliza un banco de ADNc de la linea celular Jurkat clonada en el sitio EcoRlI del poliligador en direccién 3’ de
GAL4-AD del vector pGAD10 (Clontech) para el cribado segun las instrucciones del fabricante. Se seleccionan los
clones positivos y se cultivan entonces en medio selectivo desprovisto de histidina y leucina. Se recupera el ADN
plasmidico de estos clones y se introduce mediante electroporacion en bacterias Escherichia coli XL1-blue. Se
realizé la secuenciacion de los insertos sobre una matriz de ADN plasmidico purificada a partir de un cultivo de 1,5
ml utilizando un kit de minipreparacién (Bio-Rad, Hercules, CA, EE.UU.). Se cribé un banco de ADNc de timo
humano clonado en Agt10 (Clontech) mediante hibridacién en placa, para recuperar un ADNc que codifica la parte N-
terminal de la proteina.

1.3. Descubrimiento de ICBP-59

Se secuenciaron los ADNc de cuatro clones que habian cumplido los criterios de seleccidén del sistema hibrido
simple y se analizaron los perfiles con la ayuda de bases de datos informaticos (Genbank, EMBL, PDB, Swissprot)
con el fin de determinar la naturaleza de las proteinas codificadas. Dos clones corresponden a proteinas ribosémicas
(hRS12 y hRS4), uno a una serina-treonina cinasa (STPLK-1) y el cuarto a una proteina humana de un peso
molecular tedrico de 59 kDa (calculado a partir de la secuencia traducida) y no catalogada.

Se clonaron los ADNc que codifican hRS4, hRS12 e ICBP-59, y obtenidos mediante digestion con EcoRI de clones
positivos obtenidos en el vector pGAD10, en el sitio EcoRI del vector de expresion pGEX-4T-1 (Pharmacia). Se
transformaron a continuacién los ADN recombinantes en una cepa de Escherichia coli adaptada (BL21). Se utilizaron
500 ml de cultivo del clon seleccionado cuando se alcanzé una densidad 6ptica de 0,5. Se indujo la sobreexpresion
de las proteinas de interés por IPTG (1 mM) durante 2 h a 37°C. EIl vector pGEX-4T-1 conduce a la obtencion de
grandes cantidades de proteinas en forma fusionada con glutation-S-transferasa (GST). Se purificaron a
continuacion las proteinas de fusién con glutation-S-transferasa (GST) utilizando bolas de Sepharose acoplada con
glutation (Pharmacia), seguido de un corte durante la noche con trombina (0,05 U/ml) a 4°C (Pharmacia).

Para ensayar la capacidad de la proteina de peso molecular 59 kDa de ligarse especificamente con las secuencias
ICB1 y/o ICB2, se marcaron tres copias en serie de ICB2 (ICB2X3, secuencias descritas anteriormente) al nivel
terminal con fésforo 2P utilizando la polinucledtido cinasa T4 (New England Biolabs) y [y**PJATP (160 mCi/mmol,
ICN Irvine, CA, EE.UU.). Para examinar la especificidad de la union, se sintetizaron oligonucleétidos que contenian
solamente una copia de la secuencia CCAAT:

ICB1: 5-AGTCAGGGATTGGCTGGTCTG-3';
5- CAGACCAGCCAATCCCTGACT-3’
ICB2: 5-AAGCTACGATTGGTTCTTCTG-3’;
5-CAGAAGAACCAATCGTAGCTT-3'.

Se incuba la proteina ICBP-59 purificada (1 ug) con 1 ng de oligonucleétido marcado en su extremo terminal con
fosforo *P en glicerol al 12%, HEPES-NaOH 12 mM (pH 7,9), KCI 60 mM, Tris-HCl 4 mM (pH 7,9), 100 ng de BSA,
DTT 0,6 mM y 100 ng de poli(dl/dC) en 20 pl (Inouye et al., 1994). Después de 30 minutos de incubacion a
temperatura ambiente, se carga la mezcla de reaccion sobre geles de poliacrilamida al 6%. En experimentos
competitivos, se afade la cantidad indicada de oligonucleétidos no marcados a la mezcla de reaccién 10 min antes
de la adicién de proteinas. Para examinar las propiedades de unién de ICBP90 a la secuencia ICB2, se utiliza el
mismo protocolo, con la diferencia de que el oligonucleétido marcado contiene solamente una copia de la secuencia
CCAAT tal como se describe a continuacion:

ICB2: 5-ATAAAGGCAAGCTACGATTGGTTCTTCTGGACGGAGAC-3’
5-GTCTCCGTCCAGAAGAACCAATCGTAGCTTGCCTTTTAT-3'.

Se estudia la especificidad de unién utilizando un nucleétido no marcado que contiene una secuencia GC del
promotor del gen de la topoisomerasa lla humana:

5-GAATTCGAGGGTAAAGGGGCGGGGTTGAGGCAGATGCCA-3
5-TGGCATCTGCCTCAACCCCGCCCCTTTACCCTCGAATTC-3'.

Estos experimentos de retardo de la migracién sobre gel de acrilamida han permitido determinar que la nueva
proteina humana de 59 kDa es capaz de ligarse con una secuencia de ADN de tipo ICB, y esto de manera
especifica. Se ha denominado a esta proteina ICBP-59 (por Inverted CCAT Box Binding Protein en inglés, proteina
de union a la secuencia CCAAT invertida de 59 kDa).
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EJEMPLO 2: CARACTERIZACION DE LA PROTEINA ICBP90
2.1. Sintesis de anticuerpo

Se sintetizan anticuerpos monoclonales de ratéon en el laboratorio mediante inyecciéon de la proteina ICBP-59
mediante procedimientos tradicionales (Brou et al., 1993); la proteina se purifico anteriormente mediante un sistema
de fusion GST. Se seleccionaron dos anticuerpos monoclonales 1RC1C-10 y 1RC1H-12 por su rendimiento para
detectar la proteina enddgena correspondiente a la proteina ICBP-59 a la vez en experimentos de transferencia
Western y en experimentos de inmunocitoquimica. Antes de la utilizacién, se purifican los anticuerpos sobre columna
de DEAE-celulosa (DE52, Whatmann) a partir de liquidos de ascitis.

2.2. Determinacién de la proteina endégena por transferencia Western

Con el fin de detectar la proteina endégena correspondiente a ICBP-59, se ha utilizado en un primer momento
1RC1C-10 en la transferencia Western (0,4 ug/ml de anticuerpo monoclonal 1RC1C-10) sobre extractos nucleares
de células HelLa en situacién de proliferaciéon y de confluencia (Figura 1). Se cultivan las células COS-1 y Hela tal
como se describe anteriormente (Brou et al., 1993; Gaub et al., 1998; Rochette-Egly et al., 1997). Se cultivan las
células MOLT-4 al aire al 100% en RPMI suplementado con 10% de suero fetal de ternero. Se preparan y cultivan
fibroblastos pulmonares humanos en cultivo primario DMEM/F12 tal como se describe anteriormente (Kassel et al.,
1998). Se adquirieron los extractos nucleares de células Jurkat en Sigma, mientras que los de MOLT-4 y HL60 se
prepararon tal como se describe precedentemente (Lavie et al., 1999). Las células HelLa en fase de crecimiento y los
fibroblastos pulmonares humanos se obtienen mediante la deplecién de suero del cultivo durante 30 h, seguido de
reintroduccion durante 16 horas en suero fetal de ternero (v/v) al 10%. Se detiene la proliferacion cuando la
confluencia alcanza de 60 a 70%. Las células detenidas en confluencia (confluencia de 100%) de manera
concomitante omitiendo la etapa de deplecion de suero. Para estos dos tipos celulares, se preparan lisados
celulares brutos recogiendo las células en PBS (solucién salina tamponada con fosfato) seguido de una etapa de
sonicacion. Para los experimentos de inmunotransferencia, se cargan lisados de células totales y extractos
nucleares sobre geles de poliacrilamida con SDS al 8% para realizar una electroforesis unidimensional. Se
transfieren las proteinas sobre membranas de nitrocelulosa bloqueadas con un reactivo de bloqueo al 10% (Roche
Molecular Biochemicals, Mannheim, Alemania) y se incuban con el anticuerpo monoclonal purificado (1RC1C-10) a
la concentracion de 0,5 pg/ml. Se utiliza un anticuerpo de cabra anti-raton acoplado con fosfatasa alcalina
(fragmentos Fab, Roche Molecular Biochemicals) a una diluciéon 1/2.500. Se detectan las sefiales utilizando cloruro
de 4-nitroazul de tetrazolio/fosfato de 5-bromo-4-cloro-3-indolilo como sustrato.

Estos experimentos muestran que la proteina endégena presenta un peso molecular aparente de aproximadamente
97 kDa. Ademas, se observa que las formas de la proteina varian en funcion de la naturaleza tumoral o no tumoral
de las células, asi como del estado de confluencia o proliferacion de las células. Efectivamente, en los carriles
correspondientes a los extractos de células Hela, se observa una banda mayoritaria de 97 kDa; para las células
Hela en proliferacion, aparecen bandas suplementarias de tamafios inferiores a 97 kDa (carril 2). En los fibroblastos
pulmonares humanos en confluencia, no se expresa la proteina endégena (carril 3) y aparece cuando las células
empiezan a proliferar (carril 4). Estas observaciones sugieren que la proteina endégena ICBP90 es un marcador de
la proliferacion celular para células normales (fibroblastos), mientras que para las células tumorales seria un
marcador en cualquier estado celular.

La utilizacion del anticuerpo monoclonal en experimentos de inmunoprecipitacion con extractos de proteinas
nucleares, seguido de una transferencia Western, conduce de la misma manera a la determinacién de una proteina
de 97 kDa (Figura 2).

Los resultados obtenidos en transferencia Western, tanto para los extractos de proteinas nucleares como para las
inmunoprecipitaciones, muestran que la proteina de 59 kDa aislada con la ayuda del sistema hibrido simple solo
constituye un fragmento de la proteina endégena humana correspondiente, en este caso el fragmento C-terminal a
partir del residuo D263. Ha hecho falta entonces emprender un nuevo cribado del banco de ADNCc.

2.3. Andlisis de transferencia puntual de ARN de multiples tejidos humanos

Con el fin de elegir un banco que dé las mayores posibilidades de aislar la proteina completa, se ha querido
identificar un tejido humano que expresara el ARN mensajero (ARNm) correspondiente en gran cantidad. Con la
ayuda de una sonda de ADNc que recubre una parte de la secuencia de ICBP59 y marcada con ¥p se ha ensayado
la expresion del ARNm de interés en 50 tejidos humanos diferentes en una transferencia puntual de ARN.
Brevemente, se sintetizé una sonda de 678 pares de bases correspondiente a la secuencia aminoacidica 269 a 500
de ICBP90 mediante PCR utilizando la pollmerasa Taq (Sigma, St Louis, MO, EE.UU.). Se purifica la sonda marcada
mediante cebado aleatorio utilizando dCTP-a*?P sobre columnas de Sephadex G50 (Pharmacia, Uppsala, Suecia).

Se hibrida una transferencia puntual de ARN de multiples 6rganos que contiene ARN poli(A)+ de 50 tejidos humanos
diferentes durante 20 horas en condiciones de alto rigor en un medio ExpressHyb (Clontech) a 68°C con una sonda
marcada con **P. Se realizan lavados de alto rigor con 0,1 x SSC, 0,1% SDS de a 68°C (De Vries et al. 1996).
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Los resultados obtenidos (figura 5) muestran que los tejidos que expresan mas el ARNm de la proteina ICBP-59 son
timo adulto y fetal, asi como médula 6sea adulta e higado fetal. Para aislar la proteina entera, se hace pues la
seleccién de un banco de ADNc de timo adulto.

2.4. Cribado del banco y clonacién de ICBP90

El cribado del banco ha permitido obtener varios clones de aproximadamente 4000 pares de bases (pb) que
comprenden un marco de lectura abierto de 2379 pb (Fig. 6). Esta secuencia codifica una proteina de 793
aminoacidos (Fig.7) cuyo peso molecular tedrico (calculado a partir de la secuencia traducida) es de 89,758 kDa. Se
ha denominado a esta proteina ICBP90 (por Inverted CCAT Box Binding Protein en inglés, proteina de unién a la
secuencia CCAAT invertida de 90 kDa) por analogia con la denominacion utilizada para la proteina inicial de 59 kDa.

Se sintetizd el ADNc de ICBP90 (2379 pb) mediante PCR utilizando la ADN polimerasa Deep Vent (New England
Biolabs, Beverly, MA, EE.UU.) y los oligonucleétidos utilizados en el transcurso de esta reaccion de PCR estaban
cercanos al sitio de EcoRI. Se subcloné a continuacion el producto de reaccion en un vector pGEX-4T-1 (Pharmacia)
para la expresion de la proteina de fusion GST en BL21. Se induce la sobreexpresion por IPTG (1 mM) durante 4 h a
25°C. Se purifica a continuacion la proteina ICBP90.

2.5. Inmunocitoquimica e inmunohistoquimica.
Se aplicé igualmente la observacién directa de la proteina ICBP90 sobre células y tejidos.

Se transfectaron células COS-1 como se describe anteriormente (Brou et al., 1993; Gaub et al., 1998) con el vector
pSG5 (Stratagene, La Jolla, CA) en el que se subclon6 el ADNc de ICBP90 (2379 pb) en el sitio de restriccion
EcoRI. Se sintetiza el ADNc mediante reaccion de polimerizacion en cadena (PCR) utilizando la polimerasa Deep
Vent (New England Biolabs) y los oligonucledtidos que flanquean el sitio de restriccion EcoRIl. Se verifica la
construccion plasmidica mediante secuenciacion. Se realiza el inmunomarcaje de las células Hela y las células
COS-1 transfectadas tal como se describe anteriormente (Brou et al., 1993) respectivamente con los anticuerpos
monoclonales 1RC1C-10 y 1RC1H-12. Se realiza un marcaje indirecto con inmunoperoxidasa de ICBP90 y de
topoisomerasa lla como se describe anteriormente (Rio et al., 1987, Devys et al., 1993). Se embeben apéndices
humanos en parafina y se fijan en formalina tamponada al 10% (Sigma). Se incuban los cortes en serie (3 pum)
durante una noche a temperatura ambiente con el anticuerpo 1RC1C-10 y con el anticuerpo anti-topoisomerasa lla

. (NeoMarkers, Union City, CA, EE.UU.). Se visualizan los anticuerpos ligados especificamente mediante un complejo

que utiliza estreptavidina-biotina (procedimiento LAB/LSAB, Dako LSAB2 System Kit; DAKO, Carpinteria, CA,
EE.UU.).

En la inmunocitoquimica, el anticuerpo 1RC1C-10 marca el nacleo de células HelLa, mientras que el nucleolo y el
conjunto del citoplasma no estan marcados (Figura 3). En inmunohistoquimica, los cortes de apéndice humano en
parafina muestran un marcaje localizado esencialmente en zonas de proliferacién celular (Figura 4). Efectivamente,
las células marcadas estan alojadas en las criptas glandulares (CG), asi como en las zonas germinativas (ger). Se
obtiene un marcaje idéntico cuando se utiliza un anticuerpo anti-topoisomerasa lla, que es una enzima expresada
unicamente en células en proliferacion (resultados no ilustrados).

2.6. Investigaciones con BLAST y predicciones de dominios

Se realizaron los estudios con BLAST en linea a partir de informaciones del National Center for Biotechnology
Information del National Institute of Health (Bethesda, MD, EE.UU.). Se utilizan SCANPROSITE y PROFILESCAN
para el andlisis proteico (Infobiogen, Villejuif, Francia).

ICBP90 comprende un dominio “de tipo ubiquitina” en sus primeros 80 aminoacidos, dos sitios de localizacion
nuclear potenciales en la parte C-terminal y dos dominios en dedo de cinc (“zinc-finger”), en que uno estaria
implicado en la unién al ADN vy el otro en las interacciones proteina-proteina. Estan igualmente presentes varios
sitios potenciales de fosforilacién para proteina cinasa C, caseina cinasa Il, asi como una tirosina cinasa.

La produccion y purificacion de ICBP90 con la ayuda del sistema de fusion GST (mismo procedimiento que el
utilizado para ICBP-59) ha permitido finalmente ensayar la capacidad de la proteina completa de ligarse con
secuencias de ADN de tipo ICB. Su comportamiento es idéntico en todos los puntos al observado para ICBP-59.

En definitiva, se ha aislado una nueva proteina humana que se ha denominado ICBP90 por las razones
mencionadas anteriormente. Su peso molecular teérico es 89,758 kDa y su peso molecular aparente sobre gel de
acrilamida es 97 kDa. Esta proteina no esta solo localizada exclusivamente en el nucleo de células humanas, sino
que presenta igualmente la capacidad de ligarse con secuencias de ADN de manera especifica, en este caso con
secuencias de tipo CCAAT. Por estas razones, se cree que ICBP90 tiene la posibilidad de modular la expresion de
genes cuyo promotor esta provisto de secuencias CCAAT, eventualmente en posicion inversa (ICB). El gen de la
topoismerasa lla, que interesa mas particularmente y que comprende 5 secuencias ICB en su promotor, parece una
de las dianas privilegiadas de ICBP90.
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Estos experimentos han permitido determinar las caracteristicas notables del anticuerpo 1RC1C-10, que solo marca
Unicamente las células en proliferacién en el caso de células no cancerosas y marca las células cancerosas en
proliferacion o quiescencia; es utilizable en 4 técnicas diferentes (transferencia Western, inmunocitoquimica,
inmunohistologia e inmunoprecipitacion); posee una muy buena afinidad y permite utilizar una dilucién 1/150.000 en
inmunohistoquimica (concretamente, 13 ng/ml); por ultimo, su utilizacién no genera casi ruido de fondo.

Las aplicaciones futuras de 1RC1C-10 se situan en primer lugar en los campos del diagnéstico y la investigacion
fundamental. Para el diagnéstico en anatomia patoldgica, por ejemplo, seria perfectamente posible dar cuenta del
estado proliferativo de un tejido canceroso dado. Respecto a la investigacion fundamental, estan en marcha
investigaciones de laboratorio con el fin de determinar la contribucion exacta de ICBP90 en los mecanismos de
proliferacion de células normales y de células cancerosas. Asi pues, para el estudio de la expresion de ICBP90 en
funcién del ciclo celular, de su localizacion nuclear precisa y de su interaccion con otras proteinas celulares, la
utilizacion del anticuerpo sera inevitable.

Por el momento, no se ha estudiado la expresién de ICBP90 en funcién del ciclo celular. No obstante, en el caso en
que las lineas de células cancerosas sean confluentes o cuando estén en proliferacién, no pueden detectarse
diferencias significativas en la expresion de ICBP90 (Fig. 1) al menos en lo que se refiere a la forma de 97 kDa. En
contraposicion, en células confluentes no cancerosas (células de musculo liso bronquiales humanas) la expresion de
ICBP90 es dificilmente detectable (resultados no ilustrados). Esto se confirma en los cortes histolégicos en que
ninguna célula quiescente se marca por el anticuerpo. Es posible en consecuencia que la ICBP90 sea expresada en
cualquier fase del ciclo celular en células cancerosas, mientras que su expresion variaria en funcion de cada fase en
células no cancerosas. Esto vuelve la utilizaciéon del anticuerpo extremadamente interesante, en el sentido de que se
tendria a disposicién un marcador de la proliferacion celular de tejidos cancerosos que no dependeria de la fase del
ciclo celular, al contrario que otros marcadores de la proliferacién celular tales como Ki-67, topoisomerasa lla, ciclina
E y ciclina B1. Efectivamente, el final de la fase S se caracteriza por una expresion muy baja de Ki-67, la ciclina E
marca las células al final de la fase G1 hasta la mitad de la fase S y la ciclina B2 marca las células en fase G2/M
(para revision, Darzynkiewicz et al., 1994). Por otro lado, se ha mostrado que el PCNA (Proliferating Cell Nuclear
Antigen en inglés, antigeno nuclear de célula proliferante) sobreestima el numero de células en proliferacién en
ciertos tipos de tejidos (Roskell y Biddolph, 1999).

La ICBP90 desempefia un papel importante en la proliferacion celular al regular la expresion de genes tales como el
de topoisomerasa lla. Las diferentes estrategias que tienden a bloquear la accién de esta proteina deben permitir
modificar la proliferacién celular. Asi, la utilizacién del anticuerpo 1RC1C-10, asi como la utilizacién de péptidos que
imitan la interaccion ADN/ICBP90 sin generar por ello el efecto fisioldgico posterior, constituyen una posibilidad
interesante. El disefio de estos péptidos se inspiraria directamente en la secuencia proteica de ICBP90 que se ha
descrito. Una forma truncada correspondiente a ICBP59 podria ser, por ejemplo, uno de los primeros candidatos.

Puede considerarse el bloqueo puro y duro de la expresiéon de ICBP90 con el objetivo de eliminar completamente su
influencia sobre los genes vy, por extension sobre la proliferacion; puede hacerse mediante un enfoque clasico
obteniendo inhibidores de la proteina, o bien utilizando un enfoque mas moderno correspondiente a la técnica de
interferencia por ARN bicatenario (ARN interferente o ARNi) tal como se ha descrito recientemente por Kennerdell y
Carthew (1998).

EJEMPLO 3: AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DEL GEN DE ICBP90
3.1. Materiales y procedimientos
3.1.1. Construccion y cribado de un banco genémico placentario humano

Después de digestion parcial con la enzima Mbol, se fraccion6 el ADN gendmico placentario en funcion del tamano
en un gradiente de 10 a 40% de sacarosa. Se ligaron fragmentos de ADN de 15 kb con un vector AGEM12
previamente digerido con BamHI (Promega, Madison WI, EE.UU.). Después de empaquetar, se valoraron las
particulas de los fagos A en células TAP 90. El banco genémico contiene 3x 10° unidades formadoras de placas
(ufp). Se expusieron para el analisis 10° clones. Se marcé una sonda de 620 pb correspondiente al extremo 5’
terminal del ADNc de ICBP9O0 utilizada para el cribado con a*?P-dCTP mediante un procedimiento de cebado
aleatorio (random priming) (Sambrook et al., 1989). Se utiliza la sonda marcada segun un protocolo clasico de
hibridacién en placa para cribar el banco gendémico (Sambrook et al., 1989). Se realiz6 la hibridaciéon a 68°C en 5X
SSC (NaCl 15 mM, citrato de sodio 1,5 mM, pH 7,0), 5 X de solucién de Denhardt, ADN de esperma de salmén 100
pug/mly 0,1% de SDS, seguido de 30 minutos de lavados con 2X SSC, 0,1% de SDS a temperatura ambiente.

Se realizaron dos etapas de cribado para purificar un clon positivo. Se digirié a continuacion el clon positivo con la
enzima Notl y se subclonaron dos fragmentos de 6 y 10 kb en el vector pBluescript-SK+ (Stratagene, La Jolla CA,
EE.UU.) segun un protocolo estandar (Sambrook et al., 1989).

3.1.2. Cribado del banco de ADNc de timo humano

Se cribé un banco de AGT10 del extremo 5 de ADNc de timo humano (Clontech, Palo Alto, CA, EE.UU.) mediante
hibridacion en placa utilizando la sonda de ADNc de 679 pb sintetizada tal como en el parrafo relativo al andlisis por

17



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2378 527 T3

transferencia Northern. Se detectaron las sefiales utilizando cloruro de 4-nitroazul de tetrazolio y fosfato de 5-bromo-
4-cloro-3-indolilo como sustrato.

3.1.3. Reaccion de polimerizacion en cadena (PCR) de ADN gendmico placentario

Se preparé ADN gendmico placentario segun un procedimiento convencional (Sambrook et al., 1989). Para la region
5’ del gen ICBP90, los inventores utilizaron el kit PCR Advantage®-GC Genomic de Clontech, que esta adaptado a
regiones ricas en GC del ADN gendmico. Para cubrir las regiones 3’ flanqueantes, se utilizaron la polimerasa Taq
(Sigma, St. Louis, MO, EE.UU.) y su tampdn correspondiente. Se realizaron las reacciones segun las instrucciones
del fabricante, utilizando 250 ng de ADN gendmico placentario como matriz en un volumen final de 50 pul. Con el fin
de obtener la amplificacion de los intrones de longitudes 19 kb y 8,7 kb, se utiliz6 el sistema PCR Expand™ 20kbP"®
(Roche Diagnostics, Mannheim, Alemania).

Se realizo la reaccién en 100 ul utilizando 125 ng de ADN gendmico placentario por reaccion.
3.1.4. Construcciones plasmidicas y ensayos CAT

Se obtuvieron una serie de fragmentos diferentes por PCR de la regién 5’ flanqueante del gen de ICBP90 utilizando
cebadores de 20 nucleétidos con el fin de obtener las construcciones descritas en la Figura 10. Estas contienen un
sitio de restriccion BamHI y el ADN gendmico placentario se utiliz6 como cebador. Se digirieron los productos de
PCR y se subclonaron en direccion 5’ del gen informador cloranfenicol acetiltransferasa (CAT) de un vector que
contenia el promotor minimo de timidina cinasa (pBICAT2). Se verificaron las construcciones plasmidicas por
secuenciacion. Se cultivaron células COS-1 en medio Dulbecco modificado por Eagle (DMEM) suplementado con
5% de suero fetal de ternero. Después de la exposicion, se transfirieron las células con las diferentes construcciones
plasmidicas (5 pg) utilizando la técnica de coprecipitacion con fosfato de calcio (Banerji et al., 1981)). Se realizaron a
continuacion los analisis de expresién de CAT como se describe en otro lugar (Goetz et al. (1996)).

3.1.5. Localizacién cromosdmica del gen ICBP90

Se prepararon cromosomas metafasicos a partir de leucocitos humanos de sangre periférica segun protocolos
estandares (Haddad et al. (1988)). Brevemente, se marco una sonda de 10 kb, correspondiente a un fragmento &’
terminal del clon de 16 kb aislado a partir del cribado del banco de ADN gendmico placentario, con biotina-16-dUTP
(Roche Diagnostics) mediante “traslacion de mella”. Se precipita a continuacion la sonda con un exceso (50X) de
ADN humano Cot-1 (Life Technologies, Rockville MD), resuspendido en 50% de formamida, 1X SSC, prehibridado
durante 2 horas a 37°C y entonces hibridado durante una noche a 37°C. Se realiza la deteccion utilizando avidina-
FITC (Vector Laboratories, Burlingam CA). Se contratifieron los cromosomas con 4’,6-diamino-2-fenilindol (Sigma).

3.1.6. Analisis de transferencia Northern y de transferencia Western

Se prehibridé una membrana de transferencia Northern que contenia 2 ug de ARN poliA+ por linea, procedente de 7
lineas celulares humanas cancerosas diferentes (Clontech) en Express Hyb (Clontech) y se hibridé entonces con la
sonda especifica de ICBP90 en Express Hyb a 68°C durante 2 horas. Se preparo la sonda bicatenaria marcada con
digoxigenina mediante amplificacion por PCR de un fragmento de 676 pb a partir de ADNc de ICBP90 (nucledtidos
806 a 1485; numero de acceso a Genbank AF 129 507) segun las instrucciones del fabricante (Roche Diagnostics).

Después de purificaciéon mediante una columna de cromatografia Micro Bio-Spin 30 (Bio-Rad, Hercules, CA), se
calenté a 95°C durante 15 minutos la sonda especifica de ICBP90 (5 ng/ml) y se enfrid entonces en hielo antes de la
adicion de la solucion de hibridacién. Se realizaron los lavados después de hibridacion dos veces con 2X SSC, 0,1%
de SDS (30 minutos por lavado a temperatura ambiente) y entonces dos veces con 0,1X SSC, 0,1% de SDS (30
minutos por lavado a 68°C). Se trat6é la membrana con solucién A (acido malico 0,1 M, NaCl 0,15 M a pH 7,5) y se
bloqued entonces mediante incubaciéon con 1% de agente bloqueante (Roche Diagnostics) en tampdn A durante 30
minutos a temperatura ambiente.

Se afiadid un anticuerpo conjugado con fosfatasa alcalina dirigido contra digoxigenina (fragmento Fab, Roche
Diagnostics) (150 mU/ml) y se incub6 entonces durante 30 minutos a temperatura ambiente. Se lavé a continuacion
la membrana dos veces con la solucion A y se equilibré entonces con Tris-HCI 0,1 M, NaCl 0,1 M, pH 9,5. Para la
deteccion por quimioluminiscencia, los inventores han utilizado el agente 3-(4-metoxiespiro-{1,2-dietano-3,2’-(5'-
cloro)triciclo[3.3-1.1%"]decan}-4-il)fenilfosfato de disodio (Roche Diagnostics) segun las instrucciones del fabricante.
Se cuantificaron las bandas de ARNm utilizando el software NIH Image 1.62 y se expresaron en porcentaje de la
banda de ARNm mas abundante (es decir, la banda de 5,1 kb de las células HL-60).

Se realizo el andlisis de transferencia Western como se describe en otro lugar (Hopfner et al. (2000)). Se detectaron
las sefales utilizando cloruro de 4-nitroazul de tetrazolio/fosfato de 5-bromo-4-cloro-3-indolilo como sustrato.
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3.1.7. Herramientas de investigacion del alineamiento local de bases, predicciones de sitios de iniciacion de
la transcripcion y de la sefial poliA

Se realizaron las investigaciones de alineamiento local de bases por el Centre National d’Information en
Biotechnologie del National Institute of Health (Bethesda, MD, EE.UU.). Se realizaron el cribado del banco de
factores de transcripcion con el programa informatico Mat Inspector, las predicciones de sitios de iniciacion de la
transcripcion (TSS) con Neural Network, asi como la prediccion de la sefal poliA, por el Baylor College of Medicine
(Reese et al. (1996)).

3.2. Resultados
3.2.1. Aislamiento y caracterizacion del gen de ICBP90

Se cribd un banco de ADN complementario de placenta humana clonado en el fago lambda GEM 12 con la ayuda de
una sonda de ADN. EI cribado condujo a la purificacién de un solo clon positivo que tiene un inserto de 16 kb. El
analisis de secuencia permitié determinar que contenia una secuencia intrénica larga de 10 kb y que contenia 3
exones (denominados B, C y D en la Figura 9A). Todos los demas cribados, incluyendo especialmente los realizados
por PCR en bancos de BAC (cromosoma artificial bacteriano) o YAC (cromosoma artificial de levadura) no
permitieron aislar otros clones positivos. Por consiguiente, se ha decidido determinar el resto de la organizacién del
gen por PCR directamente en el ADN genémico de placenta humana. La mayor dificultad fue obtener el lado 5’ del
intrén de 19 kb. Asi, se eligieron los cebadores en el exon A (cebador codificante) y en el lado 5’ del clon de 16 kb
(cebador anticodificante). El exén E y el intrén de 8,7 kb se amplificaron utilizando un cebador codificante en el exén
D y el cebador anticodificante en el exén F. Finalmente, se determind la secuencia completa del exén F hasta la
sefial de poliadenilacion utilizando un cebador codificante elegido al inicio del exdn F y el cebador anticodificante en
el lado 3’ de una EST (n° de referencia en GenBank AW297533) homdloga de la secuencia del gen de ICBP90. La
secuencia completa del gen de ICBP90 muestra que esta compuesta por 6 exones codificantes cuyo tamafo varia
de 100 pares de bases a 3453 pares de bases. La mayoria de las conexiones exon/intrén responden a secuencias
consenso para los sitios aceptores y dadores de corte y empalme. Se encontré una secuencia consenso de
poliadenilacion (AATAAA) en la region 3', es decir, 1152 nucleétidos después del codon de terminacion en la Figura
9A.

3.2.2 Laregion 5 del gen de ICBP90

El cribado de un banco de ADN complementario de timo humano clonado en el fago lambda gt 10 condujo a la
obtencion de dos poblaciones de ADNc que se distinguen entre si en su region 5’, exactamente 10 pares de bases
en direccion 5 del codén de iniciacion, es decir, en la regién 5 no traducida. Estas dos poblaciones de ADNc
predicen la existencia de dos exones alternativos en 5’ denominados exén |y exén |l (Figura 9A). Se ha observado
que los exones | y Il estan ligados a un sitio de corte y empalme alternativo interno del exén A. Ademas, se ha
encontrado en una base de datos una EST (n° de referencia en GenBank AI084125) correspondiente a los
nucleotidos 1290 a 1356 (Figura 9B). Se determinaron las posiciones de estos dos exones y de la EST en el interior
del locus mediante PCR. Para ello, se han utilizado los cebadores correspondientes a los 18 primeros nucleétidos de
cada exoén y un cebador anticodificante elegido en el primer exén traducido (exén A). Esta estrategia ha permitido
reconstruir la region 5 tal como se representa en las Figuras 9A y 9B, con el exén | correspondiente a los
nucleétidos 1 a 134 y el exon Il correspondiente a los nucledtidos 676 a 725. La secuencia EST (Al084125) es
contigua al sitio de corte y empalme interno del exén A. Aun no se ha determinado con precisién el inicio de los
exones |, Il y A, ya que sus secuencias se han deducido a partir de cribados de bancos de ADNc (Figura 9A).

Se encontraron cuatro secuencias GC (GC1 a GC4) en la regidon 5’ (Figura 9B). Estas secuencias representan sitios
potenciales de enlace para el factor de transcripcion Sp1, pero solamente una secuencia (GC3) corresponde a una
secuencia consenso, es decir, GGGGCGGGG. Ademas, se han encontrado dos secuencias CCAAT (CB1 y CB2).
Los analisis predictivos de secuencia sugieren que existen dos regiones promotoras en la regién 5, es decir, antes
del coddn de iniciacion (ATG). Se han predicho dos sitios potenciales de iniciacion de la transcripciéon en las
posiciones 571 y 827. El primero sigue a la secuencia consenso de enlace a Sp1 y el segundo sigue a la secuencia
GC1 (respectivamente entre los exones | y Il y los exones Il y A). Con el fin de ver si estas dos regiones son
funcionales como regién promotora, se prepararon varias construcciones plasmidicas que contenian un gen
informador (gen de cloranfenicol acetiltransferasa, CAT) en direccion 3’ de las diferentes regiones promotoras
potenciales. Se transfectaron células COS con estas construcciones plasmidicas. La Figura 10 muestra los
resultados obtenidos y que corresponden con el porcentaje de aumento de la actividad basal. Se obtuvo la actividad
maxima con la construccion plasmidica que contiene 1114 pares de bases en direccion 5’ del sitio de iniciacion de la
traduccion, con un aumento de un 236,7% de la actividad promotora basal (promotor minimo del gen de timidina
cinasa). La construccion plasmidica que contiene 642 pares de bases en direccion 5’ del ATG condujo a un aumento
de un 115,6%, mientras que la construccién plasmidica que contiene Unicamente la secuencia entre el exon |y el
exon Il mostraba una actividad relativamente débil con un aumento de Unicamente un 22,8% (Figura 10). Estos
resultados sugieren la existencia de una region promotora entre los exones Il y A.
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3.2.3. Localizacién cromosomica del gen de ICBP90

Se realiz6 la localizacion cromosémica del gen de ICBP90 mediante hibridacion in situ de fluorescencia (FISH). El
gen de ICBP90 esta localizado en el cromosoma 19p13.3 en una regién telomérica. Una investigacion realizada en
Genbank mostré que una region de 6 Mb en la banda cromosémica 19p13.3 de un banco de cdsmidos especifico del
cromosoma 19 (hibrido hombre/hamster 5HL2-B) contiene 147 nucleétidos que codifican los aminoacidos 746 a 793
de ICBP90. Esta secuencias se localiz6 entre los marcadores STS (sitio de secuencia marcada) D19S883 y
D19S325.

3.2.4 Expresion de ICBP90 en diferentes lineas celulares

La ICBP90 participa en la regulacion de la expresion del gen Toplla (Hopfner et al. (2000)). Como Toplla se expresa
de manera diferencial en diferentes tumores y lineas celulares, la ICBP90 misma es susceptible de tener una
regulacién compleja en términos de actividad de expresién génica.

En una primera etapa hacia la comprensién de los mecanismos que regulan la expresion del gen de ICBP90, se
analizé el ARNm de ICBP90 en diferentes lineas celulares. Se estudié el ARNm de ICBP90 en la linea celular HL60
derivada de leucemia promielocitica (linea 1), células Hela S3 (linea 2), células de leucemia linfoblastica MOLT-4,
células Raji de linfoma de Burkitt (linea 5), adenocarcinoma colorrectal SW 480 (linea 6) y células A549 de
carcinoma de pulmon (linea 7) (Figura 11A).

Se observan dos bandas de ARNm de 4,3 y 5,1 kb. Las cantidades relativas de ARNm en las bandas varian segun
el tipo celular. El histograma de la Figura 11A muestra las tasas de ARNm en las bandas de cada una de las lineas
celulares, expresadas en porcentaje de la cantidad maxima observada en bandas de ARNm de 5,1 kb en las células
HL-60 (linea 1, Figura 11A). En las células MOLT-4, solo se observa la banda de ARNm de 4,3 kb, mientras que en
las células de leucemias promielociticas, la banda de 5,1 kb es predominante. En las células Raji de linfoma de
Burkitt, solo se detecta la banda de 5,1 kb. Aproximadamente, se observan cantidades iguales de los dos tipos de
ARNm en las demas lineas celulares, es decir, las células Hela, K562, A549, SW 480. Para las células HL-60, no
obstante, el ARNm de 5,1 kb se expresa mas que el ARNm de 4,3 kb. Se han emprendido otros analisis de células
HelLa para confirmar que los 2 transcritos proceden de la transcripcion del gen de ICBP90. La utilizacion de una
sonda de ADNc de 626 pb marcada con digoxigenina localizada inmediatamente en direccion 5’ de la sefial poliA (es
decir, el exén F) y utilizada como sonda para experimentos de transferencia Northern, produjo los mismos
resultados, es decir, la aparicién de dos bandas de ARNm de 4,3 kb y 5,1 kb. Este resultado confirma que las dos
formas de ARNm se generan a partir de un solo gen.

Los inventores han estudiado igualmente la expresion de la proteina ICBP90 con el fin de determinar si estas dos
isoformas de ARNm son susceptibles de codificar dos proteinas diferentes.

La Figura 11B muestra el perfil de expresion de ICBP90 en los extractos proteicos de células MOLT-4 y Hela.
Aunque se observa una sola banda de 97 kDa en las células MOLT-4, en las células Hela, al lado de la banda de 97
kDa que esta duplicada, se observan varias otras bandas de un peso molecular inferior. Estos resultados sugieren
que, en las células MOLT-4, un ARNm codifica una forma Unica de ICBP90. Al contrario, en las células Hela, los
dos ARNm son susceptibles de conducir a la produccién de diferentes isoformas de ICBP90.

3.3 Comentarios

El gen de ICBP90 se extiende sobre aproximadamente 35,8 kb. Se han identificado por los inventores 6 exones
traducidos y 2 exones no traducidos y, de hecho, 7 intrones. Los dos dominios en dedo de cinc de ICBP90 estan
codificados por el mismo exén (exén F), al contrario que el gen del receptor de estrégenos humanos, en el que cada
uno de los supuestos dedos de cinc del dominio de unién a ADN del receptor esta codificado separadamente
(Ponglikitmongkol et al. (1988)). El dominio “de tipo ubiquitina” de ICBP90 esta codificado por los exones A y B,
mientras que el dominio de “cremallera de leucina” esta codificado por el exén B. De manera interesante, solo el
exon F es susceptible de codificar una proteina funcional, puesto que codifica dos sefales de localizaciéon nuclear,
dominios en dedo de cinc y varios supuestos sitios de fosforilacion. Se encontraron dos grandes intrones de 8,7 kb y
19 kb.

El gen de ICPB90 se localizd en la region cromosémica 19p13.3. Se localizaron varios otros genes en esta region,
por ejemplo el factor nuclear I/C (igualmente un factor de transcripcion que se liga con CCAAT, (Qian et al. (1995)).
De manera interesante, se describié una translocacién atipica t (7; 19) en la leucemia mielomonocitica aguda que
implica un sitio fragil en el locus 19p13.3 (Sherer et al. (1991)). Igualmente, se ha sugerido que los genes implicados
en el desarrollo de carcinomas pancreaticos estan localizados en 19p13.3 y 19913.1-13.2 (Hoglund et al. (1998)).
Las redistribuciones de las bandas de 14q32.3 y 19p13.3 de una delecién preferida del brazo corto del cromosoma 1
constituyen alteraciones cromosémicas no aleatorias en el mieloma multiple y la leucemia de células plasmaticas
(Taniwaki et al. (1996)). Se localizaron otros genes en esta region; incluyen un gen implicado en el adenocarcinoma
del sindrome de Peutz-Jeghers (Gruba et al. (1998)). Igualmente, se sugiri6 que el supuesto gen supresor tumoral
para adenoma maligno esté localizado en D19S216 al nivel de la banda cromosémica 19p13.3, que desempefia un
papel importante en la tumorigénesis del adenoma maligno ((Lee et al. (1998)).
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El analisis de la secuencia de la regiéon 5 del gen de ICBP90 revel6 la existencia de varios exones no traducidos con
una region promotor entre los exones Il y A, y probablemente un segundo promotor mas débil localizado entre los
exones | y Il. La regién promotora entre los exones Il y A es un promotor sin secuencia TATA, sugiriendo que el gen
de ICBP90 puede ser un gen doméstico, al menos cuando esta implicado este promotor. En este sentido, se parece
mucho a las regiones promotoras de los genes ATFa (Goetz et al., 1996), CRE-BP1 / ATF 2 (Nagase et al., 1990)
yToplla (Hochhauser et al., 1992), que no contienen secuencias TATA candnicas sino varios sitios de union de SP-1.

Las secuencias GC y/o CCAAT son susceptibles de estar implicadas en la regulacién de la expresiéon del gen de
ICBP90 mediante los factores de transcripcion SP-1 y las proteinas de enlace a CCAAT. Ademas, dado que la
proteina ICBP90 es una proteina de union con CCAAT, la ICBP90 es igualmente susceptible de regular su propia
expresion.

Se crib6é un banco de datos de factores de transcripcion con la ayuda del programa informatico Mat Inspector del
Baylor College of Medicine, y se identificaron numerosos sitios de unién de factores de transcripcién en la secuencia
precedente al codén ATG (Figura 9B). Entre estos sitios de unidn a factores de transcripcion, es interesante
observar sitios de unién del factor de transcripcién AP-2 regulado en el transcurso del desarrollo y que controla la
expresion de genes tales como DR-nm 23 (Martinez et al. (1997)), los sitios de union de la proteina mieloide en
“dedo de cinc” MZF 1, que esta implicada en la regulacion de la hematopoyesis (Hromas et al. (1996)).

El analisis de transferencia Northern demostré que existen dos poblaciones de ARNm de 4,3 kb y 5,1 kb. De manera
interesante, cada poblacion presenta una especificidad celular. Por ejemplo, las células linfoblasticas MOLT-4
expresan solamente el ARNm de 4,3 kb, mientras que en las células Raji de linfoma de Burkitt (linfocitos B
maduros), se observa solo el transcrito de 5,1 kb. Las células HL-60 expresan mas ARNm de 5,1 kb que ARNm de
4,3 kb. Las células HL-60 y las células Raji de linfoma de Burkitt estan mas diferenciadas que las células MOLT-4,
sugiriendo que la tasa de expresién del transcrito de 5,1 kb con relacion a la de 4,3 kb puede estar correlacionada
directamente con el estado de diferenciacién de las células.

De manera interesante, se identificd una etiqueta de secuencia expresada (EST, Expressed Sequence Tag en
inglés) correspondiente a la secuencia 5’ del exén A a partir de oligodendroglioma anaplasico (nUmero de acceso a
Genbank Al 084 125), mientras que se aisld una EST correspondiente a la inclusion del exon Il a partir de una
mezcla de tumores de células germinales (n° de acceso a Genbank Al 968 662). Los resultados de los inventores
sugieren pues que la regulacién de los transcritos de ICBP90 es comparable con lo que pasa para el receptor de
estrogenos. De hecho, se informé de 6 transcritos diferentes que codifican una proteina comun, pero diferentes en la
region 5’ no traducida por el hecho de un corte y empalme alternativo de los exones en direcciéon 5’ (Flouriot et al.,
1998 y Grandien, 1996).

El analisis de transferencia Western muestra una banda mayoritaria de 97 kDa en las células MOLT-4, mientras que
se observan varias bandas en las células HelLa (Figura 11B). Estos datos estan de acuerdo con la existencia de
varios ARNm de ICBP90 y/o isoformas de la proteina ICBP90 cuya tasa de expresion puede controlarse de manera
especifica de célula.

Se han descrito dos isoformas proteicas para el receptor de estrégenos (Griffin et al., 1999) que difieren entre si por
los 41 aminoacidos N-terminales. La doble banda a 97 kDa observada a partir de células HelLa (Figura 11B) es pues
susceptible de representar dos isoformas diferentes por su extremo N-terminal. Por este hecho, el exén A que
codifica 47 aminoacidos se corta y empalma fuera del marco de lectura, y por consiguiente, la regidon proteica
codificante comienza con el exén B. No obstante, es igualmente posible que existan otros exones susceptibles de
transcribirse en otros tejidos.

Igualmente, el intron de 8,7 kb (es decir, entre el exén D y E) es susceptible de contener una region promotora que
pueda conducir a isoformas de ICBP90 de pesos moleculares inferiores a los observados en células HelLa en
proliferaciéon (Figura 11B). De manera interesante, la especificidad tisular de los diferentes ARNm de receptor de
estrogenos se determina mediante diferentes promotores cuya actividad parecia estar alterada en lineas celulares
de cancer de mama (Flouriot et al., 1998).

El conjunto de estos resultados sugiere que el gen de ICBP90 y la proteina ICBP90 presentan caracteristicas
comunes con los miembros de la familia del receptor de acido retinoico, esteroides u hormonas tiroideas en lo que
respecta a las estructuras génica y proteica.

Efectivamente, los inventores han demostrado experimentalmente, utilizando la técnica de hibrido doble, la
existencia de interacciones entre la proteina ICBP90 y TIP60 (Tat Interactive Protein en inglés, proteina interactiva
con Tat, 60 kDa). La proteina TIP60 se ha descrito muy recientemente por ser un coactivador del receptor nuclear,
especialmente el receptor de andrégenos (Brady ME et al., 1999).

Por esto, la ICBP90 es susceptible de desempeiiar el papel de un receptor nuclear con el que se liga un ligando
enddgeno. Esta pues igualmente dentro del alcance de la presente invencion utilizar el polipéptido ICBP90 de la
invencién para aislar, cribar e identificar el ligando endégeno. Esta igualmente dentro del alcance de la invencion
utilizar el polipéptido ICBP90 de la invencion para aislar, cribar e identificar moléculas naturales o de sintesis,
bioldgicas o quimicas, agonistas o antagonistas de este ligando natural.
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gac
Asp

caq
Gln
70

€gg
Arg

agt
Ser

gac
Asp

ctg
Leu

acc
Thr

acc
Thr

gag
Glu

ggc
Gly
55

ctc
Leu

gac
Asp

gag
Glu

agc
Ser

tac
Tyr
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atg
Met

aag
Lys

cca
Pro
40

cat
His

ctyg
Leu

| ndut
Ser

tca
Ser

agg
Arg
120

aag
Lys

gat
Asp

gtg
Val
25

ggc
Gly

acc
Thr

gtc
Val

gag
Glu

gac
Asp
105

cca
Fro

gtc
Val

26

ggg
Gly
10

gag
Glu

ctg
Leu

ctc
Leu

cgc
Arg

ctc
Leu
90

aag

Lys

gcc
Ala

aat
Asn

agg
Arg

gag
Glu

cag
Gln

ttc
Fhe

cag
Gln
75

tcec
Ser

tcc
Ser

gat
Asp

gag
Glu

cag
Gln

ctg
Leu

agg
Arg

gac
Asp
60

agc

Ser

gac
Asp

tcoc
Ser

gag
Glu

tac
Tyr

acc
Thr

agg
Arg

ctg
Leu
45

tac
Tyr

ctc
Leu

acc
Thr

acc
Thr

gac
Asp
125

gtc
Val

cac
His

cgg
Arg
30

ttc
Phe

gag
Glu

gtg
Val

gac
hsp

cac
His
110

atg
Met

gat
Asp

acg
Thr
15

aag
Lys

tac
Tyr

qte
Val

ctc
Leu

tcc
Ser
95

ggt
Gly

tgg
Trp

gct
Rla

gtg
Val

atc
Ile

agg
Arg

cgc
Arg

cCcc
Fro
g0

ggc
Gly

gag
Glu

gat
Asp

cgg
Arg

48

96

144

192

240

288

336

384

432



gac
Asp
145

cgg
Arg

gcg
Ala

gag
Glu

cge
Arg

cte
Leu
225

gcg
Ala

gcec
Ala

ttec
FPhe

atg
Met

tgc
Cys
305

tgc
Cys

gac
Asp

cecc
FPro

gag
Glu

130

acg
Thr

aag
Lys

ctg
Leu

aac
Asn

acec
Thr
210

aac
Asn

gag
Glu

aac
Asn

gtg
Val

gtt
Val
290

aag
Lys

g9g
Gly

atg
Met

age
Ser

gtg
Val
370

aac
Asn

gcc
Ala

gag
Glu

ggc
Gly
195

atec
Ile

tac
Tyr

atc
Ile

gtg
Val

gac
Asp
275

gac
Asp

gac
Asp

ggc
Gly

gcc
Ala

gag
Glu
355

gta
Val

atg
Met

ccc
Fro

gag
Glu
180

gtg
Val

atc
Ile

aac
Asn

tcec
Ser

gtg
Val
260

gaa
Glu

aac
Asn

gac
Asp

cag
Arg

Lte
Phe
340

gac

Rsp

ctg
Leu

9949
Gly

tce
Ser
165

gac
Asp

gte
Val

aag
Lys

ceo
Pro

agg
Arg
245

ctg
Leu

gte
Val

coc
Fro

gtg
Val

cag
Gln
325

cac

His

gag
Glu

gcg
Ala

gcg
Ala
150

cgg
hArg

gtc
Val

cag

Gln

tgg
Trp

gac
Rsp
230

aag
Lys

999
Gly

tte
Fhe

atg
Met

aac
Asn
310

gac

Asp

atc
Ile

tag
Trp

gga
Gly

135

tagg
Trp

gac
Asp

att
Ile

atg
Met

cag
Gln
215

aac
Asn

cgc
Arg

gat
Asp

aag
Lys

aga
Arg
295

aga
Arg

ccc
Fro

tac
Tyr

tac
Tyr

gag
Glu
175
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ttt
Fhe

gag
Glu

tac
Tyr

daac
Asn
200

gac
Asp

cco
Pro

gag
Glu

gat
Asp

att
Ile
280

cgg
Arg

ctc
Leu

gac
Asp

tgc
Cys

tgeo
Cys
360

cgg
hLryg

gag
Glu

ccc
Pro

cac
His
185

tco
Ser

ctg
Leu

aag
Lys

acc
Thr

tect
Ser
265

gag
Glu

aaqg
Lys

tgc
Cys

aag
Lys

ctg
Leu
345

cct

Pro

cLg
Leu

gcg
Ala

tgc
Cys
170

gtg
Val

agg
Arg

gag
Glu

gag
Glu

agg
Arg

250

ctag
Leu

cgq
Arg

age
Ser

agg
Arg

cag
Gln
330

gac

Asp

gag
Glu

aga
Arg

27

cag
Gln
155

age
Ser

aaa
Lys

gac
Asp

gtg
Val

cgg
Arg
235

acg
Thr

aac
Asn

ccg
Pro

agg
Gly

gtc
Val
315

ctc

Leu

ccg
Pro

tge
Cys

gag
Glu

140

atg
Val

tec
Ser

tac
Tyr

gte
Val

ggc
Gly
220

ggc
Gly

gcg
Ala

gac
Asp

gagt
Gly

ccyg
Pro
300

tgc
Cys

atg
Met

cCC
Pro

<99
Arg

agc
Ser
380

gte
Val

acg
Thr

gac
Asp

cga
Arg
205

cag
Gln

ttc
Phe

cgg
Arg

tgt
Cys

gaa
Glu
285

tce
Ser

gcc
Ala

tgc
Cys

ctc
Leu

aat
Asn
365

aaq
Lys

499
Arg

tceo
Ser

gac
Asp
150

gcg
ARla

gtg
Val

tgg
Trp

gaa
Glu

cgg
Arg
270

g99
Gly

tgc
Cys

tgc
Cys

gat
Asp

agc
Ser
350

gat

Asp

aag
Lys

gtg
Val

agg
Arg
175

tac
Tyr

cge
Arg

gte
Val

tac
Tyr

ctc
Leu
255

atc
Ile

agc
Ser

aag
Lys

cac
His

gag
Glu
335

agt

Ser

gece
Ala

aat
Asn

acg
Thr
160

ccg
Pro

ccg
Pro

gco
Ala

atg
Met

gac
Asp
240

tac
Tyr

atc
Ile

ccc
Fro

cac
His

ctg
Leu
320

tge
Cys

gtt
Val

age
Ser

gcg
Rla

480

528

576

624

672

720

768

g8le

B64

912

960

1008

1056

1104

1152



aag
Lys
385

atg
Met

cac
His

cga
Arg

atc
Ile

ggc
Gly
465

agt
Ser

tgt
Cys

Lttt
FPhe

tcg
Ser

age
Ser
545

gtt
Val

cgc
Arg

gag
Glu

gaa
Glu

atg
Met

gco
RAla

tac
Tyr

ate
Val

cat
His
450

tat
Tyr

ggt
Gly

gat
Asp

gct
Ala

999
Gly
530

aag
Lys

gtg
Val

tac
Tyr

ggg
Gly

ggc
Gly
610

gcc
Ala

tgt
Cys

gga
Gly

cag
Gln
435

ggc
Gly

gag
Glu

ggt
Gly

caq
Gln

ccc

Pro
515

aag
Lys

tac
Tyr

aaa
Lys

ctt
Leu

aag
Lys
595

tac
Tyr

tcg
Ser

gtg
Val

ccc
Fro
420

gte
Val

cgg
Arg

gat
hAsp

cga
Arg

aaa
Lys
500

atc
Ile

ccg
Pro

goe
Ala

tac
Tyr

ctg
Leu
580

gac
Asp

ctg
Leu

gcc
Ala

ggc
Gly
405

atc
Ile

agc
Ser

agc
Ser

gat
Asp

gat
ASp
48%

ctec
Leu

aat
Asn

gtc
Val

ccc
Pro

tag
Trp
565

cgg
Arg

cgg
Arg

gaa
Glu

aca
Thr
390

cge
Arg

ccg
Pro

gag
Glu

aac
Asn

gtg
Val
470

cLt
Leu

acc
Thr

gac
Asp

agg
Arg

gct
Ala
550

ccc

Pro

agg
Arg

atc
Ile

gco
Ala

tcg
Ser

ace
Thr

ggg
Gly

tcg
Ser

gac
Asp
435

gac
hsp

tcc
Ser

aac
Asn

Caa
Gln

gtg
Val
535

gag
Glu

gag
Glu

gac
Asp

aag
Lys

ctg
Leu
615
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tco
Ser

aag
Lys

atc
Ile

ggt
Gly
440

gga
Gly

cat
His

ggc
Gly

acce
Thr

gaa
Glu
520

gtg
Val

ggc
Gly

aag
Lys

gat
Asp

aag
Lys
e00

gcoc
Ala

Lca
Ser

gaa
Glu

ccoc
Pro
425

gte
Val

tcg
Ser

ggg
Gly

aac
Asn

aac
Asn
505

gg9g
Gly

cgc
Arg

aac
Asn

ggg
Gly

gat
Rsp
5BS

ctg
Leu

aac
Asn

cag
Gln

tgt
Cys
410

gtg
Val

cat
His

tac
Tyr

aat
Asn

aag
Lys
490

agg
Arg

gcc
Rla

aat
Asn

cge
Arg

aag
Lys
570

gag
Glu

ggg
Gly

cga
Arg

28

cgg
Arg
395

acc
Thr

gge
Gly

cgg
Arg

CCcCc
Ser

ttt
Fhe
475

agg
Rrg

gcg
Ala

gag
Glu

gte
Val

tac
Tyr
555

tece
Ser

cct
Fro

ctg
Leu

gag
Glu

gac
Asp

atc
Ile

acc
Thr

cCcCc
Pro

cta
Leu
460

ttc
Fhe

acc
Thr

ctg
Leu

gcc
Rla

aag
Lys
540

gat
Asp

ggg
Gly

ggc
Gly

acc
Thr

cga
Arg
620

tgg
Trp

gtc
val

atg
Met

cac
His
445

gtc
Val

aca
Thr

geg
Ala

gct
Rla

aaq
Lys
525

ggt
Gly

gge
Gly

ttt
Phe

cct
Pro

atg
Met
605

gag
Glu

ggc
Gly

ccg
Fro

tgg
Trp
430

gtg
Val

ctg
Leu

tac
Tyr

gaa
Glu

ctc
Leu
510

gac
Asp

ggc
Gly

atc
Ile

ctc
Leu

tag
Trp
590

cag

Gln

aag
Lys

aag
Lys

tce
Ser
415

cgg
Arg

gct
Ala

gcg
Ala

acg
Thr

cag
Gln
495

aac
Asn

tag
Trp

aag
Lys

tac
Tyr

gtg
Val
575

acg

Thr

tat
Tyr

gag
Glu

ggc
Gly
400

aac
Asn

tte
Phe

ggc
Gly

gg9
Gly

ggt
Gly
480

tct
Ser

tgc
Cys

cdg
Arg

aat
Asn

aag
Lys
560

tgg
Trp

aag
Lys

cca
Pro

aac
Asn

1200

1248

1296

1344

1352

1440

1488

1536

1584

1632

1680

1728

1776

1824

1872



agc
Ser
625

agg
Arg

agc
Ser

cce
Pro

agc
Ser

ccg
Pro
705

acg
Thr

acc
Thr

cgg
Arg

agec
Ser

ctec
Leu
785

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

aag
Lys

acg
Thr

499
Arg

tac
Tyr

aac
Asn
690

gcg
Rla

ttc
Phe

gtg
Val

gca
Ala

tat
Tyr
770

tte
Phe

2
793
PRT

agg
Arg

ggc
Gly

gece
Ala

agt
Ser
675

gco
Ala

age
Ser

cag
Gln

tge
Cys

cag
Gln
755

gce
Ala

a4 ad o
Pro

gag
Glu

aag
Lys

999
Gly
660

ctc
Leu

aag
Lys

ggc
Gly

tgt
Cys

cag
Gln
740

gtg
Val

atqg
Met

ggc
Gly

Homo sapiens

2

gag
Glu

ggc
Gly
645

tce
Ser

acg
Thr

ctg
Leu

age
Ser

atc
Ile
125

cac

His

ttc
Phe

cagqg
Gln

tac
Tyr

gag
Glu
630

aag
Lys

ccg
Pro

gcc
Ala

tgg
Trp

ceg
Pro
710

tgc
Cys

aac
Asn

agc
Ser

gtg
Val

ggc
Gly
790

gag
Glu

tgg
Trp

cgc
Arg

cag
Gln

aat
Asn
695

tte
Phe

tgt
Cys

gtg
Val

tgc
Cys

aac
Asn
775

aat
Asn
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cag
Gln

aag
Lys

<ag
Arg

cag
Gln
680

gag
Glu

cag
Gln

cag
Gln

tgc
Cys

cct
Fro
760

cag

Gln

gge
Gly

cag
Gln

cgg
Arg

aca
Thr
665

agc
Ser

gtc
Val

ttg
Leu

gag
Glu

aag
Lys
745

gcc
Ala

cct
Pro

cgg
Arg

gag
Glu

aag
Lys
650

tece

Ser

agc
Ser

ctg
Leu

tte
Phe

ctg
Leu
130

gac
Asp

tgc
Cys

ctg
Leu

tga

29

999
Gly
635

teg
Ser

aaqg
Lys

ctc
Leu

gcg
Ala

ctg
Leu
715

gtg
Val

tgc
Cys

cgc
Arg

cag
Gln

ggc
Gly

gca
Ala

aaa
Lys

atc
Ile

tca
Ser
700

agt
Ser

ttc
Phe

ctg
Leu

tac
Tyr

acc
Thr
780

tte
Phe

gga
Gly

aCC
Thr

aga
Arg
685

ctec
Leu

aaa
Lys

cgg
Arg

gac
Asp

gac
Asp
765

gtc
Val

gcg
Ala

ggt
Gly

aag
Lys
670

gag
Glu

aag
Lys

gtg
Val

ccc
Pro

aga
Arg
750

ctg

Leu

cte
Leu

tecc
Ser

ggc
Gly
655

gtg
Val

gac
Asp

gac
Asp

gag
Glu

atc
Ile
735

tco

Ser

ggc
Gly

Jac
Asn

cece
Pro
640

ccg
Pro

gag
Glu

aag
Lys

cgg
Arg

gag
Glu
720

acg

Thr

ttt
Fhe

cgc
Arg

cag
Gln

1920

1968

2016

2064

2112

2160

2208

2256

2304

2352

2382



Met Trp

Asp Ser

Gln Glu

Gly Lys

Ile

Leu

Leu

35

Gln

Gln

Ser

20

Fhe

Met
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Val Arg Thr Met Asp Gly
5 10

Rrg Leu Thr Lys Val Glu
25

His Val Glu Pro Gly Leu
40

Glu Asp Gly His Thr Leu

30

Arg Gln Thr His Thr Val
15

Glu Leu Arg Arg Lys Ile
30

Gln Arg Leu Phe Tyr Arg
45

Phe Asp Tyr Glu Val Arg



Leu

65

His

Cys

Ala

Glu

Asp

145

Arg

Ala

Glu

Arg

Leu

225

Ala

Ala

Phe

Met

Cys

305

Cys

Asp

Pro

Glu

50

Asn

Ser

Cys

Bla

Thr

130

Thr

Lys

Leu

Asn

Thr

210

Asn

Glu

Asn

Val

Val

290

Lys

Gly

Met

Ser

Val
370

Asp

Thr

Leu

Ala

115

Glu

Asn

Ala

Glu

Gly

195

Ile

Tyr

Ile

Val

Asp

275

Asp

Asp

Gly

Ala

Glu

355

Val

Thr

Lys

Gly

100

Glu

Leu

Met

Pro

Glu

180

Val

Ile

Asn

Ser

Val

260

Glu

Asn

Asp

Arg

Phe

340

Asp

Leu

1le

Glu

85

Gln

Thr

Gly

Gly

Ser

165

Asp

Val

Lys -

Fro

Arg

245

Leu

Val

Fro

Val

Gln

325

His

Glu

Ala

Gln

70

Arg

Ser

Asp

Leu

Ala

150

Arg

Val

Gln

Trp

Asp

230

Lys

Gly

Phe

Met

Asn

310

Asp

Ile

Trp

Gly

55

Leu

Asp

Glu

Ser

Tyr

135

Trp

Asp

Ile

Met

Gln

215

Asn

Arg

Asp

Lys

Arg

2895

Arg

Pro

Tyr

Tyr

Glu
375
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Leu

Ser

Ser

Arg

120

Lys

Phe

Glu

Tyr

Asn

200

Asp

Pro

Glu

Asp

Ile

280

Arg

Leu

Asp

Cys

Cys

360

Arg

Val

Glu

Asp

105

Pro

Val

Glu

Pro

His

185

Ser

Leu

Lys

Thr

Ser

265

Glu

Lys

Cys

Lys

Leu

345

FPro

Leu

Rrg

Leu

30

Lys

Ala

Asn

Ala

Cys

170

Val

Arg

Glu

Glu

Arg

250

Leu

Arg

Ser

Arg

Gln

330

Asp

Glu

Arg

31

Gln

15

Ser

Ser

Asp

Glu

Gln

155

Ser

Lys

Asp

Val

Arg

235

Thr

Asn

Pro

Gly

Val

315

Leu

Fro

Cys

Glu

&0

Ser

Asp

Ser

Glu

Tyr

140

Val

Ser

Tyr

Val

Gly

220

Gly

Bla

Asp

Gly

Fro

300

Cys

Met

Pro

Arg

Ser
380

Leu

Thr

Thr

Asp

125

Val

Val

Thr

Asp

Arg

205

Gln

Phe

Arg

Cys

Glu

285

Ser

Rla

Cys

Leu

Asn

365

Lys

Val

Asp

His

110

Met

Asp

Arg

Ser

Asp

190

Ala

Val

Trp

Glu

Arg

270

Gly

Cys

Cys

Asp

Ser

350

AsSp

Lys

Leu

Ser

95

Gly

Trp

Ala

Val

Arg

175

Tyr

Arg

Val

Tyr

Leu

255

Ile

Ser

Lys

His

Glu

335

Ser

Ala

Asn

Fro

80

Gly

Glu

Asp

Arg

Thr

160

Pro

Pro

Ala

Met

Asp

240

Tyr

Pro

His

Leu

320

Cys

Val

Ser

Ala



Lys
385
Met

His

Ile

Gly

465

Ser

Cys

Phe

Ser

Ser

545

Val

Arg

Glu

Glu

Ser

625

Arg

Ser

Pro

Ser

Met

Ala

Tyr

Val

His

450

Tyr

Gly

Asp

Ala

Gly

530

Lys

Val

Tyr

Gly

Gly

610

Lys

Thr

Arg

Tyr

Asn
690

Ala

Cys

Gly

Gln

435

Gly

Glu

Gly

Gln

Pro

515

Lys

Tyr

Lys

Leu

Lys

555

Tyr

Arg

Gly

Ala

Ser

675

Ala

Ser

val

Fro

420

Val

Arg

Asp

Arg

Lys

500

Ille

Pro

Ala

Tyr

Leu

580

Asp

Leu

Glu

Lys

Gly

660

Leu

Lys

Ala

Ser

Ser

Asp

Asp

485

Leu

Asn

Val

Fro

Trp

565

Arg

Arg

Glu

Glu

Gly

645

Ser

Thr

Leu

Thr

390

Arg

Pro

Glu

Asn

Val

470

Leu

Thr

Asp

Arg

Ala

550

Fro

Arg

Ile

Rla

Glu

&30

Lys

Fro

Ala

Trp

Ser

Thr

Gly

Ser

Asp

455

Asp

Ser

Asn

Gln

Val

535

Glu

Glu

Asp

Lys

Leu

615

Glu

Trp

Arqg

Gln

Asn
695
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Ser

Lys

Ile

Gly

440

Gly

His

Gly

Thr

Glu

520

Val

Gly

Lys

Asp

Lys

600

Ala

Gln

Lys

Arg

Gln

680

Glu

Ser

Glu

Pro

425

Val

Ser

Gly

Asn

Bsn

505

Gly

Arg

Asn

Gly

Asp

585

Leu

Asn

Gln

Arg

Thr

665

Ser

Val

Gln

Cys

410

Val

His

Tyr

Asn

Lys

4590

Arg

Ala

Asn

Arg

Lys

570

Glu

Gly

Arg

Glu

Lys

650

Ser

Ser

Leu

32

Arg

395

Thr

Gly

Arg

Ser

Fhe

475

Arg

Ala

Glu

Val

Tyr

555

Ser

Pro

Leu

Glu

Gly

635

Ser

Lys

Leu

Ela

Asp

Ile

Thr

Fro

Leu

460

Phe

Thr

Leu

Ala

Lys

540

Asp

Gly

Gly

Thr

Arg

620

Gly

hla

Lys

Ile

Ser
700

Trp

Val

Met

His

445

Val

Thr

Rla

Ala

Lys

525

Gly

Gly

Fhe

Bro

Mat

605

Glu

Phe

Gly

Thr

Arg

685

Leu

Gly

Pro

Trp

430

Val

Leu

Tyr

Glu

Leu

510

Asp

Gly

Ile

Leu

Trp

590

Gln

Lys

Rla

Gly

Lys

670

Glu

Lys

Lys

sSer

415

Arg

Rla

Ala

Thr

Gln

495

Asn

Trp

Lys

Tyr

Val

575

Thr

Tyr

Glu

Ser

Gly

€55

Val

Asp

Asp

Gly

400

Asn

Phe

Gly

Gly

Gly

480

Ser

Cys

Arg

Asn

Lys

560

Trp

Lys

Pro

Asn

Fro

640

Pro

Glu

Lys

Arg
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Pro Rla Ser Gly Ser Pro Phe Gln Leu Phe Leu Ser Lys Val Glu Glu

705

Thr

Thr

Arg

Ser

Leu
785

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<222>
<400>

acc
Thr

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

Thr

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<222>
<400>

710 715 T20

Phe Gln Cys Ile Cys Cys Gln Glu Leu Val Phe Arg Pro Ile Thr
725 730 735

Val Cys Gln His Asn Val Cys Lys Asp Cys Leu Asp Arg Ser Phe
740 T45 7150

Ala Gln Val Phe Ser Cys Pro Ala Cys Arg Tyr Asp Leu Gly Arg
755 160 765

Tyr Ala Met Gln Val Asn Gln Fro Leu Gln Thr Val Leu Asn Gln
770 175 780

Phe Pro Gly Tyr Gly Asn Gly Arg
750

3
45
ADN

Homo sapiens

CDS

(1)..(45)

3

cac ggt gag gcg gcc goc gag act gac agc agg cca goc gat

His Gly Glu Ala Ala Ala Glu Thr Asp Ser Arg Pro Ala Asp
5 10 15

4

15

PRT

Homo sapiens
4

His Gly Glu Ala Ala Ala Glu Thr Asp Ser Arg Pro Ala Asp
5 10 15

5
78
ADN

Homo sapiens

cDS
(1)..(78)
5

33

45
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atg gtt gac aac ccc atg aga cgg aag agdc ggg ccg tcocc tgc aag cac
Met Val Asp Asn Pro Met Arg Arg Lys Ser Gly Pro Ser Cys Lys His
1 5 10 15

tgc aag gac gac gtg aac aga ctc tge agce

Cys Lys Asp Asp Val Asn Arg Leu Cys Ser
20 25

<210> 6
<211> 26
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 6

Met Val Asp Asn Pro Met Arg Arg Lys Ser Gly Pro Ser Cys Lys His

1 5 10 15
Cys Lys Asp Asp Val Asn Arg Leu Cys Ser
20 25
<210> 7
<211> 525
<212> ADN

<213> Homo sapiens
<220>

<221> CDS

<222> (1)..(525)
<400> 7

34



ES 2378 527 T3

cga gag aag gag aac agc aag agg gag gag gag gag cag cag gag ggg
Arg Glu Lys Glu Asn Ser Lys Arg Glu Glu Glu Glu Gln Gln Glu Gly

ggc ttc gecg toco ccec agg acg ggo aag ggc aag tgg aag cgg aag tcg
Gly Phe Ala Ser Pro Arg Thr Gly Lys Gly Lys Trp Lys Arg Lys Ser

20 25 30

gca gga ggt ggc ccg agc agg goc ggg tcc ccg cgc cgg aca tec aag
Ala Gly Gly Gly Pro Ser Arg Ala Gly Ser Pro Arg Arg Thr Ser Lys

35 40 45

asa acc aag gtg gag ccc tac agt cte acg gecc cag cag agc agc ctc
Lys Thr Lys Val Glu Pro Tyr Ser Leu Thr Ala Gln Gln Ser Ser Leu

50 55 &0

atc aga gag gac aag agc aac gcc aag ctg tgg aat gag gtc ctg gcg
Ile Arg Glu Asp Lys Ser Asn Ala Lys Leu Trp Asn Glu Val Leu Ala
65 70 75 80

tca ctc aag gac cgg ccg gcg agc ggc agc ccg ttc cag ttg ttc ctg
Ser Leu Lys Asp Arg Pro Ala Ser Gly Ser Pro Phe Gln Leu Phe Leu

B5 80 85

agt aaa gtg gag gag acg tte cag tgt atec tge tgt cag gag ctg gtg
Ser Lys Val Glu Glu Thr Phe Gln Cys Ile Cys Cys Gln Glu Leu Val

100 105 110

ttc cgg ccc atc acg ace gtg tgc cag cac aac ghtg tgc aag gac tge
Phe Arg Pro Ile Thr Thr Val Cys Gln His Asn Val Cys Lys Asp Cys

115 120 125

ctg gac aga tcc Tttt cgg gca cag gtg tte age tgc cct gococ tgo cgo

Leu

tac
Tyr
145

acc
Thr

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

Asp Arg Ser Phe Arg Ala Gln Val Phe Ser Cys Pro Ala Cys Arg
130 135 140

gac ctg gac cgc age tat goc atg cag gtg aac cag cct ctg cag
Asp Leu Gly Arg Ser Tyr Ala Met Gln Val Asn Gln Pro Leu Gln
150 155 160

gtc ctc aac cag ctc ttc cce gge tac gge aat ggc cgg tga
Val Leu Asn Gln Leu Phe Pro Gly Tyr Gly Asn Gly Arg
165 170 175

8
174
PRT

Homo sapiens

8

35

48

26

144

192

240

288

336

B4

432

4B0

525
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Gly

Ala

Lys

Ile
65

Ser

Ser

Leu

Tyr
145

Thr

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

Glu

Phe

Gly

Thr

50

Arg

Leu

Lys

Arg

Asp

130

Asp

Val

9
324

ADN

Lys Glu

Ala Ser

20

Gly
35

Lys Val

Glu Asp

Lys Asp

Val Glu

100
Pro Ile
115
Arg Ser

Leu Gly

Leu Asn

Homo sapiens

9

Asn

Pro

Pro

Glu

Lysl

85

Glu

Thr

Phe

Arg

Gln
165

Ser

Arg

Ser

Pro

Ser

70

Pro

Thr

Thr

Ser
150

Leu

Lys

Thr

Arg

Tyr

55

Asn

Ala

Fhe

Val

Ala

135

Tyr

Phe
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Gly

Ala

10

Ser

Ala

Ser

Gln

Cys

120

Gln

Ala

Pro

Glu
Lys

25
Gly
Leu
Lys
Gly
Cys
1058
Gln
Val
Met

Gly

Glu

10

Gly

Ser

Thr

Leu

Ser

90

Ile

His

Fhe

Gln

Tyr
170

Glu

Lys

Pro

Ala

Trp

75

Pro

Cys

Asn

Ser

Val

155

Gly

Glu

Trp

Arg

Gln

el

Asn

Phe

Cys

Val

Cys

140

Asn

Asn

Gln

Lys

Arg

45

Gln

Glu

Gln

Gln

Cys

125

Pro

Gln

Gln

Arg

30

Thr

Ser

Val

Leu

Glu

110

Lys

Ala

FPro

Arg

Glu

15

Lys

Ser

Ser

Leu

Phe

95

Leun

Asp

Cys

Leu

Gly

Ser

Lys

Leu

Ala

80

Leu

Val

Cys

Gln
160

atgtggatcc aggttcggac catggatggg aggcagaccc acacggtggda ctogetgtcoo 60
aggctgacca aggtggagga gctgaggcgg aagatccagg agetgttcca cgtggageca 120

ggectgcaga
tacgaggtcc
cacagcacca
cagagtgagt

ggctgttcta
gcctgaatga
aggagcggga
cagacaagtc

caggggcaaa cagatggagg acggccatac cctcettogac: 180
caccatccag ctcctggtec gocagagect cgtgctcccce 240
ctccgagcte tccgacaccg actcocggeotg ctgeoctggge 300
ctecc 324

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

10
495

ADN

Homo sapiens

10

36
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gaggacatgt
cgggacacga
cccteoccocggg
taccacgtga
gtccgagege
atgctcaact
tccaggaagc
gattctetga
ggtgaaggga

<210> 11

<211> 915

<212> ADN

<213>

<400> 11

gtctgcgcocct
gagtgcgaca
gaggacgagrt
gagcggctga
cgggactggg
tccaaccact
caggtcagecg
gacggatcgt
tttttcacat
cagtcttgtyg
cccatcaatg
gtggtgcgeca
tacgatggca
gtgtggcgcet
aaggaccgga
ctggccaacc

<210> 12

<211> 1366
<212> ADN
<213>

<400> 12

gggatgagac
acatgggggc
acgagcecctg
aatacgacga
gocgoccocgcac
acaaccccga
gcgagaccag
acgactgtcg
gocce

Homo sapiens

gccacctgtg
tggcectteca
ggtactgececc
gagagagcaa
gcaagggcat
acggacececat
agrcgggrgt
actccctagt
acacgggtag
atcagaaact
accaagaagyg
atgtcaaggg
tctacaaggt
accttctgcg
tcaagaagct
gagag

Homo sapiens

ES 2378 527 T3

ggaattgagg
gtggtttgag
cagctccacg
ctacccggag
catcatcaag
caaccccaag
gacggcgcgg
gatcatctte

cgggggccgg
catctactge
tgagtgccgg
gaagaatgcg
ggcctgtgtg
ccocggggatce
ccatcggcoce
cctggcgggg
tggtggtcga
caccaacaceo
ggcoccgaggcco
tggcaagaat
tgtgaaatac
gagggacgat
ggggctgacc

ctgtacaagg
gcgeaggtgg
tccaggceogg
aacggcgtgg
tggcaggacc
gagcggggct
gaactctacg
gtggacgaag

caggaccccg
ctggaccegc
aatgatgcca
aagatggecct
ggccgcoacca
cccgtgggcea
cacgtggctyg
ggctatgagg
gatctttecg
aacagggcac
aaggactggc
agcaagtacg
tggcccgaga
gatgagecctyg
atgcagtatc

37

tcaatgagta
tcagggtgac
cgcrggagga
tccagatgasa
tggaggtgagg
tctggtacga
ccaacgtggt
tcttcaagat

cgtcgatgct
gcggaaggec
ggacgtcatt
ctccagggac
ccaggtggtc
cgcggagatc
gctgggggat
tgagcggccg

acaagcagct
ccectcagcag
gcgaggtggt
cggccacatc
aggaatgtac
ccatgtggcg
gcatccatgg
atgatgtgga
gcaacaagag
tagctctcaa
ggtcggggaa
cccocccgotga
aggggaagtc
gceccttggac
cagaaggcta

catgtgcgat
tgttcccage
actggcggga
gtcctcacag
catcgtcccg
gttecgagte
ccggagcaac
ccatgggaat
gaccgcggaa
ctgctttgct
gccggtcagg
gggcaaccgc
cgggttrctce

gaaggayggyg
cctggaagcc

60

120
180
240
Juw
360
420
480
495

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
s00

915



ggcagcgttt
cgcacgcggt
cggcgaccgg
ggggcteggg
cactctgtce
cacacatccg
cgcgcoggge
gcgcgdgggcg

gccgageggg
ttcatcgeca
agaggtgagc
adactttgcaa
cgggatccag
gctggagecg
999ggagggc
cccogogatt
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cgctoccgggt
tccoccageoog
gggcggdccyg
aactttcccg
ggcctocect
ggaccagcgco
crggcgagec
caattgtcge

cgcacgcaad
ggccaggege
ggtcggggtyg
cgcggocago
tccacctaac
tgcgtcoccoceg
gccggggagg
gcoogagecce

tcecgogoggg
gcaggcagac
ccagccogdg
ccgggcegcac
coctogggaat
gagcccggog
atgtecaggct
gatttcgogo

ccccgaggage
ccaataagag
agtcccageg
tgcgggaggg
tcgaggtgag
ggccaccgcg
gcgtgggcac
tggcacttgg
ggattceccte
aacgaaccaa
gggatgggtt
aatcttecaac
tggccagggt
acaggccgga
aaaactgatg

atctgggcca
goggctcaag
gcgggggtgg
acgccgagdyg
tcgeggggcg
gggcgggccco

cgaggggtcc
ttaagttccec

ttccgtaaat
ctegggocac
ggaccttectg
acttggctag
ctggctgtac
Ccaaaagcaac

ggggtttatg

atggggagcg
tgaagggggg
gcgtgggetc
tccagggttt
cgocgogotcog
ggtcgcgcac
cggggtccgc
ccgggaccett
aggaatccga
ttggccoggg
cttttertteo
tcgttaatge
aggaggactg
cccgactcect
ctgtccctco

agcggggcgg
cgggacttga
gctggcgcga
9gaggggcge
€gggtggccg
gcgegcgggg
ggatctcggg
ctgaagttcc
ggaatgaatg
cctcectttet
aattcectct
cttaagtgct
gaagggcatc
tagagcatgg
cctcagecgec

38

ggcggccggg
cgagcggggg
cccgocgoggy
gagctgccgg
ggacggggcg
ggggccggea
tggggttttt
ggccogeget
aatcaatgaa
cctctggteg
tttcattcte
taatttgttg
ctgggagttt
catggctcag
gacacc

gtccgggeoca
aagctgttcg
ccgggcgcac
gcatgtcccg
cgttcceoegg
gggggtcgag
ccgegeoetge
gcocctgagtt

tgctgcggag
cccoctotgt
ccagtgggadg
gggttggagyg
cggttaccat
aggaggggdayg
cccatttocag
ggactttctg
tgaatgaata
tggggaagga
cttecoctecte
tgtctggtec
cctggtgtce
aggtgctggt

60

120
180
240
300
360
420
480

540
600
660
720
780
8B40
500
960
1020
1080
1130
1200
1260
1320
1366
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REIVINDICACIONES

1. Polipéptido aislado denominado ICBP90 (inverted CCAAT box, binding protein 90) de secuencia
aminoacidica SEQ ID N°2.

2. Polipéptido aislado caracterizado porque comprende un polipéptido elegido entre los polipéptidos de
secuencias SEQ ID N°2, SEQ ID N°4, SEQ ID N°6, SEQ ID N°8 o el fragmento C-terminal a partir del residuo D263
de la SEQ ID N°2.

3. Polipéptido segun la reivindicacién 1 o 2, caracterizado porque la secuencia de ADN con la que se liga
dicho polipéptido es una secuencia CCAAT, preferiblemente una secuencia CCAAT inversa (inverted ccaat box:icb
ICB).

4, Polinucleétido aislado caracterizado porque codifica un polipéptido segun la reivindicacion 1.
5. Polinucleétido segun la reivindicacion 4 de secuencia SEQ ID N°1.
6. Polinucleétido aislado caracterizado porque comprende un polinucleétido elegido entre un polinucleétido de

secuencias SEQ ID N°1, SEQ ID N°3, SEQ ID N°5, SEQ ID N°7 o que codifica el fragmento C-terminal a partir del
residuo D263 de la SEQ ID N°2.

7. Vector recombinante de clonacidon de un polinucleétido seguin una de las reivindicaciones 4 a 6 y/o de
expresion de un polipéptido segun una de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado porque contiene un polinucleétido
segun una cualquiera de las reivindicaciones 4 a 6.

8. Vector segun la reivindicacion 7 caracterizado porque incluye los elementos que permiten la expresion y
eventualmente la secrecion de dicho polipéptido en una célula hospedadora.

9. Vector segun una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 8, caracterizado porque los elementos que
permiten la expresién de dicho polipéptido se eligen entre:

a) el polinucledtido aislado de secuencia SED ID N°12;
b) un polinucleétido cuya secuencia es complementaria de la secuencia del polinucleétido definido en a);

¢) un polinucledtido cuya secuencia comprende al menos un 80% de identidad con un polinucleétido definido

en a) o b);
d) un polinucledtido que hibrida en condiciones de alto rigor con una secuencia del polinucleétido definido en
a), b) o c).
10. Célula hospedadora caracterizada porque comprende un vector segun una de las reivindicaciones 7, 8 y 9.
11. Procedimiento de preparacion de un polipéptido recombinante caracterizado porque se cultiva una célula

hospedadora segun la reivindicacion 10 en condiciones que permiten la expresién y eventualmente la secrecion de
dicho polipéptido recombinante y porque se recupera dicho polipéptido recombinante.

12. Polipéptido recombinante susceptible de obtenerse mediante un procedimiento segun la reivindicacion 11.

13. Anticuerpo monoclonal o policlonal y sus fragmentos, caracterizado porque se liga especificamente con un
polipéptido elegido entre: SEQ ID NO: 2, 4,6 0 8.

14. Procedimiento de deteccidn y/o valoracion de un polipéptido segun una de las reivindicaciones 1 a 3 en una
muestra bioldgica, caracterizado porque comprende las etapas siguientes:

a) puesta en contacto de la muestra bioldgica con un anticuerpo segun la reivindicacion 13;
b) determinacion del complejo antigeno-anticuerpo formado.

15. Estuche para la aplicacion de un procedimiento segun la reivindicacion 14 en una muestra bioldgica
mediante reaccion inmunoldgica, caracterizado porque comprende los elementos siguientes:

a) un anticuerpo monoclonal o policlonal segun la reivindicacion 13;
b) llegado el caso, los reactivos para la constitucion del medio propicio a la reaccion inmunoldgica;

c) los reactivos que permiten la deteccidon del complejo antigeno-anticuerpo producido por la reaccion
inmunoldgica.

16. Procedimiento segun la reivindicacion 14 para el diagnéstico de proliferacion celular.

39



10

15

20

25

30

35

40

ES 2378 527 T3

17. Procedimiento de cribado de ligando susceptible de afectar a la actividad transcripcional de un gen cuyo
promotor comprende las secuencias CCAAT y/o CCAAT inversa (ICB) susceptibles de ligarse con un polipéptido
segun las reivindicaciones 1 a 8 y que incluye las etapas siguientes:

a) puesta en contacto de dicho polipéptido y de uno o varios ligandos potenciales en presencia de los
reactivos necesarios para la aplicacion de una reaccion de transcripcion;

b) deteccion y/o medida de la actividad transcripcional.

18. Procedimiento de cribado de ligando susceptible de afectar a la funcién de “receptor nuclear” del polipéptido
segun las reivindicaciones 1 a 3 y que comprende las etapas siguientes:

a) puesta en contacto de dicho polipéptido y de uno o varios ligandos potenciales en presencia de los
reactivos necesarios;

b) deteccion y/o medida de la actividad transcripcional de un gen cuyo promotor comprende las secuencias
CCAAT y/o CCAAT inversa (ICB) susceptibles de ligarse con dicho polipéptido.

19. Estuche para llevar a cabo un procedimiento segun las reivindicaciones 17 y 18 en una muestra biolégica,
caracterizado porque comprende los elementos siguientes:

a) un polipéptido segun las reivindicaciones 1 a 3;

b) unligando;

c) los reactivos necesarios para llevar a cabo una reaccion de transcripcion.
20. Compuesto caracterizado porque se elige entre:

a) un polipéptido segun una de las reivindicaciones 1 a 3;

b)  un polinucleétido segun una de las reivindicaciones 4 a 6;

c) un vector segun una de las reivindicaciones 7 a 9;

d) una célula segun la reivindicacion 10;

e) un anticuerpo segun la reivindicacion 13;

a modo de medicamento.

21. Compuesto segun la reivindicacion 20 a modo de medicamento destinado a la prevencion y/o el tratamiento
del cancer.
22. Utilizacion de un compuesto segun las reivindicaciones 20 y 21 para la preparacion de un medicamento

destinado a modular, aumentar o disminuir la proliferacion celular.

23. Composicion farmacéutica para el tratamiento preventivo y curativo del cancer, caracterizada porque
contiene una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto segun una de las reivindicaciones 20 y 21 y un
vehiculo farmacéuticamente aceptable.

24, Composicion farmacéutica caracterizada porque comprende un anticuerpo segun la reivindicaciéon 13 como
agente orientador conjugado con al menos un agente seleccionado entre el grupo de agentes antiproliferativos,
antineoplasicos o citotoxicos.

25. Producto que comprende al menos un compuesto segun las reivindicaciones 20 y 21 y al menos otro
agente anticanceroso como producto de combinacién para una utilizacién simultanea, separada o extendida en el
tiempo en terapia anticancerosa.

26. Composicion para la deteccion, localizacion y formacién de imagenes de canceres, que comprende un
anticuerpo segun la reivindicacion 13, estando el anticuerpo marcado directa o indirectamente con un marcador
generador de sefial seleccionado entre los is6topos radiactivos y las entidades no isotdpicas.
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