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DESCRIPCION
Un nuevo gen BNO1 cartografiado en el cromosoma 16q24.3.
Campo técnico

La presente invencion se refiere a un nuevo gen que se ha identificado en la punta distal del brazo largo del cromosoma
16 en 16q24.3. El gen BNO1 codifica un polipéptido que forma parte de un complejo de ubicuitina-ligasa implicado en el
direccionamiento de proteinas mediante ubicuitinacion para una degradacion en el proteasoma. Considerando que
BNO1 esta involucrado en la ubicuitinacion y la degradacion de proteinas, la invencion también se refiere a la terapia de
trastornos asociados con este proceso, tales como el cancer (en particular el carcinoma de mama y de prostata), la
enfermedad inmune/inflamatoria y la enfermedad neurolégica. Ademas, la invencion se refiere al diagndstico de trastor-
nos asociados con la ubicuitinacion y al escrutinio de farmacos para una intervencion terapéutica en estos trastornos.

Técnica anterior

Se ha observado que el desarrollo de carcinomas humanos surge por una acumulacion de cambios genéticos que impli-
can agentes reguladores positivos de la funcién celular (oncogenes) y agentes reguladores negativos (genes supresores
de tumores). Para que una célula somatica normal se desarrolle en un tumor metastasico se requieren cambios a nivel
celular, tales como la inmortalizacion, la pérdida de inhibicion por contacto y la capacidad de crecimiento invasivo, y
cambios a nivel tisular, tales como evitar respuestas inmunes del hospedador y restricciones del crecimiento impuestas
por las células circundantes, y la formacién de un aporte de sangre para el tumor en crecimiento.

Estudios genéticos moleculares de carcinoma colorrectal han proporcionado pruebas sustanciales de que la generacion
de malignidad requiere la acumulacion secuencial de una serie de cambios genéticos dentro de la misma célula madre
epitelial del colon. Para que una célula epitelial colénica normal se convierta en un adenoma benigno, progrese a ade-
noma intermedio y final, y finalmente se convierta en una célula maligna, son necesarias mutaciones inactivadoras en
genes supresores de tumores y mutaciones activadoras en proto-oncogenes (Fearon y Vogelstein, 1990).

El empleo de una variedad de técnicas, tales como la pérdida de heterocigosidad (LOH), la hibridacion genémica com-
parativa (CGH) y estudios citogenéticos de tejidos cancerosos, beneficiandose todas ellas de anomalias cromosémicas
asociadas con la célula afectada, ha ayudado a identificar una variedad de genes supresores de tumores y de oncoge-
nes asociados con una serie de tipos de tumores.

En un aspecto, estudios de canceres tales como retinoblastoma y carcinoma de colon han respaldado el modelo de que
LOH es un episodio especifico en la patogénesis del cancer y se ha proporcionado un mecanismo para identificar los
genes causantes de cancer. Este modelo se pone de relieve ain mas en el sindrome de Von Hippel-Lindau (VHL), un
trastorno raro que predispone individuos a una variedad de tumores, tales como carcinomas de células claras del rifién y
tumores de células de los islotes del pancreas. Tanto los casos esporadicos como los casos heredados del sindrome
muestran LOH en el brazo corto del cromosoma 3 y translocaciones somaticas que implican 3p en tumores esporadicos,
y también se ha observado un ligamiento genético con la misma regién en familias afectadas. El gen supresor del tumor
de VHL ya se ha identificado a partir de esta regidon del cromosoma 3 y se han detectado mutaciones en el mismo en el
100% de los pacientes que tienen un diagndstico clinico de enfermedad de VHL. Ademas, el gen de VHL se inactiva en
aproximadamente el 50-80% de la forma esporadica mas comun de carcinoma renal de células claras.

Los determinantes genéticos implicados en el cancer de mama no estan tan bien definidos como los del cancer de co-
lon, debido en parte a que los estadios histoldgicos del desarrollo del cancer de mama estan peor caracterizados. Sin
embargo, igual que con el carcinoma de colon, se cree que una tienen que estar implicados variedad de genes en una
progresion por etapas, durante la génesis de tumores de mama.

Algunas mujeres parecen tener un mayor riesgo de desarrollar cancer de mama. Analisis de ligamiento genético han
mostrado que 5 a 10% de todos los canceres de mama son debidos al menos a dos genes de susceptibilidad autosémi-
cos dominantes. Generalmente, las mujeres portadoras de una mutacion en un gen de susceptibilidad desarrollan
cancer de mama a una edad mas temprana, en comparacion con la poblaciéon general, frecuentemente tienen tumores
de mama bilaterales y tienen un mayor riesgo de desarrollar canceres en otros 6rganos, particularmente carcinoma de
ovario.

Un analisis de ligamiento genético en familias que muestran una alta incidencia de cancer de mama de aparicion tem-
prana (antes de los 46 afos de edad) fue un éxito en la cartografia del primer gen de susceptibilidad, BRCA1, en el
cromosoma 17921 (Hall et al., 1990). Con posterioridad a esto, se cartografié el gen BRCA2 en el cromosoma 13q12-
q13 (Wooster et al., 1994), confiriendo este gen una mayor incidencia de cancer de mama masculino y una menor inci-
dencia de cancer de ovario, cuando se comparaba con BRCA1.

Tanto BRCA1 como BRCAZ2, ya han sido clonados (Miki et al., 1994; Wooster et al., 1995) y se han identificado numero-
sas mutaciones en estos genes en individuos susceptibles con casos familiares de cancer de mama.

Existen otros sindromes de cancer de mama heredado, sin embargo, son raros. Las mutaciones hereditarias en el gen
TP53 se han identificado en individuos con sindrome de Li-Fraumeni, un cancer familiar que produce neoplasias epite-
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liales que tienen lugar en sitios multiples, incluyendo la mama. Del mismo modo, mutaciones de la linea germinal en el
gen MMC4C1/PTEN implicado en la enfermedad de Cowden y en el gen de la ataxia telangiectasia (AT), han mostrado
que confieren un mayor riesgo de desarrollar cancer de mama, entre otras manifestaciones clinicas, pero en conjunto
solo representan un porcentaje bajo de las familias con una predisposicion hereditaria al cancer de mama.

Se ha mostrado que las mutaciones somaticas en el gen TP53 se producen en un alto porcentaje de individuos con
cancer de mama esporadico. Sin embargo, a pesar de que se ha observado LOH en los loci de BRCA1 y BRCA2 con
una frecuencia de 30 a 40% en los casos esporadicos (Cleton-Jansen et al., 1995; Saito ef al., 1993), no hay practica-
mente ninguna sefal de mutaciones somaticas en el alelo conservado de estos dos genes en los canceres esporadicos
(Futreal et al., 1994; Miki et al., 1996). Datos recientes sugieren que la metilacion del ADN de la secuencia del promotor
de estos genes puede ser un importante mecanismo de regulacién a la baja. El uso de polimorfismos en la longitud de
los fragmentos de restriccion y de marcadores polimorficos de pequefias repeticiones en tandem, ha identificado nume-
rosas regiones con desequilibrio alélico en el cancer de mama, lo que sugiere la presencia de genes adicionales que
pueden estar implicados en el cancer de mama. Datos compilados a partir de mas de 30 estudios revelan la pérdida de
ADN en al menos 11 brazos de cromosomas, con una frecuencia superior al 25%, estando regiones tales como 16q y
17p afectadas en mas del 50% de los tumores (Devilee y Cornelisse, 1994; Brenner y Aldaz, 1995). Sin embargo, se
conoce que solo algunas de estas regiones albergan genes supresores de tumores, los cuales se ha mostrado que
estan mutados en individuos con las dos formas de cancer de mama, esporadica (genes TP53 y RB) y familiar (genes
TP53, RB, BRCA1y BRCA?2).

Estudios citogenéticos han implicado la pérdida del brazo largo del cromosoma 16 como un episodio temprano en la
carcinogénesis de mama, ya que se encuentra en tumores con pocas o ninguna otra anormalidad citogenética. Altera-
ciones en el cromosoma 1y 16 también se han observado en varios casos de carcinoma ductal in situ (DCIS), el estadio
preinvasivo de carcinoma de mama ductal. Ademas, estudios de LOH en muestras de DCIS identificaron la pérdida de
marcadores de 16q en el 29 al 89% de los casos sometidos a ensayo (Chen ef al., 1996; Radford et al., 1995). Ademas,
el examen de tumores de otros tipos de tejido ha indicado que la LOH de 16q también se observa frecuentemente en los
carcinomas de prostata, higado, ovario y neuroectodérmicos primitivos. En conjunto, estos hallazgos sugieren la pre-
sencia de un gen que se cartografia en el brazo largo del cromosoma 16 que esta involucrado de manera decisiva en el
desarrollo temprano de una gran proporcion de canceres de mama, asi como de canceres de otros tipos de tejidos, pero
hasta la fecha no se ha identificado un gen de este tipo.

Descripcion de la invencion

La presente invencion proporciona una molécula aislada de acido nucleico de BNO1 que se cartografia en el cromoso-
ma 16924.3 que comprende la secuencia de nucleétidos expuesta en SEQ ID Numeros: 1 o 3.

También proporciona una molécula aislada de acido nucleico de BNO1 que comprende la secuencia de nucleétidos
expuesta en SEQ ID Numeros: 1 o 3, que codifica un polipéptido que forma parte de un complejo de ubicuitina-ligasa
implicado en el direccionamiento de proteinas mediante ubicuitinacion para una degradacion en el proteasoma.

La invencion también incluye una molécula aislada de acido nucleico de BNO1 que es al menos 95% idéntica a una
molécula de ADN que consiste en la secuencia de nucledtidos expuesta en SEQ ID Numeros: 1 o 3 y que codifica un
polipéptido que forma parte de un complejo de ubicuitina-ligasa implicado en el direccionamiento de proteinas mediante
ubicuitinacion para una degradacion en el proteasoma.

Una cualquiera de las variantes de polinucleétidos descritas anteriormente puede codificar una secuencia de aminoaci-
dos que contiene al menos una caracteristica funcional o estructural de BNO1.

Tipicamente, la identidad de secuencia se calcula utilizando el algoritmo BLASTN con la matriz por defecto BLOS-
SUMe62.

La invencion también incluye una molécula aislada de acido nucleico de BNO1 que codifica un polipéptido que forma
parte de un complejo de ubicuitina-ligasa implicado en la degradacién de proteinas mediante ubicuitinacion, y que se
hibrida en condiciones rigurosas con una molécula de ADN que consiste en la secuencia de nucleétidos expuesta en
SEQ ID Nimeros : 10 3.

En condiciones rigurosas, la hibridacion tendra lugar lo mas preferiblemente a 42°C en NaCl 750 mM, citrato trisédico 75
mM, 2% de SDS, 50% de formamida, 1X Denhart, 10% (p/v) de sulfato de dextrano y 100 ug/ml de ADN de esperma de
salmén desnaturalizado. Variaciones Utiles de estas condiciones seran claramente evidentes para los expertos en la
técnica. Las etapas de lavado que siguen a la hibridacion se producen lo mas preferiblemente a 65°C en NaCl 15 mM,
citrato trisédico 1,5 mM y 1% de SDS. Variaciones adicionales de estas condiciones seran claramente evidentes para
los expertos en la materia

La invencién también proporciona una molécula aislada de acido nucleico de BNO1 que codifica un polipéptido que
tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID Numeros: 2 0 4.

Preferiblemente, la identidad de la secuencia se determina utilizando el algoritmo BLASTP con la matriz por defecto
BLOSSUMG2.
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También describimos una molécula de acido nucleico aislada que comprende los exones 1 a9 o los exones 1,2, 2.5y 3
a 9, identificados en las secuencias de nucleétidos expuestas en SEQ ID Numeros: 1y 3, respectivamente.

Aln mas, se proporciona una molécula de acido nucleico aislada que consiste en la secuencia de nucleétidos expuesta
en SEQ ID Numeros: 1 0 3.

También describimos una molécula de acido nucleico aislada que consiste en la secuencia de nucleétidos expuesta en
SEQ ID NO: 1 desde la base 4 hasta la base 1.621 o expuesta en SEQ ID NO: 3 desde la base 4 hasta la base 1.708.

También describimos un gen aislado que comprende la secuencia de nucledtidos expuesta en SEQ ID Numeros: 103y
los elementos de control de BNO1.

Preferiblemente, los elementos de control de BNO1 son los que median en la expresion en el tejido de mama, proéstata,
higado y ovario.

Las secuencias de nucledtidos de la presente invencion se pueden modificar genéticamente usando métodos aceptados
en la técnica para alterar las secuencias que codifican BNO1, para una variedad de objetivos. Estos incluyen, pero no se
limitan a los mismos, la modificacion de la clonacion, el procesamiento y/o la expresion del producto génico. El reaco-
plamiento con PCR de fragmentos génicos y el uso de oligonucledtidos sintéticos permiten la modificacion genética de
secuencias de nucleotidos de BNO1. Por ejemplo, la mutagénesis dirigida al sitio mediada con nucleétidos puede intro-
ducir mutaciones que crean nuevos sitios de restriccion, alterar los patrones de glicosilacion y producir variantes por
corte y empalme, etc.

Como resultado de la degeneracion del codigo genético, se puede producir una serie de secuencias de polinucleétidos
que codifican BNO1, algunas que pueden tener un minimo de similitud con las secuencias de polinucleétidos de cual-
quier gen conocido y de origen natural. Por lo tanto, describimos todas y cada variacion posible de la secuencia de poli-
nucledétidos que se podria realizar mediante la seleccién de combinaciones basadas en posibles opciones de codones.
Estas combinaciones se realizan de acuerdo con el cédigo genético de tripletes convencional, tal como se aplica a la
secuencia de polinucledtidos de BNO1 de origen natural, y todas las variaciones de este tipo se deben considerar como
que se han descrito especificamente.

Los polinucleétidos de esta invencion incluyen ARN, ADNc, ADN gendmico, formas sintéticas y polimeros mixtos, cade-
nas codificantes y no codificantes, y se pueden modificar quimica o bioquimicamente, o pueden contener bases de
nucledtidos no naturales o derivatizadas, tal como apreciaran los expertos en la técnica. Tales modificaciones incluyen
marcadores, metilacion, agentes intercalantes, alquilantes y enlaces modificados. En algunos casos, puede ser ventajo-
so producir secuencias de nucleétidos que codifican BNO1 o sus derivados que poseen un uso de codones sustancial-
mente diferente al de BNO1 de origen natural. Por ejemplo, se pueden seleccionar codones para aumentar la tasa de
expresion del péptido en un hospedador procariético o eucariético particular que se corresponda con la frecuencia con la
que codones particulares son utilizados por el hospedador. Otras razones para alterar la secuencia de nucleétidos que
codifica BNO1 y sus derivados, sin alterar las secuencias de aminoacidos codificadas, incluyen la produccién de trans-
critos de ARN que tienen propiedades mas deseables, tales como una semivida mayor que los transcritos producidos a
partir de la secuencia de origen natural.

La invencion también incluye la produccion de moléculas de ADN, que codifican BNO1 y sus derivados, o fragmentos de
los mismos, enteramente mediante quimica sintética. Las secuencias sintéticas se pueden insertar en vectores de ex-
presion y sistemas celulares que contienen los elementos necesarios para el control de la transcripcion y la traduccion
de la secuencia codificadora insertada, en un hospedador adecuado. Estos elementos pueden incluir secuencias regu-
ladoras, promotores, regiones 5' y 3' no traducidas y sefiales de iniciacion especificas (tales como un codon de inicia-
cion ATG vy la secuencia de consenso Kozak) que permiten una traduccion mas eficaz de las secuencias que codifican
BNO1. En los casos en los que se inserta la secuencia completa que codifica BNO1, incluyendo su codoén de iniciacion y
secuencias reguladoras aguas arriba, en el vector de expresion apropiado, puede que no sean necesarias unas sefales
de control adicionales. Sin embargo, en los casos en que solo se inserta la secuencia codificadora o un fragmento de la
misma, el vector tiene que proporcionar sefiales exdgenas de control de la traduccion, tal y como se ha descrito ante-
riormente. Tales sefiales pueden tener diversos origenes, tanto naturales como sintéticos. La eficacia de la expresion se
puede potenciar mediante la inclusién de potenciadores apropiados para el sistema particular de células hospedadoras
empleado (Scharf et al., 1994).

La presente invencion permite la preparacién de un polipéptido o una proteina purificada de BNO1, a partir de los poli-
nucleétidos de la presente invencion o de variantes de los mismos. Con el fin de realizar esto, las células hospedadoras
se pueden transfectar con una molécula de ADN tal y como se ha descrito anteriormente. Tipicamente, dichas células
hospedadoras se transfectan con un vector de expresion que comprende una molécula de ADN de acuerdo con la in-
vencion. Una variedad de sistemas de vector de expresion/hospedador se puede utilizar para contener y expresar se-
cuencias que codifican BNO1. Estos incluyen, pero no se limitan a los mismos, microorganismos tales como bacterias
transformadas con vectores de expresion de ADN de plasmido o cosmido; levadura transformada con vectores de ex-
presion de levadura, sistemas de células de insecto infectados con vectores de expresion virica (por ejemplo, baculovi-
rus); o sistemas de células tisulares de ratén o de otros animales o de seres humanos. Las células de mamifero también
se pueden utilizar para expresar la proteina de BNO1 usando diversos vectores de expresion que incluyen sistemas de
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plasmido, cosmido y viricos tales como sistemas de expresion de virus adenoviricos, retroviricos o vaccinia. La inven-
cion no esta limitada por la célula hospedadora empleada.

Las secuencias de polinucleétidos, o variantes de las mismas, de la presente invenciéon se pueden expresar de manera
estable en lineas celulares para permitir una produccion a largo plazo de proteinas recombinantes en sistemas de
mamiferos. Las secuencias que codifican BNO1 se pueden transformar en lineas celulares utilizando vectores de expre-
sion que pueden contener origenes de replicacion viricos y/o elementos de expresion enddégenos y un gen marcador
seleccionable en el mismo vector o en un vector distinto. EI marcador seleccionable confiere resistencia a un agente
selectivo, y su presencia permite el crecimiento y la recuperacion de células que expresan convenientemente las se-
cuencias introducidas. Los clones resistentes de células transformadas de forma estable se pueden propagar utilizando
técnicas de cultivo tisular apropiadas para el tipo de célula.

La proteina producida por una célula transformada se puede secretar o retener intracelularmente, dependiendo de la
secuencia y/o del vector utilizado. Como bien entenderan los expertos en la técnica, los vectores de expresion que con-
tienen polinucledtidos que codifican BNO1 se pueden disefar para que contengan secuencias sefial que dirigen la se-
crecion de BNO1 a través de una membrana celular procariota o eucariota.

Ademas, una cepa de células hospedadoras se puede seleccionar por su capacidad para modular la expresion de las
secuencias insertadas o para procesar la proteina expresada de la manera deseada. Tales modificaciones del polipépti-
do incluyen, pero no se limitan a, acetilacion, glicosilacion, fosforilacion y acilacion. La escision postraduccional de una
forma "prepro” de la proteina, también se puede usar para direccionar, plegar y/o para la actividad de una proteina es-
pecifica. Diferentes células hospedadoras que tienen una maquinaria celular especifica y mecanismos caracteristicos
para las actividades postraduccionales (por ejemplo, células HeLa o CHO), estan disponibles en la American Type Cul-
ture Collection (ATCC) y se pueden seleccionar para asegurar la modificacion y el procesamiento correctos de la protei-
na extrafia.

Cuando se necesitan grandes cantidades de BNO1 como para la produccion de anticuerpos, se pueden utilizar vectores
que dirigen niveles elevados de expresion de BNO1 como los que contienen el promotor inducible del bacteriéfago T5 y
T7. La presente invencion también incluye el uso de los sistemas de expresion descritos anteriormente para la genera-
cion y el aislamiento de proteinas de fusidon que contienen dominios funcionales importantes de la proteina. Estas pro-
teinas de fusion se utilizan para estudios de ligamiento, estructurales y funcionales, asi como para la generaciéon de
anticuerpos apropiados.

Con el fin de expresar y purificar la proteina como una proteina de fusion, la secuencia apropiada de ADNc de BNO1 se
inserta en un vector que contiene una secuencia de nucleétidos que codifica otro péptido (por ejemplo, la glutationina
succinil transferasa). La proteina de fusion se expresa y se recupera a partir de células procariotas o eucariotas. La
proteina de fusién se puede purificar a continuacion mediante cromatografia de afinidad basada en la secuencia del
vector de fusion y la proteina de BNO1 obtenida mediante escision enzimatica de la proteina de fusion.

Los fragmentos de BNO1 también se pueden producir por sintesis directa de péptidos utilizando técnicas de fase solida.
La sintesis automatizada se puede lograr mediante el uso del sintetizador de péptidos ABI 431A (Perkin-Elmer). Varios
fragmentos de BNO1 se pueden sintetizar por separado y después se combinan para producir la molécula de longitud
completa.

De acuerdo con la invencion, se proporciona un polipéptido aislado que comprende la secuencia de aminoacidos ex-
puesta en SEQ ID Numeros: 2 o0 4.

De acuerdo con un aspecto adicional de la invencion, se proporciona un polipéptido aislado que comprende la secuen-
cia de aminoacidos expuesta en SEQ ID Numeros: 2 o0 4, que forma parte de un complejo de ubicuitina-ligasa involucra-
do en la degradacion de proteinas a través de la ubicuitinacion.

La invencién también incluye un polipéptido aislado que forma parte de un complejo de ubicuitina-ligasa implicado en la
degradacioén de proteinas a través de la ubicuitinacion que tiene al menos 95% de identidad con la secuencia de ami-
noacidos expuesta en SEQ ID Numeros: 2 0 4.

Preferiblemente, la identidad de secuencia se determina utilizando el algoritmo BLASTP con la matriz por defecto
BLOSSUMG2.

También esta previsto un polipéptido aislado que consiste en la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID Nume-
ros: 2 04.

En un aspecto adicional de la invencién, se proporciona un método de preparacion de un polipéptido tal y como se ha
descrito anteriormente, que comprende las etapas de:

(1) cultivar las células hospedadoras en condiciones eficaces para la produccion del polipéptido; y
(2) recoger el polipéptido.

La proteina de BNO1 sustancialmente purificada o fragmentos de la misma se pueden utilizar a continuacion en otros
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analisis bioquimicos para establecer la estructura secundaria y terciaria, por ejemplo, mediante cristalografia de rayos X
de la proteina de BNO1 o mediante resonancia magnética nuclear (RMN). La determinacién de la estructura permite el
disefio racional de productos farmacéuticos que interaccionan con la proteina, alteran la configuracion de la carga de la
proteina o la interaccion de la carga con otras proteinas, o modifican su funcién en la célula.

El gen BNO1 se ha identificado a partir de una region de LOH restringida, observada en el cancer de mama y de proésta-
ta, y parece estar regulado a la baja en su expresién en lineas celulares de cancer obtenidas a partir de estos tejidos.
Ademas, existe una similitud estructural y quimica en el contexto de las secuencias y motivos, entre las regiones de
BNO1 y las proteinas F-box. Las proteinas F-box son los componentes de reconocimiento del sustrato de una clase de
las ligasas ubicuitina-E3, la clase denominada “SCF”, que estan implicadas en la degradacién de proteinas a través de
la ubicuitinacién y la posterior proteolisis llevada a cabo por el proteasoma. Hasta la fecha, las proteinas que parecen
estar reguladas por este mecanismo, incluyen oncogenes, genes supresores de tumores, factores de transcripcion y
otras moléculas de sefalizacion. Estas proteinas influyen en muchos procesos celulares tales como la modulaciéon de
las respuestas inmunes e inflamatorias, el desarrollo y la diferenciacién, asi como procesos que estan implicados en el
desarrollo del cancer, tales como la regulacion del ciclo celular y la apoptosis. También se ha observado que BNO1
interacciona con Skp1, un componente esencial de las ligasas ubicuitina-E3 SCF.

Se ha proporcionado previamente un precedente convincente de una proteina supresora tumoral que pertenece al sis-
tema de degradacion ubicuitina-proteasoma, a través del gen VHL. Se ha demostrado que este gen se asocia con elon-
gina C, elongina B y culina-2 en un complejo denominado VCB-CUL-2. Este complejo multiproteico muestra una simili-
tud estructural y funcional con las ligasas de ubicuitina SCF y se ha mostrado que esta involucrado en la ubicuitinacion
de sustratos de VHL.

En conjunto, esta informacion sugiere que BNO1 esta implicado en los procesos que conducen al cancer, especialmente
carcinoma de mama y de prostata, lo mas probable a través de su papel en la ubicuitinacion de proteinas que participan
en importantes funciones celulares, tales como la regulacion del ciclo celular. Como BNO1 se expresa en muchos tipos
de tejidos, alteraciones en la funcién de BNO1 también pueden causar patologias en esos tejidos a través de las consi-
guientes alteraciones en el proceso de ubicuitinacion.

Con la identificacion de la secuencia de nucleétidos y proteinas de BNO1, se pueden utilizar sondas y anticuerpos diri-
gidos al gen en una variedad de ensayos de hibridacién e inmunoldgicos, para escrutar y detectar la presencia de un
gen normal o mutado o del producto génico. Ademas, la secuencia de nucledtidos y proteinas del gen BNO1 proporcio-
nada en esta invencion, permite métodos terapéuticos para el tratamiento de todas las enfermedades asociadas con
anormalidades de la funcion de BNO1, incluyendo cancer, enfermedad inmune/inflamatoria y trastornos neuroldgicos, y
también permite métodos para el diagnostico o el prondstico de todas las enfermedades asociadas con anormalidades
en la funcion de BNO1.

Ejemplos de tales trastornos incluyen, pero no se limitan a, canceres, trastornos inmunes/inflamatorios y trastornos
neurolégicos. Los canceres incluyen adenocarcinoma, leucemia, linfoma, melanoma, mieloma, sarcoma, teratocarcino-
ma y, en particular, canceres de mama, prostata, higado, ovario, cabeza y cuello, corazén, cerebro, pancreas, pulmén,
musculo esquelético, rifidn, colon, Utero, testiculos, glandula suprarrenal, sangre, células germinales, placenta, mem-
brana sinovial, amigdalas, cuello uterino, tejido linfatico, piel, vejiga, médula espinal, glandula tiroides y estémago. Otros
tipos de cancer pueden incluir los de huesos, médula dsea, vesicula biliar, ganglios, tracto gastrointestinal, paratiroides,
pene, glandulas salivales, bazo y timo. Los trastornos inmunes/inflamatorios incluyen el sindrome de inmunodeficiencia
adquirida (SIDA), la enfermedad de Addison, el sindrome de dificultad respiratoria de adulto, alergias, espondilitis anqui-
losante, amiloidosis, anemia, asma, aterosclerosis, anemia hemolitica autoinmune, tiroiditis autoinmune, polienodocrino-
patia-candidiasis-distrofia ectodérmica autoinmune (APECED), bronquitis, colecistitis, dermatitis de contacto, enferme-
dad de Crohn, fibrosis quistica, dermatitis atopica, dermatomiositis, diabetes mellitus, enfisema, linfopenia episddica con
linfocitotoxinas, eritroblastosis fetal, eritema nodoso, gastritis atréfica, glomerulonefritis, sindrome de Goodpasture, gota,
enfermedad de Graves, tiroiditis de Hashimoto, hipereosinofilia, sindrome de intestino irritable, esclerosis multiple, mias-
tenia grave, inflamacién miocardica o pericardica, osteoartritis, osteoporosis, pancreatitis, polimiositis, psoriasis, sindro-
me de Reiter, artritis reumatoide, esclerodermia, sindrome de Sjogren, anafilaxia sistémica, lupus eritematoso sistémico,
esclerosis sistémica, purpura trombocitopénica, colitis ulcerosa, uveitis, sindrome de Werner, complicaciones de la cica-
trizacion de heridas (por ejemplo, formacion de cicatrices), cancer, hemodialisis y circulacion extracorporea, infecciones
viricas, bacterianas, fungicas, parasitarias, de protozoos y helmintos, y trauma. Los trastornos neuroldgicos pueden
incluir la enfermedad de Parkinson y la enfermedad de Alzheimer.

En el tratamiento de enfermedades asociadas con una disminucion de la expresion y/o de la actividad de BNO1, es
deseable incrementar la expresion y/o la actividad de BNO1. En el tratamiento de trastornos asociados con el aumento
de la expresion y/o de la actividad de BNO1, es deseable disminuir la expresion y/o la actividad de BNO1.

Mejora del gen BNO1 o de la funcién proteica de BNO1

Mejorar, estimular o reactivar el gen BNO1 o la funcion proteica de BNO1 se puede lograr en una variedad de maneras.
También describimos la administracion de una molécula de ADN aislada, tal y como se ha descrito anteriormente, a un
sujeto que requiere que tal tratamiento se pueda iniciar.
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Tipicamente, BNO1 se administra a un sujeto para tratar o prevenir un trastorno asociado con la disminucion de la acti-
vidad y/o la expresion de BNO1.

En un aspecto adicional, se proporciona el uso de una molécula de ADN aislada, tal y como se ha descrito anteriormen-
te, en la preparacién de un medicamento para el tratamiento de un trastorno asociado con una disminucién de la activi-
dad y/o la expresion de BNO1.

Tipicamente, un vector capaz de expresar BNO1 o un fragmento o un derivado del mismo, se puede administrar a un
sujeto para tratar o prevenir un trastorno asociado con una disminucion de la actividad y/o la expresion de TSG18 inclu-
yendo los descritos anteriormente, pero no limitado a los mismos. La transduccioén de vectores retroviricos se utiliza
frecuentemente para la terapia génica de células somaticas, debido a su elevada eficacia en la infeccion y la integracion
y la expresion estables. El gen BNO1 de longitud completa, o porciones del mismo, se pueden clonar en un vector re-
trovirico y se pueden dirigir desde su promotor endégeno o desde la repeticion terminal larga retrovirica o desde un
promotor especifico para el tipo de célula diana de interés. Otros vectores viricos se pueden utilizar e incluyen, tal y
como se conocen en la técnica, adenovirus, virus adenoasociado, virus vaccinia, papovavirus, lentivirus y retrovirus de
origen aviar, murino y humano.

La terapia génica se llevaria a cabo segun los métodos establecidos (Friedman, 1991; Culver, 1996). Se preparara un
vector que contiene una copia del gen BNO1 ligada a elementos de control de la expresion y que es capaz de replicarse
dentro de las células. Alternativamente, el vector puede tener una replicacion incorrecta y puede requerir células auxilia-
res o un virus auxiliar para la replicacion y la produccion de virus y el uso en terapia génica.

La transferencia génica que emplea métodos no viricos de infeccidon también se puede utilizar. Estos métodos incluyen
la inyeccion directa de ADN, la captacion de ADN desnudo en presencia de fosfato de calcio, la electroporacion, la fu-
sion de protoplastos o la entrega en liposomas. La transferencia génica también se puede lograr mediante la entrega
como una parte de un cromosoma humano artificial o la transferencia génica mediada por receptores. Esto implica ligar
el ADN a una molécula de direccionamiento que se unira a receptores especificos de la superficie celular para inducir la
endocitosis y la transferencia del ADN dentro de células de mamifero. Una de tales técnicas utiliza poli-L-lisina para
enlazar la asialoglicoproteina al ADN. Un adenovirus también se afiade al complejo para destruir los lisosomas y permitir
de este modo que el ADN evite la degradacion y pase al nucleo. La infusion de estas particulas por via intravenosa ha
dado lugar a la transferencia génica en hepatocitos.

En sujetos afectados que expresan una forma mutada de BNO1, se puede prevenir el trastorno introduciendo en las
células afectadas una copia de tipo silvestre del gen, de tal manera que se recombina con el gen mutante. Esto requiere
un caso de doble recombinacion para la correccion de la mutacion del gen. Los vectores para la introduccién de genes
de esta forma son conocidos en la técnica, y se puede utilizar cualquier vector adecuado. Alternativamente, la introduc-
cion de otra copia del gen que es portadora de una segunda mutacion en ese gen, se puede emplear con el fin de anu-
lar la mutacion del gen original y bloquear cualquier efecto negativo.

En sujetos afectados que tienen una expresion reducida de BNO1, un mecanismo de regulacion a la baja puede ser la
metilacion anormal de la isla CpG presente en el extremo 5' del gen. Por lo tanto, en un enfoque alternativo de la tera-
pia, la administracion de agentes que eliminan la metilacién del promotor de BNO1, reactivara la expresion del gen
BNO1 y puede suprimir el fenotipo asociado con la enfermedad.

En un aspecto adicional, un agonista adecuado también puede incluir una molécula o un péptido pequefio que puede
imitar la funciéon de BNO1 de tipo silvestre.

Inhibicion del gen BNO1 o de la funcion proteica de BNO1

La inhibicion de la funcion de un gen o una proteina mutada se puede lograr por una variedad de vias. También descri-
bimos un método para tratar un trastorno asociado con el aumento de la actividad y/o la expresion de BNO1, que com-
prende administrar un antagonista de BNO1 a un sujeto que requiera tal tratamiento.

En todavia otro aspecto de la invencién, se proporciona el uso de un antagonista de BNO1 en la preparacion de un
medicamento para el tratamiento de un trastorno asociado con el aumento de la actividad y/o de la expresion de BNO1.

Tales trastornos pueden incluir los descritos anteriormente, pero no se limitan a los mismos. En un aspecto de la inven-
cion, una molécula de ADN aislada, que es el complemento de una cualquiera de las moléculas de ADN descritas ante-
riormente y que codifica una molécula de ARN que se hibrida con el ARNm codificado por BNO1, se puede administrar
a un sujeto que requiera tal tratamiento.

En aun otro aspecto de la invencion, se proporciona el uso de una molécula de ADN aislada que es el complemento de
una molécula de ADN de la invencion y que codifica una molécula de ARN que se hibrida con el ARNm codificado por
BNO1, en la preparacién de un medicamento para el tratamiento de un trastorno asociado con el aumento de la activi-
dad y/o de la expresion de BNO1.

Tipicamente, un vector que expresa el complemento del polinucleétido que codifica BNO1 se puede administrar a un
sujeto para tratar o prevenir un trastorno asociado con el aumento de la actividad y/o la expresion de BNO1, que incluye
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los descritos anteriormente, pero no se limita a los mismos. Las estrategias no codificadoras (del inglés, “antisense
strategies”) pueden utilizar una variedad de enfoques incluyendo el uso de oligonucleétidos no codificadores, ribozimas,
ADNzimas, inyeccion de ARN no codificador y transfeccion de vectores de expresion de ARN no codificador. Muchos
métodos para introducir vectores en células o tejidos estan disponibles y son igualmente adecuados para su uso in vivo,
in vitro y ex vivo. Para la terapia ex vivo, los vectores se pueden introducir en células madre, excepto las células madre
embrionarias humanas, tomadas del paciente y propagadas por clonacién para un retrotrasplante autélogo en el mismo
paciente. La entrega mediante transfeccion, inyecciones de liposomas o mediante polimeros amino policatiénicos, se
puede lograr usando métodos que son bien conocidos en la técnica. (Por ejemplo, véase Goldman et al., 1997).

También describimos un método para tratar un trastorno asociado con un aumento de la actividad y/o de la expresion de
BNO1 que comprende la administracion de un antagonista de BNO1 a un sujeto que requiera tal tratamiento.

En todavia otro aspecto de la invencién, se proporciona el uso de un antagonista de BNO1 en la preparacion de un
medicamento para el tratamiento de un trastorno asociado con el aumento de la actividad y/o la expresion de BNO1.

Tales trastornos pueden incluir, los descritos anteriormente, pero no se limitan a los mismos. En un aspecto, una protei-
na purificada de acuerdo con la invencién se puede usar para producir anticuerpos que se unen especificamente a
BNO1. Estos anticuerpos se pueden usar directamente como antagonistas o indirectamente como un mecanismo de
direccionamiento o de entrega para llevar un agente farmacéutico a las células o tejidos que expresan BNO1. Tales
anticuerpos pueden incluir, pero no se limitan a los mismos, anticuerpos policlonales, monoclonales, quiméricos y de
cadena sencilla, tal como lo entendera una persona experta en la técnica.

Para la produccion de anticuerpos, diversos hospedadores que incluyen conejos, ratas, cabras, ratones, seres humanos
y otros se pueden inmunizar mediante la inyeccion de una proteina de la invencién o de cualquier fragmento u oligopép-
tido de la misma, que tiene propiedades inmunogénicas. Se pueden utilizar diversos adyuvantes para aumentar la res-
puesta inmunoldgica e incluyen, pero no se limitan a los mismos, adyuvante de Freund, geles minerales tales como
hidréxido de aluminio y sustancias tensioactivas tales como lisolecitina. Los adyuvantes utilizados en los seres humanos
incluyen BCG (bacilos de Calmette-Guerin) y Corynebacterium parvum.

Se prefiere que los oligopéptidos, péptidos o fragmentos utilizados para inducir anticuerpos frente a BNO1, tengan una
secuencia de aminoacidos que consiste en al menos aproximadamente 5 aminoacidos y, mas preferiblemente, en al
menos aproximadamente 10 aminoacidos. También es preferible que estos oligopéptidos, péptidos o fragmentos sean
idénticos a una porcién de la secuencia de aminoacidos de la proteina natural y que contengan la secuencia de aminoa-
cidos completa de una pequefia molécula de origen natural. Tramos cortos de aminoacidos procedentes de estas pro-
teinas se pueden fusionar con los de otra proteina, tal como KLH, y se pueden producir anticuerpos de la molécula
quimérica.

Los anticuerpos monoclonales de BNO1 se pueden preparar usando cualquier técnica que proporcione la produccion de
moléculas de anticuerpo mediante lineas celulares continuas en cultivo. Estas incluyen, pero no se limitan a las mismas,
la técnica del hibridoma, la técnica del hibridoma de linfocitos B humanos y la técnica de hibridoma de VEB. (Por ejem-
plo, véase Kohler et al., 1975; Kozbor et al., 1985; Cote et al., 1983; Cole et al., 1984).

Los anticuerpos también se pueden producir induciendo la produccién in vivo en la poblacién de linfocitos o mediante el
escrutinio de genotecas de inmunoglobulinas o paneles de reactivos que se unen de forma muy especifica, tal y como
se describe en la bibliografia. (Por ejemplo, véase Orlandi et al., 1989; Winter et al., 1991).

Los fragmentos de anticuerpo que contienen sitios de unidn especifica a BNO1 también se pueden generar. Por ejem-
plo, tales fragmentos incluyen, fragmentos F(ab'), producidos por digestion con pepsina de la molécula de anticuerpo y
fragmentos Fab generados por reduccion de los puentes disulfuro de los fragmentos F(ab)’z. Alternativamente, las geno-
tecas de expresion de Fab se pueden construir para permitir una rapida y facil identificacion de fragmentos Fab mono-
clonales con la especificidad deseada. (Por ejemplo, véase Huse et al., 1989).

Se pueden usar varios inmunoensayos para escrutar e identificar anticuerpos que tienen la especificidad deseada. Nu-
merosos protocolos para ensayos de unidén competitiva o inmunorradiométricos que utilizan anticuerpos policlonales o
monoclonales con especificidades establecidas, son bien conocidos en la técnica. Tales inmunoensayos implican tipi-
camente medir la formacion de complejos entre una proteina y su anticuerpo especifico. Se prefiere un inmunoensayo
de dos sitios basado en anticuerpos monoclonales, que utiliza anticuerpos monoclonales que reaccionan con dos epito-
pos que no interfieren, pero también se puede emplear un ensayo de unién competitiva.

También describimos un método para el tratamiento de un trastorno que se ha mostrado que esta asociado con una
actividad y/o una expresion anormal de BNO1, que comprende la administracion de una molécula de acido nucleico, un
anticuerpo o un compuesto tal y como se ha descrito anteriormente, a un sujeto que requiera tal tratamiento.

En otro aspecto, la invencion proporciona el uso de una molécula de acido nucleico, un anticuerpo o un compuesto tal y
como se ha descrito anteriormente, en la preparacién de un medicamento para el tratamiento de un trastorno que se ha
mostrado que esta asociado con una actividad y/o una expresion anormal de BNO1.

En un aspecto adicional, se puede administrar una composicion farmacéutica que comprende una molécula de acido
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nucleico, un anticuerpo o un compuesto tal y como se ha descrito anteriormente, y un vehiculo farmacéuticamente acep-
table.

La composicion farmacéutica se puede administrar a un sujeto para tratar o prevenir un trastorno asociado con una
actividad y/o una expresion anormal de BNO1 que incluye los proporcionados anteriormente pero no se limitan a los
mismos. Las composiciones farmacéuticas de acuerdo con la presente invencién se preparan mezclando BNO1 o frag-
mentos activos de BNO1 o variantes de los mismos que tienen el grado de pureza deseado, con vehiculos, excipientes
o estabilizadores aceptables que son bien conocidos. Los vehiculos, excipientes o estabilizadores aceptables no son
toxicos a las dosificaciones y concentraciones empleadas, e incluyen tampones tales como fosfato, citrato y otros acidos
organicos; antioxidantes que incluyen acido ascorbico; polipéptidos de bajo peso molecular (menos de aproximadamen-
te 10 residuos); proteinas, tales como albumina de suero, gelatina o inmunoglobulinas; polimeros hidréfilos tales como
polivinilpirrolidona; aminoacidos tales como glicina, glutamina, asparagina, arginina o lisina; monosacaridos, disacaridos
y otros carbohidratos, que incluyen glucosa, manosa o dextrinas; agentes quelantes tales como EDTA; azUcar alcoholes
tales como manitol o sorbitol; contraiones formadores de sales tales como sodio; y/o tensioactivos no iénicos tales como
Tween, Pluronics o polietilenglicol (PEG).

En otras realizaciones, cualquiera de los genes, péptidos, antagonistas, anticuerpos, secuencias complementarias o
vectores de la invencion se pueden administrar en combinacién con otros agentes terapéuticos apropiados. La seleccion
de los agentes adecuados la pueden realizar los expertos en la técnica, de acuerdo con principios farmacéuticos con-
vencionales. La combinacion de agentes terapéuticos puede actuar sinérgicamente para efectuar el tratamiento o la
prevencion de los diversos trastornos descritos anteriormente. Con el uso de este enfoque, puede ser posible una efica-
cia terapéutica con dosificaciones mas bajas de cada agente, reduciendo de este modo el potencial de efectos secunda-
rios adversos.

Deteccién de farmacos

De acuerdo con todavia otro aspecto de la invencién, los péptidos de la invencién, particularmente polipéptidos de
BNO1 purificados y células que los expresan, son utiles para la deteccion de agentes farmacéuticos candidatos en una
variedad de técnicas para el tratamiento de trastornos asociados con una disfuncién de BNO1. Tales técnicas incluyen,
pero no se limitan a las mismas, la utilizacion de células hospedadoras eucariotas o procariotas que se transforman de
forma estable con moléculas recombinantes que expresan el polipéptido de BNO1 o un fragmento del mismo, preferi-
blemente en ensayos de unién competitiva. Los ensayos de union mediran la formacién de complejos entre el polipépti-
do de BNO1, o fragmentos del mismo, y el agente que se esta sometiendo a ensayo, o mediran el grado con el que un
agente que se esta sometiendo a ensayo va a interferir con la formacion de un complejo entre el polipéptido de BNO1, o
un fragmento del mismo, y un ligando conocido, en particular otros miembros del complejo SCF y sustratos de BNO1
direccionados para la ubicuitinacion.

Otra técnica para escrutar farmacos proporciona una deteccién rapida de compuestos que tienen una afinidad de unién
adecuada hacia el polipéptido de BNO1 (véase el documento de solicitud PCT publicada WO84/03564). En esta técnica
mencionada, se puede sintetizar un gran nimero de pequefios compuestos peptidicos del ensayo sobre un sustrato
solido y se pueden analizar a través de la unién al polipéptido de BNO1 y lavar. El polipéptido de BNO1 unido se detecta
a continuacién por métodos bien conocidos en la técnica. En una variacién de esta técnica, se pueden revestir placas
directamente con los polipéptidos purificados para identificar los compuestos del ensayo que interaccionan.

Un método adicional para seleccionar farmacos implica el uso de lineas de células hospedadoras eucariotas que son
portadoras de mutaciones en el gen BNO1. Las lineas de células hospedadoras también son defectuosas a nivel de
polipéptido. Se pueden utilizar otras lineas celulares en las que la expresion génica de BNO1 se puede desconectar.
Las lineas de células hospedadoras o las células se cultivan en presencia de diversos compuestos farmacéuticos y se
mide la tasa de crecimiento de las células hospedadoras para determinar si el compuesto es capaz de regular el creci-
miento de las células defectuosas.

El polipéptido de BNO1 también se puede usar para seleccionar compuestos obtenidos como resultado de la tecnologia
combinatoria de genotecas. Esta proporciona una forma de someter a ensayo un gran nimero de sustancias diferentes
para estudiar su capacidad para modular la actividad de un polipéptido. Se prefiere el uso de bancos de péptidos (véase
el documento de patente WO97/02048) con tales bancos y su uso conocido en la técnica.

Una sustancia identificada como moduladora de la funcién del polipéptido puede ser un péptido o un no péptido en la
naturaleza. Las "moléculas pequefias" no peptidicas se prefieren frecuentemente para muchas aplicaciones farmacéuti-
cas in vivo. Ademas, un imitador o un agente mimético de la sustancia se puede disefiar para uso farmacéutico. El dise-
fio de agentes miméticos basandose en un compuesto farmacéuticamente activo conocido (compuesto “guia”) es un
método comun para el desarrollo de nuevos productos farmacéuticos. Esto es deseable frecuentemente cuando el com-
puesto activo original es dificil de sintetizar o costoso, o cuando se proporciona un método inadecuado de administra-
cion. En el disefio de un agente mimético, se identifican partes particulares del compuesto activo original que son impor-
tantes para la determinacion de la propiedad diana. Estas partes o residuos que constituyen la region activa del com-
puesto se conocen como su farmacoéforo. Una vez encontrado, la estructura del farmacéforo sirve de modelo de acuerdo
con sus propiedades fisicas, utilizando datos que proceden de una variedad de fuentes, incluyendo los datos de difrac-
cion de rayos X y RMN. A continuacion, se selecciona una molécula molde, a la que se pueden afadir grupos quimicos
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que imitan el farmacoéforo. La seleccion puede hacerse de manera que el agente mimético sea facil de sintetizar, sea
probable que sea farmacoldgicamente aceptable, no se degrade in vivo y conserve la actividad biolégica del compuesto
guia. Una mejora o una modificacion adicional se puede llevar a cabo para seleccionar uno o varios agentes miméticos
finales, utiles para el ensayo in vivo o clinico.

También es posible aislar un anticuerpo especifico de una diana y después explicar su estructura cristalina. En principio,
este método produce un farmacéforo a partir del cual se puede basar el disefio de farmacos posteriores, tal y como se
describié anteriormente. Puede ser posible evitar por completo la cristalografia de proteinas, generando anticuerpos
anti-idiotipicos (anti-ids) de un anticuerpo funcional, farmacolégicamente activo. Como imagen especular de una imagen
especular, se esperaria que el sitio de union de los anti-ids fuera un analogo del sitio de union original. El anti-id se
podria usar entonces para aislar péptidos a partir de bancos de péptidos producidos quimica o biolégicamente.

Cualquiera de los métodos terapéuticos descritos anteriormente se puede aplicar a cualquier sujeto que requiera una
terapia de este tipo, incluyendo, por ejemplo, mamiferos tales como perros, gatos, vacas, caballos, conejos, monos vy, lo
mas preferiblemente, seres humanos.

Aplicaciones para diagndstico y prondstico

Las secuencias de polinucleétidos que codifican BNO1 se pueden utilizar para el diagnostico o el prondstico in vitro de
trastornos asociados con una disfuncion de BNO1, o una predisposicion a tales trastornos. Ejemplos de tales trastornos
incluyen, pero no se limitan a los mismos, canceres, trastornos del sistema inmune/inflamatorio y trastornos neurologi-
cos. Los canceres incluyen adenocarcinoma, leucemia, linfoma, melanoma, mieloma, sarcoma, teratocarcinoma y, en
particular, canceres de mama, préstata, higado, ovario, cabeza y cuello, corazén, cerebro, pancreas, pulmén, musculo
esquelético, rifion, colon, Utero, testiculos, glandula suprarrenal, sangre, células germinales, placenta, membrana sino-
vial, amigdalas, cuello uterino, tejido linfatico, piel, vejiga, médula espinal, glandula tiroides y estdmago. Otros canceres
pueden incluir los de hueso, médula dsea, vesicula biliar, ganglios, tracto gastrointestinal, paratiroides, pene, glandulas
salivales, bazo y timo. Los trastornos inmuno/inflamatorios incluyen el sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA),
la enfermedad de Addison, el sindrome de dificultad respiratoria de adulto, alergias, espondilitis anquilosante, amiloido-
sis, anemia, asma, aterosclerosis, anemia hemolitica autoinmune, tiroiditis autoinmune, polienodocrinopatia-candidiasis-
distrofia ectodérmica autoinmune (APECED), bronquitis, colecistitis, dermatitis de contacto, enfermedad de Crohn, fibro-
sis quistica, dermatitis atopica, dermatomiositis, diabetes mellitus, enfisema, linfopenia episddica con linfocitotoxinas,
eritroblastosis fetal, eritema nodoso, gastritis atréfica, glomerulonefritis, sindrome de Goodpasture, gota, enfermedad de
Graves, tiroiditis de Hashimoto, hipereosinofilia, sindrome de intestino irritable, esclerosis multiple, miastenia grave,
inflamacién miocardica o pericardica, osteoartritis, osteoporosis, pancreatitis, polimiositis, psoriasis, sindrome de Reiter,
artritis reumatoide, esclerodermia, sindrome de Sjogren, anafilaxia sistémica, lupus eritematoso sistémico, esclerosis
sistémica, purpura trombocitopénica, colitis ulcerosa, uveitis, sindrome de Werner, complicaciones de la cicatrizaciéon de
heridas (por ejemplo, formacion de cicatrices), cancer, hemodialisis y circulacion extracorporea, infecciones viricas,
bacterianas, fungicas, parasitarias, de protozoos y helmintos, y trauma. Los trastornos neuroldgicos pueden incluir la
enfermedad de Parkinson y la enfermedad de Alzheimer.

El diagndstico o el prondstico se pueden usar para determinar la gravedad, el tipo o el estadio del estado de la enferme-
dad con el fin de iniciar una intervencién terapéutica apropiada.

En ofra realizacion de la invencion, los polinucleétidos que se pueden utilizar con fines de diagndstico o prondstico in-
cluyen secuencias de oligonucleétidos, ADN genémico y moléculas de ADN y ARN complementarias. Los polinucleoti-
dos se pueden utilizar para detectar y cuantificar la expresion génica en tejidos de biopsias en los que mutaciones en
BNO1 o una expresion anormal de BNO1 se pueden correlacionar con una enfermedad. El ADN gendmico utilizado para
el diagndstico o el prondstico se puede obtener a partir de células corporales, tales como las presentes en la sangre,
biopsia de tejidos, muestra quirirgica o material de autopsias. El ADN se puede aislar y usar directamente para la de-
teccion de una secuencia especifica o se puede amplificar mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
antes del analisis. Del mismo modo, el ARN o ADNc también se pueden utilizar, con o sin amplificacién mediante PCR.
Para detectar una secuencia especifica de acido nucleico, se puede emplear la secuenciacion directa de nucleétidos, la
PCR con transcriptasa inversa (RT-PCR), la hibridacion usando oligonucleétidos especificos, la digestion con enzimas
de restriccion y cartografia, la cartografia mediante PCR, la proteccion contra ARNasa y varios otros métodos. Los oli-
gonucledtidos especificos de secuencias particulares se pueden sintetizar quimicamente y marcar radiactivamente o no
radiactivamente e hibridar con muestras individuales, inmovilizadas sobre membranas u otros soportes sélidos o en
solucion. La presencia, la ausencia o el exceso de expresiéon de BNO1 se pueden visualizar a continuacion usando
métodos tales como autorradiografia, fluorometria o colorimetria.

En un aspecto particular, las secuencias de nucledétidos que codifican BNO1 pueden ser utiles en ensayos que detectan
la presencia de trastornos asociados, en particular los mencionados anteriormente. Las secuencias de nucleétidos que
codifican BNO1 se pueden marcar por métodos convencionales y afiadir a una muestra de fluido o de tejido de un pa-
ciente, en condiciones adecuadas para la formacién de complejos de hibridacion. Después de un periodo de incubacién
adecuado, la muestra se lava y la sefal se cuantifica y se compara con un valor estandar. Si la cantidad de sefial en la
muestra del paciente esta significativamente alterada en comparaciéon con una muestra testigo, entonces la presencia
de niveles alterados de secuencias de nucledétidos que codifican BNO1 en la muestra indica la presencia del trastorno
asociado. Tales ensayos también se pueden usar para evaluar la eficacia de un régimen de tratamiento terapéutico
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particular en estudios con animales, en ensayos clinicos o para vigilar el tratamiento de un paciente individual.

Con el fin de proporcionar una base para el diagndstico o el prondstico de un trastorno que se ha mostrado que esta
asociado con una mutacion en BNO1, la secuencia de nucleétidos del gen BNO1 se puede comparar entre tejido normal
y tejido enfermo con el fin de establecer si el paciente expresa un gen mutante.

Con el fin de proporcionar una base para el diagndstico o el prondstico de un trastorno que se ha mostrado que esta
asociado con una expresion anormal de BNO1, se establece un perfil normal o estandar de la expresion. Esto se puede
lograr combinando fluidos corporales o extractos celulares tomados de sujetos normales, tanto animales como huma-
nos, con una secuencia, o un fragmento de la misma, que codifica BNO1, en condiciones adecuadas para la hibridacion
o la amplificacion. La hibridacién convencional se puede cuantificar mediante la comparacién de los valores obtenidos a
partir de sujetos normales con los valores procedentes de un experimento en el que se utiliza una cantidad conocida de
un polinucleétido sustancialmente purificado. Otro método para identificar un perfil normal o estandar de la expresion de
BNO1 es a través de estudios con RT-PCR cuantitativa. EI ARN aislado a partir de células corporales de un individuo
normal, particularmente el ARN aislado a partir de células tumorales, se transcribe de forma inversa y se realiza una
PCR en tiempo real, utilizando oligonucledtidos especificos del gen BNO1, para establecer un nivel normal de expresion
del gen.

Los valores estandar obtenidos en estos dos ejemplos se pueden comparar con los valores obtenidos a partir de mues-
tras de pacientes que son sintomaticos de un trastorno. Una desviacién de los valores estandar se usa para establecer
la presencia de un trastorno.

Una vez que se ha establecido la presencia de un trastorno y se inicia un protocolo de tratamiento, los ensayos de hibri-
dacion o los estudios con RT-PCR cuantitativa se pueden repetir regularmente para determinar si el nivel de expresion
en el paciente comienza a aproximarse al que se observa en el sujeto normal. Los resultados obtenidos a partir de su-
cesivos ensayos se pueden usar para mostrar la eficacia del tratamiento durante un periodo que oscila desde varios
dias a meses.

En un aspecto, la hibridacién con sondas de PCR que son capaces de detectar secuencias de polinucledtidos, incluyen-
do secuencias genémicas, que codifican BNO1 o moléculas estrechamente relacionadas, se puede utilizar para identifi-
car secuencias de acidos nucleicos que codifican BNO1. La especificidad de la sonda, tanto si se prepara a partir de
una region altamente especifica, por ejemplo, la regiéon reguladora 5', o a partir de una regiéon menos especifica, por
ejemplo, un motivo conservado, y el rigor de la hibridacion o la amplificacion, determinaran si la sonda identifica solo
secuencias de origen natural que codifican BNO1, variantes alélicas o secuencias relacionadas.

Las sondas también se pueden utilizar para la deteccion de secuencias relacionadas y deben tener preferiblemente al
menos 50% de identidad de secuencia con cualquiera de las secuencias que codifican BNO1. Las sondas para la hibri-
dacion de la presente invencion pueden ser ADN o ARN, y se pueden obtener a partir de la secuencia de SEQ ID
Numeros: 1 0 3, o a partir de secuencias gendmicas que incluyen promotores, potenciadores e intrones del gen BNO1
(SEQ ID Numeros: 5-11).

Los medios para producir sondas de hibridacion especificas para los ADNs que codifican BNO1, incluyen la clonacion
de secuencias de polinucledtidos que codifican BNO1 o derivados de BNO1 en vectores, para la produccion de sondas
de ARNm. Tales vectores son conocidos en la técnica g estan disponibles comercialmente. Las sondas de hibridacion
pueden estar marcadas con radionucleidos tales como P o 353, o con marcadores enzimaticos, tales como fosfatasa
alcalina acoplada a la sonda a través de sistemas de acoplamiento de avidina/biotina u otros métodos conocidos en la
técnica.

De acuerdo con un aspecto adicional de la invencion, se proporciona el uso de un polipéptido tal y como se ha descrito
anteriormente, en el diagndstico o el prondstico de un trastorno que se ha mostrado que esta asociado con BNO1, o una
predisposicién a tales trastornos.

Cuando un ensayo de diagnostico o prondstico se ha de basar en la proteina de BNO1, son posibles una variedad de
métodos. Por ejemplo, el diagndstico o el prondstico se pueden conseguir vigilando las diferencias en la movilidad elec-
troforética de proteinas normales y mutantes. Este método sera particularmente Util para identificar mutantes en los que
estan presentes sustituciones de la carga, o en los que inserciones, deleciones o sustituciones han dado como resultado
un cambio significativo en la migracion electroforética de la proteina resultante. Alternativamente, el diagndéstico se pue-
de basar en diferencias en los patrones de escision proteolitica de proteinas normales y mutantes, diferencias en las
relaciones molares de los diversos residuos de aminoacidos o mediante ensayos funcionales que muestran la funcion
alterada de los productos génicos.

En otro aspecto, anticuerpos que se unen especificamente a BNO1 se pueden usar para el diagnoéstico o el prondstico
de trastornos caracterizados por una expresion anormal de BNO1, o en ensayos para vigilar pacientes que estan siendo
tratados con BNO1 o con agonistas, antagonistas o inhibidores de BNO1. Los anticuerpos utiles para fines de diagnoésti-
co se pueden preparar de la misma manera que como se ha descrito anteriormente para los agentes terapéuticos. Los
ensayos de diagndstico o prondstico de BNO1 incluyen métodos que utilizan el anticuerpo y un marcador para detectar
BNO1 en fluidos corporales humanos o en extractos de células o tejidos. Los anticuerpos se pueden usar con o sin
modificacion y se pueden marcar mediante la fijacién covalente o no covalente de una molécula informadora.
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Una variedad de protocolos para medir BNO1, que incluyen ELISAs, RIAs y FACS, son conocidos en la técnica y pro-
porcionan una base para diagnosticar unos niveles alterados o anormales de la expresion de BNO1. Los valores norma-
les o convencionales de expresion de BNO1 se establecen combinando fluidos corporales o extractos de células toma-
das de sujetos mamiferos normales, preferiblemente humanos, con un anticuerpo de BNO1 en condiciones adecuadas
para la formacion de complejos. La cantidad de formacion de complejo convencional se puede cuantificar mediante
varios métodos, preferiblemente por medios fotométricos. Las cantidades de BNO1 expresadas en muestras de un
sujeto, un testigo y en muestras de la enfermedad procedentes de tejidos de biopsias, se comparan con los valores
estandar. La desviacion entre los valores estandar y los del sujeto establece los parametros para diagnosticar una en-
fermedad.

Una vez que a un individuo se le ha diagnosticado un trastorno, se pueden iniciar los tratamientos efectivos. Estos pue-
den incluir la administracion de un agonista selectivo del BNO1 mutante, a fin de restablecer su funcion hasta un nivel
normal, o la introduccién de BNO1 de tipo silvestre, especialmente a través de métodos de terapia génica, tal y como se
ha descrito anteriormente. Tipicamente, se puede administrar un vector capaz de expresar el gen BNO1 de longitud
completa apropiado o un fragmento o un derivado del mismo. En un método alternativo a la terapia, un polipéptido de
BNO1 sustancialmente purificado y un vehiculo farmacéuticamente aceptable se pueden administrar tal y como se ha
descrito anteriormente o se pueden administrar farmacos que pueden sustituir la funcién de BNO1, o que imitan la ac-
cion de BNO1.

En el tratamiento de trastornos que se ha mostrado que estan asociados con el aumento de la expresion y/o la actividad
de BNO1, el individuo afectado se puede tratar con un antagonista selectivo, tal como un anticuerpo de la proteina co-
rrespondiente o una sonda no codificante (complementaria) para el gen correspondiente, tal y como se ha descrito ante-
riormente, o mediante el uso de farmacos que pueden bloquear la accién de BNO1.

Micromatrices

En ofra realizacion, ADNc completos, oligonucleétidos o fragmentos mas largos obtenidos a partir de cualquiera de las
secuencias de polinucledtidos descritas en este documento, se pueden utilizar como dianas en una micromatriz. La
micromatriz se puede utilizar para controlar simultaneamente el nivel de expresion de un gran numero de genes y para
identificar variantes genéticas, mutaciones y polimorfismos. Esta informacion se puede utilizar para determinar la funcion
génica, para comprender las bases genéticas de un trastorno, para diagnosticar o pronosticar un trastorno y para des-
arrollar y controlar las actividades de agentes terapéuticos. Las micromatrices se pueden preparar, utilizar y analizar
usando métodos conocidos en la técnica. (Por ejemplo, véase Schena et al., 1996; Heller et al., 1997).

Hospedadores transformados

La presente invencion también proporciona la produccion de modelos animales no humanos modificados genéticamente
(con gen desactivado (del inglés “knock-out”), con insercién de secuencias génicas (del inglés “knock-in") y transgéni-
cos) transformados con las moléculas de ADN de la invencion. Estos animales son utiles para el estudio de la funcion
del gen BNO1, para estudiar los mecanismos de una enfermedad en lo que se refiere al gen BNO1, para escrutar com-
puestos farmacéuticos candidatos, para la creacion de cultivos de células de mamifero explantados que expresan la
proteina o una proteina mutante y para la evaluacion de posibles intervenciones terapéuticas.

El gen BNO1 se puede haber inactivado mediante una delecion desactivadora del gen y, por lo tanto, se proporcionan
animales no humanos modificados genéticamente con gen desactivado.

Las especies animales que son adecuadas para uso en los modelos animales de la presente invencién son ratas, rato-
nes, hamsteres, cobayas, conejos, perros, gatos, cabras, ovejas, cerdos y primates no humanos, tales como monos y
chimpancés. Para los estudios iniciales, son muy deseables los ratones y las ratas genéticamente modificados, debido a
su mantenimiento relativamente sencillo y a una vida mas corta. Para ciertos estudios, levaduras o invertebrados trans-
génicos pueden ser adecuados y preferidos porque permiten una deteccion rapida y proporcionan un manejo mucho
mas facil. Para estudios a largo plazo, los primates no humanos pueden ser deseables debido a su similitud con los
seres humanos.

Para crear un modelo animal con BNO1 mutado, se pueden emplear varios métodos. Estos incluyen la generacion de
una mutacioén especifica en un gen animal homélogo, la insercién de un gen humano de tipo silvestre y/o un gen animal
humanizado por recombinacién homoéloga, la insercién de un gen humano mutante (Unica o multiple) en forma de es-
tructuras artificiales de ADNc gendémico o minigén, usando elementos promotores de tipo silvestre, mutantes o artificia-
les, o la insercion de fragmentos modificados artificialmente del gen enddégeno mediante recombinacion homologa. Las
modificaciones incluyen la insercion de codones de detencién mutantes, la delecion de secuencias de ADN o la inclu-
sion de elementos de recombinacion (sitios lox p) reconocidos por enzimas tales como la recombinasa Cre.

Para crear un ratén transgénico, el cual se prefiere, una versiéon mutante de BNO1 se puede insertar en una linea ger-
minal de ratén utilizando técnicas convencionales de microinyeccién de ovocitos o transfeccidon o microinyeccion dentro
de células madre embrionarias. Alternativamente, si se desea inactivar o reemplazar el gen BNO1 endégeno, se puede
aplicar una recombinacién homéloga utilizando células madre embrionarias murinas.

Para la inyeccion de ovocitos, una o varias copias del gen BNO1 mutante o de tipo silvestre se pueden insertar en el
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pronucleo de un ovocito de ratén recién fertilizado. El ovocito se reimplanta después en una madre adoptiva seudopre-
fiada. Los ratones nacidos vivos se pueden seleccionar entonces segun los integrantes, utilizando el analisis del ADN de
la cola, buscando la presencia de secuencias de genes BNO1 humanos. El transgén puede ser una secuencia genémi-
ca completa inyectada como YAC, BAC, PAC o bien otro fragmento de ADN cromosémico, un ADNc ya sea con el pro-
motor natural o con un promotor heterélogo, o un minigén que contiene toda la region codificadora y otros elementos
que son necesarios para una expresion optima.

De acuerdo con todavia otro aspecto de la invencion, se proporciona el uso de animales no humanos modificados gené-
ticamente, tal como se ha descrito anteriormente, para el escrutinio de compuestos farmacéuticos candidatos.

La identificacion de la secuencia de nucleotidos y de aminoacidos de ambas isoformas de BNO1, permite la identifica-
cion de sustratos proteicos especificos de BNO1, utilizando estudios de interaccion de proteinas, tales como el analisis
del doble hibrido en levadura, como lo entenderan los expertos en la técnica. Estos sustratos proteicos serian dianas
para la degradacion a través de la ubicuitinacion mediada por la ligasa ubicuitina-E3 que contiene BNO1. Cada isoforma
de BNO1 puede compartir sustratos proteicos comunes o puede interaccionar con sustratos especificos de la isoforma.

También describimos un complejo de BNO1 de tipo silvestre y un sustrato especifico de BNO1 que esta destinado a una
degradacién mediante ubicuitinacion.

También describimos un complejo de BNO1 y proteinas del complejo de ligasa ubicuitina-E3
También describimos un complejo de BNO1 de tipo silvestre y la proteina Skp1.

También describimos un acido nucleico que codifica un polipéptido mutante de BNO1 que no puede formar un complejo
con las proteinas de tipo silvestre con las que BNO1 de tipo silvestre forma un complejo. Tipicamente, una de estas
proteinas es Skp1, mientras que otras son sustratos proteicos especificos de BNO1 destinados a la degradacion me-
diante ubicuitinacion.

También describimos un polipéptido mutante de BNO1 que no puede formar un complejo con proteinas de tipo silvestre
con las que BNO1 de tipo silvestre forma un complejo. Tipicamente, una de estas proteinas es Skp1 mientras que otras
son sustratos proteicos especificos de BNO1 destinados a la degradacion mediante ubicuitinacion.

También describimos el uso de complejos, tal y como se ha descrito anteriormente, en el escrutinio de compuestos
farmacéuticos candidatos. También se puede escrutar en busca de un farmaco que sustituya la actividad de BNO1 en
un paciente que carece de BNO1.

Se entendera claramente que, aunque en el presente documento se hace referencia a un nimero de publicaciones de la
técnica anterior, esta referencia no constituye una admisién de que cualquiera de estos documentos forme parte del
conocimiento general comun en la técnica, en Australia o en cualquier otro pais. En toda esta memoria descriptiva y las

reivindicaciones, las palabras "comprenden”, "comprende" y "que comprende" se utilizan en un sentido no exclusivo,
salvo cuando el contexto requiere lo contrario.

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1. Representacion esquematica de tumores con pérdida alélica intersticial y terminal en el brazo del cromosoma
169 en las dos series de muestras tumorales. Los marcadores polimérficos se enumeran de acuerdo con su orden en
16q desde el centréomero al teldmero y los marcadores utilizados para cada serie se indican con X. Los numeros de
identificacion de tumores se muestran en la parte superior de cada columna. A la derecha de la figura, se indican las
tres regiones mas pequenas de pérdida de heterocigosidad.

Figura 2. Andlisis por transferencia Northern del gen BNO1. El tamafio del gen BNO1 en kilobases se indica mediante
una flecha en el lado izquierdo del Northern. La transferencia contenia ARN de los siguientes tejidos: 1: Glandula mama-
ria; 2: Médula dsea; 3: Testiculo; 4: Ovario; 5: Utero; 6: Prostata; 7: Estdmago; 8: Vejiga, 9: Médula espinal; 10: Cerebro;
11: Pancreas; 12: Tiroides. Una banda aislada de aproximadamente 3,6 Kb se observo en todos los tejidos excepto en
la médula d6sea. La expresion mas potente del gen se observé en el cerebro.

Figura 3. Alineacion de la secuencia de F-box de BNO1 en comparacién con la secuencia de consenso de F-box de
acuerdo con la descripcion de Kipreos y Pagano (2000). Se utiliza el codigo de aminoacidos de una sola letra. Las
mayusculas en negrita indican los residuos que se encuentran en mas del 40% de las secuencias de F-box; las mayus-
culas sin negrita indican residuos que se encuentran en el 20-40% de las secuencias de F-box; las letras minusculas en
negrita indican los residuos que se encuentran en el 15-19% de las F-box; las letras minusculas sin negrita indican resi-
duos encontrados en el 10-14% de las F-box. La linea superior representa el motivo de F-box de BNO1 que indica un
alto grado de homologia con el de consenso.

Figura 4. Andlisis de la expresion mediante RT-PCR cuantitativa del gen BNO1 en lineas celulares de cancer de mama.
El numero de copias de BNO1 en el ADNc de glandula mamaria normal (mama) se establecidé arbitrariamente para un
“valor de referencia” de 1.0e+06 (barra blanca). Los numeros de copias de ADNc de lineas celulares de cancer de ma-
ma y de otros tejidos normales se calcularon en relacion con el “valor de referencia”. Las barras de color gris represen-
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tan la regulacion a la baja de la expresion en numero de veces del amplicon, en comparacion con la referencia del valor
de referencia, mientras que las barras de color negro representan la regulacion al alza de la expresion en nimero de
veces del amplicon de la referencia del valor de referencia. Nota: las lineas celulares replicadas (a y b) representan
cultivos celulares independientes, el aislamiento del ARN total y las reacciones de transcripcion inversa. Las réplicas
servian como otro nivel de control para vigilar la variabilidad de la expresion genética como resultado de las diferencias
en las eficacias de la confluencia celular, la integridad del ARN total y la transcripcion inversa.

Modos de realizar la invencion
EJEMPLO 1: Recogida de material a partir de pacientes con cancer de mama

Para este estudio se analizaron dos series de pacientes con cancer de mama. La clasificacion histopatolégica de cada
espécimen tumoral la realizaron nuestros colaboradores de acuerdo con los criterios de la Organizacién Mundial de la
Salud (OMS, 1981). Los pacientes se catalogaron histopatolégicamente segun el método modificado de Bloom y Ri-
chardson (Elston y Ellis, 1990) y el material de los pacientes fue obtenido con la aprobacion de los Comités locales de
Etica Médica. El ADN del tejido tumoral y el ADN de sangre periférica de la misma persona se aislaron tal como se ha
descrito anteriormente (Devilee et al., 1991) utilizando protocolos convencionales de laboratorio.

La serie 1 consistia en 189 pacientes operados entre 1986 y 1993 en tres hospitales holandeses, una universidad
holandesa y dos centros periféricos. El tejido tumoral se congel6 rapidamente a las pocas horas de la reseccion. Para el
aislamiento del ADN, se seleccioné un bloque de tejido unicamente si contenia por lo menos 50% de células tumorales,
tras el examen de secciones de tejido tefiidas con hematoxilina y eosina, realizado por un patélogo. Los bloques de
tejido que contenian menos de 50% de células tumorales se excluyeron de un analisis adicional.

La serie 2 consistia en 123 pacientes operados entre 1987 y 1997 en el Centro Médico Flinders en Adelaida, Australia.
De todos ellos, 87 se recogieron como especimenes frescos pocas horas después de la reseccioén quirdrgica, confirma-
dos como tejido maligno por un analisis patoldgico, se congelaron rapidamente en nitrégeno liquido y se almacenaron a
-70°C. Las 36 muestras restantes de tejido tumoral se obtuvieron a partir de bloques de tumores de archivo embebidos
en parafina. Antes del aislamiento del ADN, las células tumorales se microdiseccionaron desde secciones de tejido
montadas en portaobjetos de vidrio, con el fin de obtener al menos 80% de células tumorales. En algunos casos, no
habia sangre periférica disponible, de tal manera que en su lugar se utilizé tejido de ganglios linfaticos no malignos
embebido en parafina, identificado patolégicamente.

EJEMPLO 2: Analisis de LOH de marcadores del cromosoma 16q en muestras de cancer de mama.

Con el fin de identificar la posicion de los genes asociados con el cancer de mama, se llevo a cabo el analisis de LOH
de muestras tumorales. Un total de 45 marcadores genéticos que cartografian el cromosoma 16 se utilizaron para el
analisis de LOH del tumor de mama, y se emparejaron con muestras normales de ADN recogidas para este estudio. La
Figura 1 indica para qué serie tumoral se utilizaron y su posicion citogenética. Los detalles relativos a todos los marca-
dores se pueden obtener a partir de la base de datos del genoma (GDB) en http://www.gdb.org. El orden fisico de los
marcadores con respecto uno al otro se determind a partir de una combinacién de informacion en GDB, cartografiando
sobre un mapa hibrido celular somatico del cromosoma 16 (Callen et al., 1995) y a través de la informacion de la se-
cuencia genémica.

Se emplearon cuatro métodos alternativos para el analisis de LOH:

1) Para los marcadores de RFLP y VNTR, se utilizé la transferencia Southern para someter a ensayo el des-
equilibrio alélico. Estos marcadores se utilizaron solo sobre un subconjunto de muestras. Los métodos utiliza-
dos eran tal y como se han descrito previamente (Devilee ef al., 1991).

2) Los marcadores de microsatélites fueron amplificados a partir de ADN tumoral y normal usando la reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR) incorporando metodologias convencionales (Weber y May, 1989; Sambrook
et al., 1989). Una reaccion tipica consistia en 12 pl y contenia 100 ng de molde, 5 pmol de ambos cebadores,
0,2 mM de cada dNTP, 1 uCurie[q-SzP]dCTP, MgClz 1,5 mM, 1,2 pl de tampdn Supertag (HT biotechnologies).
Se utilizd un formador de imagenes de fosforo de tipo 445 Sl (Molecular Dynamics, Sunnyvale, CA) para cuanti-
ficar los resultados ambiguos. En estos casos, el factor de desequilibrio alélico (FDA) se determiné como el co-
ciente de las relaciones de altura de pico de la pareja de ADN normal y tumoral. El umbral de desequilibrio alé-
lico se definié como una reduccién del 40% de un alelo, de acuerdo con un FDA 21,7 o <0,59. Este umbral esta
de acuerdo con la seleccion de bloques de tejidos tumorales que contenian al menos 50% de células tumorales
con un intervalo de error del 10%. El umbral de retencién se ha determinado previamente dentro de un intervalo
de 0,76 a 1,3 (Devilee et al., 1994). Esto deja un intervalo de FDAs (0,58 - 0,75y 1,31 - 1,69) para el que no se
ha tomado ninguna decision definitiva. Esta "zona gris" se indica por cuadros grises en la Figura 1 y los tumo-
res que solo tienen valores en la "zona gris" se descartaron completamente del analisis.

3) El tercer método para determinar el desequilibrio alélico era similar al segundo método anterior, sin embargo,
se omiti6 dCTP marcada radiactivamente. En su lugar, se realizé una PCR de marcadores de microsatélites po-
limérficos con uno de los cebadores de la PCR marcado con fluorescencia con FAM, TET o HEX. El analisis de
los productos de la PCR generados se realizd en un secuenciador automatico ABI 377 (PE Biosystems), utili-
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zando geles de poliacrilamida al 6% que contenian urea 8 M. Los valores de la altura de los picos y los tama-
fios de los picos se analizaron con el programa GeneScan (PE Biosystems). Se utilizaron los mismos umbrales
para desequilibrio alélico, retencion y zonas grises que en el analisis radiactivo.

4) También se utilizé un sistema basado en fluorescencia alternativa. En este caso, los cebadores de la PCR
se marcaron con fluoresceina o hexaclorofluoresceina. Los volimenes de la reaccion de PCR eran de 20 pl e
incluian 100 ng de molde, 100 ng de cada cebador, 0,2 mM de cada dNTP, MgCl, 1-2 mM, 1X tampdn Ampli-
Taq Gold y 0,8 unidades de enzima AmpliTaq Gold (Perkin Elmer). Las condiciones de la ciclacién eran 10 ci-
clos a 94°C durante 30 segundos, 60°C durante 30 segundos, 72°C durante 1 minuto, seguidos por 25 ciclos a
94°C durante 30 segundos, 55°C durante 30 segundos, 72°C durante 1 minuto, con una extension final a 72°C
durante 10 minutos. Los amplimeros de la PCR fueron analizados en un secuenciador automatizado ABI 373
(PE Biosystems), utilizando el programa GeneScan (PE Biosystems). El intervalo del umbral de FDA para la re-
tencion alélica se definié como 0,61 - 1,69, la pérdida alélica como <0,5 o0 22,0, o la "zona gris" como 0,51 - 0,6
o1,7-1,99.

Los tres primeros métodos se aplicaron a la primera serie de tumores mientras que el Ultimo método se adopté para la
segunda serie de muestras tumorales. Para el analisis estadistico, se realizé6 una comparacion de los datos de desequi-
librio alélico para la validacion de los diferentes métodos de deteccion y de las diferentes series tumorales, utilizando la
prueba de Chi-cuadrado.

La identificacion de la region mas pequefia de solapamiento (SRO) implicada en LOH es instrumental para reducir las
posibilidades de la posicion del gen que es diana de LOH. La Figura 1 muestra los resultados de LOH para muestras
tumorales, que muestran pequefias regiones de pérdida (es decir, LOH intersticial y telomérica) y no incluye muestras
que mostraron LOH compleja (pérdida y retencién alternas de marcadores). Al comparar los dos grupos de muestras,
aparecen al menos tres regiones compatibles, estando dos en el telémero en la banda 16g24.3 y una en 16qg22.1. La
region en 16g22.1 se define por los marcadores D16S398 y D16S301 y se basa en los casos de LOH intersticial obser-
vados en tres tumores de la serie 1 (239/335/478) y un tumor de la serie 2 (237). En el telémero (16g24.2 - 16g24.3), la
primera region se define por los marcadores D16S498 y D16S3407 y se basa en cuatro tumores de la serie 2
(443/75/631/408), mientras que la segunda region (16q24.3) se extiende desde D16S3407 al teldmero y se basa en un
tumor de la serie 1 (559) y tres de la serie 2 (97/240/466). La LOH limitada al telémero pero que implicaba ambas regio-
nes identificadas en este sitio, se pudo encontrar en 17 muestras tumorales adicionales.

Otros estudios han mostrado que el brazo largo del cromosoma 16 también es una diana para la LOH en tumores de
prostata, de pulmén, hepatocelular, de ovario, de rabdomiosarcoma y de Wilms. Un analisis detallado de los carcinomas
de proéstata ha revelado un solapamiento en las regiones mas pequefias de LOH observadas en este tipo de cancer, con
las observadas con cancer de mama, lo que sugiere que 16q alberga un gen implicado en muchos tipos de tumores.

EJEMPLO 3: Construccion de un mapa fisico de 16q24.3

Para identificar nuevos genes candidatos de cancer de mama que se cartografian en las regiones de solapamiento mas
pequefias en 16q24.3, se necesitaba un contigo basado en clones para el mapa fisico que cubriera esta region. Al co-
mienzo de esta fase del proyecto, los fragmentos de ADN gendmico clonados, utilizados mas cominmente y de facil
acceso estaban contenidos en vectores lambda, cosmidos o YAC. Durante la construccién de todos los mapas fisicos
del cromosoma 16, clones procedentes de una variedad de genotecas de YAC se incorporaron en el mapa (Doggett et
al., 1995). Estos incluian clones procedentes de una genoteca de YAC especifica del cromosoma 16 clasificada por flujo
(McCormick et al., 1993), de las genotecas CEPH Mark | y MegaYAC y de una genoteca de YAC de medio-teldmero
(Riethman et al., 1989). Un analisis de STS y Southern detallado de los clones de YAC que cartografiaban 16g24.3,
establecié que muy pocos estaban localizados entre el punto de ruptura del hibrido celular somatico CY2/CY3 y el telo-
mero del brazo largo. Sin embargo, aquellos que se habian localizado en esta regién proporcionaron resultados incom-
patibles con la cartografia y se sospechd que se habian reorganizado o eliminado. El hecho de que los clones de YAC
producen sustratos de secuenciacion débiles, junto con la dificultad para aislar el ADN humano clonado, la opcién inicial
preferida fue un mapa fisico basado en clones de césmidos.

Se habia construido previamente una genoteca de césmidos especificos del cromosoma 16 clasificada por flujo (Long-
mire et al., 1993), con clones de césmidos individuales reticulados en matrices de alta densidad sobre membranas de
nailon. Estos filtros contenian colectivamente ~15.000 clones que representaban una cobertura de aproximadamente
5,5 veces el cromosoma 16. Los coésmidos individuales que cartografiaban las regiones decisivas en 16g24.3, se identi-
ficaron mediante la hibridacién de estas membranas con marcadores identificados por cartografiar la region mediante
este estudio y estudios anteriores. La estrategia para alinear clones de césmidos solapantes se basa en su contenido en
STS y en el patrén de digestion con endonucleasas de restriccion. Aquellos clones que se extendian lo mas lejos posi-
ble de cada contigo inicial, se utilizaron después para recorrer el cromosoma mediante la hibridacién de nuevo de los
extremos de estos césmidos con las matrices de césmidos de alta densidad. Este proceso continué hasta que todos los
contigos iniciales estaban unidos y, por lo tanto, la region que definia la posicion de los genes supresores de tumores de
cancer de mama estaria contenida dentro del mapa. Los clones de cosmidos individuales que representaban el minimo
solapamiento posible en el contigo, se utilizaron a continuacion para la identificacion de secuencias transcritas mediante
atrapamiento de exones y para la secuenciacién genomica.
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El cromosoma 16 se clasificé a partir del hibrido CY18 de células somaticas de ratén/humano, que contenia este cromo-
soma como el unico ADN humano, y el ADN de CY18 parcialmente digerido con Sau3A se ligd en el sitio de clonacion
de BamHI del vector del césmido sCOS-1. Todas las matrices se hibridaron y se lavaron usando métodos descritos en
Longmire ef al. (1993). Resumiendo, los 10 filtros se hibridaron previamente en 2 botellas grandes durante al menos 2
horas en 20 ml de una solucion que contenia 6X SSC, EDTA 10 mM (pH 8,0); 10X solucion de Denhardt, 1% de SDS 'y
100 pg/ml de ADN de esperma de salmén fragmentado desnaturalizado a 65°C. Las hibridaciones durante una noche
con sondas marcadas con [G-SZP]dCTP se realizaron en 20 ml de solucién de hibridacion de nuevo aporte a 65°C. Los
filtros se lavaron secuencialmente en soluciones de 2X SSC; 0,1% de SDS (lavado a temperatura ambiente), 2X SSC,
0,1% de SDS (temperatura ambiente durante 15 minutos), 0,1X SSC, 0,1% de SDS (temperatura ambiente durante 15
minutos) y 0,1X SSC, 0,1% de SDS (dos veces durante 30 minutos a 50°C si es necesario). Las membranas se expusie-
ron a-70°C entre 1y 7 dias.

Los marcadores iniciales utilizados para escrutar la matriz de céosmidos eran los conocidos por estar localizados por
debajo de los puntos de ruptura de las células hibridas somaticas CY2/CY3 y el telémero del brazo largo (Callen et al.,
1995). Estos incluian tres genes, CMAR, DPEP1 y MC1R; el marcador de microsatélites D16S303; un fragmento del
extremo del cosmido 317E5, que contenia el gen BBC7; y cuatro clones de ADNc, yc81e09, yh09a04, D16S532E vy
ScDNA-C113. El clon de ADNc del consorcio IMAGEN, yc81e09, se obtuvo a través del escrutinio de una genoteca de
ADNCc cebada con oligo-dT de cerebro infantil, normalizada (Soares et al., 1994), con el inserto procedente del clon de
ADNc ScDNA-A55. Tanto el clon ScDNA-A55 como el ScCDNA-C113 se aislaron originalmente a partir de una genoteca
de ADNc heteronuclear cebada con hexamero, construida a partir del hibrido CY18 de células somaticas de
ratén/humano (Whitmore et al., 1994). El clon de ADNc de IMAGEN yh09a04 se identificé a partir de una seleccion de
ADNCc directa del cosmido 37B2 que se habia observado previamente que se cartografiaba entre el punto de ruptura
CY18A(D2) y el telémero 16q. EI EST, D16S532E, también se cartografiaba en la misma region. Con posterioridad a
estos escrutinios iniciales, se utilizaron fragmentos de restriccion que representaban los extremos de cosmidos para
identificar clones solapantes adicionales.

El conjunto de contigos se basaba en métodos descritos previamente (Whitmore et al., 1998). Mas tarde, durante la
construccion del mapa fisico, se pusieron a disposicion genotecas genémicas clonadas en vectores BAC o PAC (Geno-
me Systems o Rosewell Park Cancer Institute). Estas genotecas se escrutaron para ayudar en el recorrido por el cromo-
soma o cuando se toparon con huecos que no se pudieron puentear usando los filtros de césmidos. Todos los filtros de
BAC y PAC se hibridaron y se lavaron de acuerdo con las recomendaciones del fabricante. Inicialmente, las membranas
se hibridaron previamente por separado en botellas grandes de vidrio durante al menos 2 horas en 20 ml de 6X SSC;
0,5% de SDS; 5X Denhardt; 100 pug/ml de ADN de esperma de salmén desnaturalizado a 65°C. Las hibridaciones duran-
te una noche con sondas marcadas con [cx-32P]dCTP se realizaron a 65°C en 20 ml de una soluciéon que contenia 6X
SSC; 0,5% de SDS; 100 uyg/ml de ADN de esperma de salmon desnaturalizado. Los filtros se lavaron secuencialmente
en soluciones de 2X SSC, 0,5% de SDS (temperatura ambiente, 5 minutos), 2X SSC, 0,1% de SDS (temperatura am-
biente, 15 minutos) y 0,1X SSC, 0,5% de SDS (37°C 1 hora si es necesario). Los clones de PAC o BAC identificados se
alinearon con el contigo existente basandose en su patron de enzimas de restriccion o formaban coéntigos Unicos que se
extendian mediante el escrutinio de filtros adicionales.

Cuando se observo que el microsatélite D16S303 era el marcador mas telomérico en la region 16g24.3 (Callen et al.,
1995), se utilizé la hibridacion fluorescente in situ (FISH) con cromosomas normales en metafase, utilizando céosmidos
completos cartografiados en las proximidades de este marcador, para definir el limite telomérico del céntigo. EI ADN del
césmido completo se sometioé a desplazamiento de mellas con biotina-14-dATP y se hibridé in situ con una concentra-
cion final de 20 ng/pl con metafases de 2 machos normales. El método FISH se habia modificado en comparacion con
el previamente descrito (Callen et al., 1990). Los cromosomas se tifieron antes del analisis tanto con yoduro de propidio
(como tincién de contraste) como con DAPI (para la identificacion de cromosomas). Imagenes de preparaciones en
metafase se capturaron por una camara CCD refrigerada, utilizando la coleccion de imagenes CytoVision Ultra y un
sistema de mejora (Applied Image Int. Ltd.). El cosmido 369E1 mostraba sefales fluorescentes claras en el telémero del
brazo largo del cromosoma 16. Sin embargo, esta sonda también proporcioné una sefial clara en los telomeros de los
brazos cromosémicos 3q, 7p, 99, 11p y 17p. Por el contrario, el césmido 439G8, que se cartografioé proximo a D16S303,
proporcioné sefales fluorescentes solo en 16qter sin ninguna sefial compatible detectada en otros teldmeros. Estos
resultados nos han permitido establecer el marcador de microsatélites D16S303 como el limite de la transicion desde la
eucromatina hasta las repeticiones subteloméricas, proporcionando un limite telomérico para el contigo (Whitmore et al.,
1998).

Se ha establecido un mapa fisico de alta densidad que consistia en clones de cosmido, BAC y PAC, el cual se extiende
aproximadamente 3 Mb desde el telémero del brazo largo del cromosoma 16. Este contigo se extiende mas alla del
punto de ruptura del hibrido celular somatico CY2/CY3 e incluye las 2 regiones de LOH minima, identificadas en la re-
gion 16g24.3 en muestras de cancer de mama. Hasta la fecha, existe un solo hueco de tamafio desconocido en el
contigo y se cerrara mediante experimentos adicionales de extension del contigo. El grado de cobertura ha permitido la
identificacion del grupo de clones con minimo solapamiento posible que se utilizaron posteriormente como moldes para
métodos de identificacion de genes, tales como la captura de exones y la secuenciacion de ADN gendmico.

EJEMPLO 4: Identificacion de los genes candidatos de cancer de mama mediante andlisis de la secuencia de ADN
genomico.
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Clones de BAC y PAC seleccionados con un minimo solapamiento a partir del contigo del mapa fisico, se secuenciaron
con el fin de ayudar en la identificacion de los genes candidatos de cancer de mama. Se preparé ADN a partir de clones
seleccionados utilizando un kit para aislamiento de ADN de gran tamafo (Qiagen). Aproximadamente el 25-50 ug de
ADN se cortd a continuacion mediante nebulizacion (10 psi durante 45 segundos) y se establecieron extremos romos
utilizando metodologias convencionales (Sambrook et al., 1989). A continuacion, las muestras se aplicaron sobre un gel
de agarosa con el fin de aislar el ADN en el intervalo de tamafio de 2-4 kb. Estos fragmentos se limpiaron eliminando la
agarosa utilizando columnas QIAquick (Qiagen), se ligaron en puc18 y se utilizaron para transformar células de E. coli
DH10B o DH5a competentes. Se aisld el ADN a partir de clones transformados y se secuenci6 utilizando cebadores
especificos del vector en un secuenciador ABI377. El andlisis de la secuencia gendmica se realizé empleando un pro-
grama informatico PHRED, PHRAP y GAP4 en una estacion de trabajo SUN. Para ayudar en la generacion de contigos
grandes de la secuencia gendmica, la informacion presente en la base de datos de secuencias gendmicas de gran pro-
ductividad (htgs) en el NCBI, fue incorporada en la fase de ensamblado del analisis de la secuencia. En los contigos
resultantes de la secuencia gendmica se enmascararon las repeticiones y se analizaron usando el algoritmo BLAST
(Altschul et al., 1997) para identificar la homologia de nucleétidos y proteinas con secuencias en las bases de datos de
GenBank no redundantes y de EST en el NCBI. La secuencia gendmica también se analiz6é para estudiar la estructura
génica prevista, utilizando el programa GENSCAN.

Los clones de ADNc homologos del consorcio IMAGEN fueron adquiridos de Genome Systems y se secuenciaron. Es-
tos tramos mas largos de secuencia se compararon después con genes conocidos mediante comparaciones de secuen-
cias de nucledtidos y aminoacidos, utilizando los procedimientos anteriores. Cualquier secuencia que se expresa en la
mama se considera que es un gen candidato de cancer de mama. Aquellos genes cuya funcion podria implicarlos en el
proceso carcinogénico, tal y como se habia previsto a partir de las busquedas de homologia con proteinas conocidas,
fueron tratados como los candidatos mas probables. La evidencia de que un candidato particular es el gen responsable,
proviene de la identificacion de alelos defectuosos del gen en individuos afectados o a partir del analisis de los niveles
de expresion de un gen candidato particular en muestras de cancer de mama, en comparacion con tejidos normales
testigos.

EJEMPLO 5: Identificacion de la secuencia de BNO1

Analisis de la secuencia genémica

Secuencias procedentes de clones BAC que se cartografiaban cerca del punto de ruptura de CY2/CY3, se ensamblaron
y se utilizaron en busquedas de homologia con BLASTN en la base de datos dbEST del NCBI
(http://www.acbi.nlm.nih.gov). Un gran ndmero de clones de ADNc, se identificaron por formar parte de la secuencia en
esta region y éstos se pudieron caracterizar adicionalmente en distintas agrupaciones de UniGene.

El clon de ADNc humano de IMAGE, 46795, correspondiente a la agrupacion de UniGene Hs.7970, se secuencio y se
utilizd en otras busquedas de homologia en bases de datos. Esto identificé un clon de ADNc solapante presente en la
base de datos no redundante (GenBank nimero de orden AL117444) que extendia la secuencia del clon 46795 mas alla
de 5'. Como esta secuencia 5' adicional también estaba presente en la secuencia genémica situada en 5' de la secuen-
cia del clon 46795, se confirmé que AL117444 lo mas probablemente pertenecia al transcrito Hs.7970. Para verificar
este hecho, se realizé una RT-PCR.

Brevemente, ARNm poliA* procedente de una glandula mamaria normal (Clontech) se cebé inicialmente con un cebador
oligo-dT y se transcribié de forma inversa utilizando el kit de RT de OmniScript (Qiagen) de acuerdo con las condiciones
del fabricante. Las reacciones de control se incluyeron para cada molde de ARN en las que se omitia la transcriptasa
inversa de la etapa de sintesis del ADNc. Esto era para determinar la presencia de cualquier contaminacion del ADN
gendémico en las muestras de ARN. La primera hebra de ADNc resultante se amplific6 con PCR usando los cebadores
AL-1 (especifico para AL117444; SEQ ID NO: 20) y 7970-1 (especifico para el extremo 3' de Hs.7970; SEQ ID NO: 21)
utilizando el kit de HotStarTag (Qiagen) en un volumen de reaccion de 10 pl durante 35 ciclos. Inicialmente, los cebado-
res para el gen de mantenimiento testigo, Esterasa D (SEQ ID Numeros: 22 y 23) se utilizaron en una reaccion distinta
para confirmar la presencia de moldes de ADNc para cada reaccion de transcripcion inversa. Las secuencias de los
cebadores se muestran en la Tabla 1. Estos experimentos confirmaron que el clon de ADNc AL117444 y de IMAGE
46795, pertenecian al transcrito Hs.7970.

Analisis Northern

Para determinar el tamafio del gen correspondiente a Hs.7970, una transferencia Northern poliA® obtenida a partir de
Clontech se investigé con una porcion del gen que se habia generado mediante PCR usando los cebadores BNO1-2
(SEQ ID NO: 24) y BNO1-3 (SEQ ID NO: 25). La Tabla 1 enumera las secuencias de los cebadores utilizados. Las hibri-
daciones se llevaron a cabo en 10 ml de solucién ExpressHyb (Clontech) durante una noche a 65°C. Los filtros se lava-
ron de acuerdo con las condiciones del fabricante. La Figura 2 muestra los resultados de la hibridaciéon. Una sola banda
de aproximadamente 3,6 kb se detectd en la glandula mamaria, testiculo, ovario, Utero, prostata, estdmago, vejiga,
médula espinal, cerebro, pancreas vy tiroides. La expresion mas fuerte del gen se observé en el cerebro. El tamafio del
ARNm correspondiente a Hs.7970 tal y como se determiné por la hibridacién Northern, indicaba que se necesitaba ob-
tener una secuencia ' adicional para el gen.
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Identificaciéon de la secuencia 5'

Para identificar una secuencia 5' adicional para el transcrito His.7970, se utilizaron secuencias de ADNc presentes en
dbEST correspondientes al ortlogo de raton. El clon de ratéon que se extendia mas 5' (AU080856) incluia un sitio putati-
vo de inicio de la traduccién. La alineacion de AU080856 con la secuencia genémica humana que contenia Hs.7970
definia la secuencia humana correspondiente de esta transcripcion, hasta un sitio de inicio de la traduccién idéntico. Se
realizaron otros experimentos de RT-PCR que confirmaron la presencia de esta secuencia 5' en el transcrito Hs.7970
humano. Ademas, busquedas adicionales en dbEST blast identificaron clones de ADNc humanos que contenian el ex-
tremo 5' del gen (por ejemplo, el clon de IMAGE 3958783).

Experimentos de RT-PCR indicaron también que Hs.7970 existe como una isoforma de corte y empalme alternativos.
Esta variante se debe a la inclusién de un exén adicional en marco (exén 2.5) situado entre los exones 2y 3.

Ademas, estos experimentos han establecido que el transcrito Hs.7970, denominado BNO1, existe como dos isoformas
de corte y empalme alternativos. Una isoforma tiene 3.574 pb de longitud (SEQ ID NO: 1) y esta compuesta por 9 exo-
nes que abarcan aproximadamente 55 kb de ADN gendmico, mientras que la segunda forma de BNO1, que contiene el
exon 2.5, tiene 3661 pb de longitud (SEQ ID NO: 3). La Tabla 2 muestra la estructura gendmica del gen que indica el
tamafio de los intrones y exones. El analisis de las isoformas de BNO1 indica que la isoforma 1 (menos el exén 2.5)
tiene un marco de lectura abierto de 1.617 nucledtidos que codifica una proteina de 539 aminoacidos (SEQ ID NO: 2).
La isoforma 2 (mas el exén 2.5) de BNO1 tiene un marco de lectura abierto de 1.704 pb de longitud y codifica una pro-
teina de 568 aminoacidos (SEQ ID NO: 4). Secuencias parciales de ADN genémico que indican uniones de exén/intrén
para BNO1, se exponen en SEQ ID Numeros: 5-11.

EJEMPLO 6: Caracteristicas de la secuencia de BNO1

Secuencia de nucledtidos

Un gran numero de clones de ADNc humano estan presentes en dbEST, los cuales representan el gen BNO1. Una
observacion de los tejidos de estos clones de ADNc se obtuvo a partir de indicaciones de que el gen también se expresa
en la glandula suprarrenal, la sangre, el colon, las células germinales, el corazén, el rifién, el higado, el pulmén, el
musculo, la placenta, la membrana sinovial, las amigdalas, el cuello uterino, el tejido linfatico y la piel. Estos tejidos son
adicionales a los que se ha mostrado que expresan BNO1 por el analisis Northern (por ejemplo, glandula mamaria,
testiculo, ovario, utero, prostata, estdbmago, vejiga, médula espinal, cerebro, pancreas vy tiroides) y procedimientos de
RT-PCR (por ejemplo, glandula mamaria humana).

La secuencia de nucleétidos de BNO1 humano también detecta un gran numero de clones de ADNc de ratén, tal y como
se ha mencionado anteriormente. El analisis de BLAST in silico de una secuencia de ADN genoémico de ratén en la base
de datos htgs en el NCBI usando la secuencia de nucleétidos de BNO1 humano, tuvo éxito en la identificacion del nu-
cledtido de BNO1 de raton (SEQ ID NO: 12) y la correspondiente secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 13). La homo-
logia de los aminoacidos entre los dos genes tiene un valor tan alto como 95% (desde el aminoacido 76 en el ex6n 1
hasta el aminoacido 369 en el exon 8), lo que sugiere que el gen esta muy conservado entre las dos especies.

El analisis de la secuencia gendmica humana situada en 3' con respecto al gen BNO1 identificé la presencia de una
variedad de agrupaciones UniGene adicionales (Hs.130367, Hs.227170 y Hs.87068) que se ejecutaban en la misma
orientacion. Experimentos de RT-PCR que empleaban un cebador especifico de Hs.130367 (130367-1; SEQ ID NO: 26)
y Hs.87068 (87068-1; SEQ ID NO: 27) (véase la Tabla 1 para las secuencias de cebadores) indicaban que estas dos
agrupaciones UniGene podrian estar ligadas. La secuenciacion del producto de la RT-PCR también identifico la presen-
cia de la agrupacion Hs.227170. Otros experimentos de RT-PCR que empleaban un cebador especifico de BNO1
(BNO1-1, SEQ ID NO: 28) en combinacion con un cebador especifico de Hs.130367 (130367-2; SEQ ID NO: 29) esta-
blecieron que Hs.130367 también podria estar ligado al gen BNO1 (véase la Tabla 1 para las secuencias de cebadores).
Por lo tanto, las tres agrupaciones UniGene situadas en 3’ de BNO1, representan lo mas probablemente variantes de
este gen que contienen secuencias 3' UTR adicionales. La ausencia de bandas de Northern que se corresponden con el
tamafio de estas variantes de BNO1, sugiere que son formas raras del gen. SEQ ID Numeros: 14-19 representan las
secuencias de nucleotidos de estas variantes.

Secuencia de aminoacidos

La secuencia de aminoacidos de BNO1 se utilizd en el analisis in silico para identificar proteinas homologas con el fin de
establecer la funcion del producto génico. El andlisis de la proteina de BNO1 frente a las bases de datos Prosite y
PfScan (http://www.isrec.isb-sib.ch/software/PFSCAN_form.html), mostré que las dos isoformas de corte y empalme de
esta proteina (SEQ ID Numeros: 2 y 4) contienen un dominio F-box en el extremo amino terminal con un valor de espe-
ranza altamente significativo de 5.6e-10. La Figura 3 muestra la secuencia de F-box de BNO1 en comparacioén con la
secuencia de consenso de F-box.

F-box es un motivo proteico de aproximadamente 50 aminoacidos que define una familia en expansién de proteinas
eucariotas. Las proteinas que contienen F-box son los componentes de reconocimiento del sustrato de los complejos
SCF ubicuitina-ligasa. Estos complejos contienen cuatro componentes: Skp1, Culina, Rbx/Roc1/Hrt1 y una proteina F-
box. El motivo de F-box enlaza la proteina F-box a otros componentes del complejo SCF mediante la uniéon del compo-
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nente central de SCF, Skp1. Este motivo se encuentra generalmente en la mitad amino de las proteinas y frecuente-
mente se acopla con otros dominios proteicos en el extremo carboxi-terminal variable de la proteina. Los dominios car-
boxi terminales mas comunes incluyen repeticiones ricas en leucina (LRRs) y dominios WD-40. Existen actualmente tres
subdivisiones de la familia de proteinas F-box en funcion del tipo de motivos carboxi terminales presentes en las se-
cuencias de proteinas. Siguiendo el modelo propuesto por Cenciarelli et al. (1999) y Winston et al. (1999), la nomencla-
tura adoptada por la Organizacion del Genoma Humano especifica las F-box que contienen LRRs como FBXL, las que
contienen repeticiones WD como FBXW y las que carecen de todos los dominios conocidos de interaccion proteica,
como FBXO. El andlisis de la secuencia de BNO1 no pudo identificar motivos de proteinas adicionales presentes en el
gen, lo que indica que BNO1 forma parte de la clase FBXO de las proteinas F-box.

La via de degradacion del proteasoma dependiente de ubicuitina es un mecanismo importante para regular la abundan-
cia de proteinas en organismos eucariotas. Se ha mostrado que una amplia variedad de proteinas estan reguladas por
este mecanismo e incluyen oncogenes, genes supresores de tumores, factores de transcripcion y otras moléculas de
sefializacion (Hershko y Ciechanover, 1998; Baumeister et al., 1998). Estas proteinas influyen sobre una serie de proce-
sos celulares importantes tales como la regulacion del ciclo celular y la apoptosis, la modulacién de las respuestas in-
munes e inflamatorias, el desarrollo y la diferenciacion. La amplia gama de proteinas y de procesos que estan regulados
por la ubicuitinacion, sugiere que patologias derivadas de una interrupcion del proceso de ubicuitinacion también seran
diversas. Por ejemplo, hay un precedente de esto en los trastornos neurodegenerativos. Parkin, una proteina mutada en
formas hereditarias de la enfermedad de Parkinson, es una ligasa E3 de ubicuitina (Shimura et al., 2000) y en la enfer-
medad de Alzheimer se ha identificado una ubicuitinacion inadecuada de las proteinas cerebrales (Lopez Salon et al.,
2000).

El proceso de ubicuitinacion comienza con la adicion de restos de ubicuitina (ubicuitinacion) a proteinas diana y contintia
con un proceso de multiples etapas, cuyo punto final es la protedlisis de sustratos poliubicuitinados a través de un com-
plejo multiproteico de 26S (Haas y Siepmann, 1997; Hochstrasser, 1996). La ubicuitinacién de sustratos que son diana
para la degradacion requiere 3 clases de enzimas: las enzimas activadoras de ubicuitina (E1), las enzimas que se con-
jugan con ubicuitina (E2) y las ligasas de ubicuitina (E3). Las proteinas E3 tienen una funcién esencial en la progresion
del ciclo celular. Se ha observado que los complejos SCF (una clase de ligasas E3) regulan la transicion de la fase G1-S
(revisado en Peters, 1998). Una amplia variedad de dianas de SCF se ha descrito e incluyen ciclinas de la fase G1,
inhibidores de cinasas dependientes de ciclina, factores de replicacién del ADN, factores de transcripcion que favorecen
la progresion del ciclo celular y otras proteinas celulares importantes. Las secuencias presentes en la regiéon carboxi
terminal variable de las proteinas F-box permiten, por lo tanto, la captacion de sustratos especificos para la ubicuitina-
cion y la degradacion posterior.

Estudios recientes de la proteina supresora de tumores de Von Hippel-Lindau (VHL) han mostrado que forma parte de
un complejo que actua como una ligasa E3 de ubicuitina-proteina (Zaibo et al., 2001). La proteina VHL se une al com-
plejo de la ligasa para dirigirse a proteinas que incluyen HIFa (factor inducible de hipoxia) (Ohh et al., 2000; Cockman et
al., 2000) y VDU1 (enzima 1 de desubicuitinacion que interacciona con VHL)) (Zaibo et al., 2001). HIFa se ha mostrado
que regula genes implicados en la angiogénesis, un proceso decisivo para el crecimiento de tumores (Wang et al., 1995;
Semenza, 2000), mientras que VDU1 tiene actividad desubicuitinadora.

La funcién prevista para BNO1, basada en la presencia del dominio de F-box, indica que el gen puede estar implicado
en una amplia gama de procesos celulares que incluyen la regulacion del ciclo celular. Junto con el hecho que BNO1 se
encuentra en una region de LOH observada en el cancer de mama y otros tipos de tumores, esto sugiere que BNO1 es
un gen candidato ideal para el cancer de mama.

EJEMPLO 7: Examen del nivel de expresion de BNO1 en lineas celulares de cancer de mama

Para investigar una posible funcién de BNO1 en el cancer de mama, se compard el nivel de expresion del gen en lineas
celulares de cancer de mama con testigos de tejido normal. El examen de la secuencia genémica que rodea BNO1
muestra que el extremo 5' que incluye el exén 1, es extremadamente rico en GC lo que sugiere la presencia de una isla
de CpG. Sin pretender imponer ninguna teoria, se plantea la posibilidad de que existan mecanismos epigenéticos para
inactivar la funcién de BNO1. Una metilacion anormal en este sitio puede dar como resultado una regulacion a la baja de
la transcripcion de BNO1 de la copia restante del gen. Estudios recientes han mostrado que este mecanismo ha sido
responsable de la inactivacion de otros genes supresores de tumores, tales como RB1 (Ohtani-Fujita et al., 1997), VHL
(Prowse et al., 1997), MLH1 (Herman et al., 1998) y BRCA1 (Esteller et al., 2000).

Para detectar el nivel de expresion de BNO1 en muestras de cancer en comparacion con testigos normales, se realizd
una RT-PCR cuantitativa utilizando cebadores especificos de BNO1. Esta implicaba inicialmente el aislamiento de ARN
procedente de lineas celulares de cancer de mama junto con testigos de lineas celulares apropiadas.

Lineas celulares de cancer de mamal/prostata y extraccion de ARN

Las lineas celulares cancerigenas se adquirieron en la ATCC (EE.UU.) y se cultivaron en el medio de cultivo tisular
recomendado. Se escogieron lineas celulares de cancer de mama para el analisis con RT-PCR que mostraban homoci-
gosidad para una serie de marcadores que cartografiaban el cromosoma 16q, indicando un potencial de LOH para este
brazo cromosoémico. Las células se recogieron de cultivos confluentes y el ARN total se extrajo usando el kit RNAeasy
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(Qiagen). Las lineas celulares de cancer de mama obtenidas para la extraccion de ARN eran BT549, MDA-MB-468,
CAMA-1, ZR75-30, MDAMB-157, ZR75-1, SKBR3, MDA-MB-231, T47D y MDA-MB-436. La linea celular epitelial de
mama normal MCF12A vy la linea celular de cancer de préstata PC3 linea también se adquirieron. EIl ARNm poliA™ se
aislé posteriormente a partir de todas las fuentes, utilizando el sistema de perlas de Oligotex (Qiagen). El ARNm poliA*
procedente de glandula mamaria, préstata, ovario e higado normales fue adquirido comercialmente (Clontech, EE.UU.).

Transcripcion inversa

El ARNm poliA* se cebd con cebadores oligo-dT y se transcribié de forma inversa utilizando el kit de RT Omniscript
(Qiagen) de acuerdo con las condiciones del fabricante. Las reacciones testigo se incluyeron para cada molde de ARN
en las que se omitia la transcriptasa inversa de la etapa de sintesis del ADNc. Esto era para determinar la presencia de
cualquier contaminacion con ADN gendmico en las muestras de ARN.

Normalizacion del ADNc

Se generaron amplicones internos con curva estandar a partir de una mezcla mixta de ADNc de tejido normal, usando el
kit de polimerasa de ADN HotStarTaq (Qiagen). Una mezcla de reaccion suficiente para generar >1 ug de ADNc de
amplicon contenia 10 yl de tampdn 10X PCR (que contenia MgCl; 15 mM), 2 yl de mezcla de dNTPs 10 mM, 0,5 uM de
cada cebador, 0,5 pl de 2,5 unidades de polimerasa HotStarTaqg (Qiagen), 100 ng de molde de ADNc y agua tratada con
DEPC hasta 100 pl. Los ciclos de la amplificacion se realizaron del modo siguiente: 94°C durante 10 minutos, seguido
de 35 ciclos a 93°C durante 20 segundos, 60°C durante 30 segundos y 70°C durante 30 segundos, con una extension
final a 72°C durante 4 minutos. Los amplicones se purificaron utilizando el kit de extracciéon en gel QlAquick (Qiagen) de
acuerdo con las condiciones del fabricante y las concentraciones se midieron a Asp. Los amplicones purificados se
diluyeron en serie 10 veces desde 10 ng/pl hasta 1 fg/ul. Estas diluciones sirvieron como patrones internos de concen-
tracion conocida para el analisis en tiempo real de amplicones especificos de BNO1, tal y como se describe a continua-
cion.

PCR en tiempo real

Todos los moldes de ADNc se amplificaron utilizando el kit SYBR Green | PCR Master Mix (PE Biosystems, EE.UU.).
Las reacciones de PCR tenian un volumen de 25 pl € incluian 12,5 yl de SYBR Green | PCR Master Mix, 0,5 uM de
cada cebador, 2 pyl de molde de ADNc normalizado (ver mas abajo) y 9,5 yl de agua. El analisis con PCR en tiempo real
se realizo utilizando el Rotor-Gene® 2000 (Corbett Research, AUS) con las siguientes condiciones de ciclos de amplifi-
cacion: 94°C durante 10 minutos seguido por 45 ciclos a 93°C durante 20 s, 60°C durante 30 s y 70°C durante 30 s. Los
datos de fluorescencia se adquirieron a 510 nm durante la fase de extension a 72°C. El analisis de las curvas de fusion
se realizé con una ciclacion inicial de 99-50°C seguida de una monitorizacion de la fluorescencia durante el calentamien-
to a 0,2°C/segundo hasta 99°C. Antes de la cuantificacion en tiempo real, el tamafo y la especificidad del producto se
confirmaron mediante tincion con bromuro de etidio de los geles de agarosa al 2,5% después de una electroforesis de
las PCRs completadas. Los cebadores especificos del testigo y de BNO1 utilizados para todas las aplicaciones de PCR
en tiempo real se muestran en la Tabla 1 y se representan por las SEQ ID Numeros: 30-41.

Cuantificacién de la PCR en tiempo real

Los andlisis de cuantificacion se realizaron en el sistema de andlisis de muestras de ADN Rotor-Gene® (Version 4.2,
fabricado 96). Las curvas estandar se generaron amplificando diluciones en serie de 10 veces (1 yl de 10 pg/ul hasta 1
pl de 1 fg/ul por triplicado) del amplicon estandar interno durante la PCR en tiempo real de los amplicones de BNO1,
procedentes de tejidos normales y de lineas celulares de cancer de mama. Las concentraciones de los amplicones
estandar internos se establecieron arbitrariamente en 1.0e+12 copias para patrones de 10 pg hasta 1.0e+08 copias para
patrones de 1 fg. Los coeficientes de Cy (ciclo umbral) de variacion para todas las diluciones estandar internas se pro-
mediaron en 2% entre las muestras por trlpllcado dentro de la misma ejecucion y ejecuciones diferentes. El programa
informatico para la cuantificacion RotorGene® generaba una linea de mejor ajuste en el parametro Cy y determinaba el
numero de copias de amplicones de BNO1 de tejido normal desconocido y de la linea celular de cancer de mama, me-
diante la interpolacion de la interseccién de ruido de fondo-banda de los amplicones de BNO1 frente a los patrones
internos con un nimero de copias conocido.

Normalizacion y expresién relativa de los datos

Para tener en cuenta la variacion de las concentraciones de partida del molde de muestra a muestra, se utilizé una
cuantificacion del ARN de RiboGreen® (Molecular Probes) para someter a ensayo de precision 1 Hg de ARN de tejido
normal y ARN de lineas celulares de cancer mama, para la sintesis de ADNc. Los niveles de expresion del gen de man-
tenimiento seleccionado se analizaron a continuacion en todas las muestras para determinar el testigo enddégeno mas
preciso para la normalizacion de datos. Los amplicones de mantenimiento incluian la Esterasa D (Nimero de orden
M13450), la ciclofilina (nimero de orden X52851), APRT (numero de orden M16446) y la ARN polimerasa Il (numero de
orden Z47727). Como la ciclofilina mostraba el perfil de expresién menos variable, el nimero de copias calculado para
BNO1 se dividio entre el nimero de copias respectivo de amplicones de ciclofilina, para cada linea celular de cancer de
mama y de tejido normal analizados. El numero de copias de BNO1 en ADNc normalizado de mama normal se estable-
ci6 arbitrariamente en un “valor de referencia” de 1.0e+06 copias. El nimero de copias de ADNc de lineas celulares de
cancer de mama y de otros tejidos normales se calculd en relacion con el “valor de referencia”. Los datos se expresaron
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como el log del nimero de copias relativo de ARNm. La Figura 4 muestra los resultados de estos experimentos.

El grado de variacion en los niveles de expresion de ARNm para la ciclofilina, la subunidad de la ARN polimerasa Il y
APRT era relativamente uniforme entre los tejidos normales y las lineas celulares de cancer. Combinaciones de tres
vias para la normalizacién entre ciclofilina, subunidad de ARN polimerasa Il y APRT mostraron una variacion media de 7
veces y como maximo 50 veces en el nivel de expresion del ARNm entre las muestras. La significacion de los niveles de
expresion variables del ARNm dentro de un gen de interés se puede evaluar, por lo tanto, razonablemente basandose
en estos resultados de normalizacién. Una disminucién aberrante prevista en el nimero de copias de un ARNm de un
gen de interés de ~100 veces en lineas celulares de cancer de mama, en relacion con un nivel de expresion en mama
normal de “valor de referencia”, se considero, por lo tanto, que era significativamente anormal.

La Figura 4 indica que los amplicones de BNO1 especificos para el exén 5-7 y la isoforma 1 (menos el exén 2.5) mues-
tran un patrén compatible de expresion de ARNm entre los tejidos normales y las lineas celulares de cancer de mama.
Para ambos amplicones analizados, las lineas celulares de cancer de mama MDA-MB-468, SK-BR3, MDA-MB-231 y la
linea celular de cancer de prostata PC3, todas ellas mostraban un bajo nivel de expresion del ARNm con respecto al
tejido de mama normal del “valor de referencia”. Una reduccion significativa de 725 veces en la expresion del ARNm del
exon 5-7 de BNO1 se detectd en SK-BR3 con respecto a la expresion en tejidos normales de mama (equivalente a una
regulacion a la baja de aproximadamente 350.000-480.000 en la expresion de la molécula de ARNm). Se obtuvieron
resultados similares para la isoforma 1 de BNO1 (menos el exén 2.5), con una reduccién de 248 veces de la expresion
del ARNm en SK-BR3 (equivalente a una regulacion a la baja de aproximadamente 300.000-1.000.000 en la expresion
de la molécula de ARNm). La isoforma 2 de BNO1 (mas el exdén 2.5) mostraba una expresion del ARNm significativa-
mente baja en las lineas celulares MDA-MB-468, CAMA-1, SK-BR3 y MDA-MB-231, sin expresion detectada en ZR75-
30. Estos resultados indican que ambas isoformas del gen BNO1 estan reguladas a la baja en ciertas lineas celulares
de cancer de mama, asi como en una linea celular de cancer de préstata. El mecanismo exacto de esta regulacion a la
baja no se conoce en este estadio, pero puede ser el resultado de mecanismos tales como una mutaciéon o una metila-
cion del promotor. Partiendo de estos estudios de la expresién proponemos que BNO1 es una proteina responsable del
desarrollo de cancer de mama y de prostata. Debido a su amplio patron de expresion tisular, BNO1 también puede estar
implicada en canceres que se originan en otros tejidos.

Se pueden utilizar otros métodos para detectar los niveles de expresion de BNO1. Estos incluyen la generacion de anti-
cuerpos policlonales o monoclonales, que son capaces de detectar cantidades relativas de las formas tanto normales
como mutantes de BNO1, utilizando diversos inmunoensayos tales como los ensayos ELISA (véase el Ejemplo 11y 12).

EJEMPLO 8: Analisis de tumores y de lineas celulares para estudiar mutaciones en BNO1

El gen BNO1 se escruté mediante analisis de SSCP en ADN aislado a partir de tumores de la serie 1, asi como de un
subconjunto de tumores de la serie 2 (no se muestra en la Figura 1) que mostraban la pérdida de todo el brazo largo del
cromosoma 16. Estas muestras de la serie 2 se utilizaron debido a que estaban disponibles mayores cantidades de
ADN. En total se examinaron mutaciones en 45 tumores primarios de mama con LOH en 16q.

En una diversidad de lineas celulares también se escrutaron mutaciones. Estas incluian 22 lineas celulares de cancer
de mama (BT20, BT474, BT483, BT549, CAMA-1, DU4475, Hs578T, MCF7, MB157, MB231, MB361, MB415, MB436,
MB453, MB468, SKBR3, T47D, UACC893, ZR75-1, ZR75-30, MB134 y MB175), 2 lineas celulares de cancer de prosta-
ta (LNCAP y PC3), 2 lineas celulares de carcinoma gastrico (AGS y KATO), 1 linea celular de cancer de higado (HEP2)
y 2 lineas de células epiteliales normales de mama (HBL100 y MCF12A). Todas las lineas celulares se adquirieron en la
ATCC, se dejaron crecer de acuerdo con las condiciones de los fabricantes y el ADN se aisl6 a partir de las células
cultivadas, utilizando protocolos convencionales (Wyman y White, 1980; Sambrook et al., 1989).

Los exones de BNO1 se amplificaron mediante PCR usando cebadores intrénicos flanqueantes que se marcaron en sus
extremos 5' con HEX. Se hizo una excepcion para el exén 1y 8, ya que debido a su tamafio se tuvieron que dividir en 2
amplimeros solapantes. En la Tabla 3 se enumeran las secuencias de todos los cebadores utilizados para el analisis de
SSCP, el tamafio esperado del amplimero y la concentracién de MgCl; utilizada en la reaccion de PCR. Las reacciones
tipicas de PCR se realizaron en placas de 96 pocillos con un volumen de 10 pl utilizando 30 ng de ADN molde. Las
condiciones de ciclacion fueron una etapa inicial de desnaturalizacion a 94°C durante 3 minutos, seguida por 35 ciclos a
94°C durante 30 segundos, 60°C durante 1'% minutos y 72°C durante 1" minutos. Una etapa final de extension a 72°C
durante 10 minutos se realizé a continuacion. Veinte ul de colorante de carga que comprendia 50% (v/v) de formamida,
EDTA 12,5 mM y 0,02% (p/v) de azul de bromofenol se afiadieron a las reacciones completadas, que se aplicaron pos-
teriormente sobre geles de poliacrilamida al 4% y se analizaron en el sistema GelScan 2000 (Corbett Research, AUS)
de acuerdo con las especificaciones del fabricante.

De los 12 amplicones sometidos a ensayo, solo en 2 se identificaron desplazamientos de bandas en SSCP. En el ex6n
2.5, se observaron desplazamientos de bandas idénticos en 2 muestras de tumores de la serie 1 (380 y 355) y en la
linea celular de cancer de mama MCF7. El analisis de SSCP del ADN normal correspondiente procedente de la muestra
380 y 355, identificaba el mismo desplazamiento de bandas, indicando que el cambio lo mas probablemente no causaba
la enfermedad. El andlisis de la secuencia de este desplazamiento de bandas en todas las muestras mostré que un solo
cambio de una base de nucleétidos (-5T—C) era responsable de este desplazamiento de bandas. Este cambio no afec-
ta a la puntuacion de sitios de consenso aceptores de corte y empalme para este exén y, por lo tanto, lo mas probable
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es que represente un polimorfismo. La incidencia de este cambio en la poblacion general no se ha examinado adn. En el
exon 8b, un desplazamiento de bandas fue identificado en una sola linea celular de cancer (KATO). La secuenciacion
de este desplazamiento de bandas indica un cambio de C—T en la posiciéon +10 de este amplicén que se encuentra en
el sitio donante de corte y empalme (5' del sitio de corte y empalme). Este cambio de base se produce fuera de la se-
cuencia de consenso de unién de corte y empalme y se prevé que la mutacion no tenga efecto sobre el corte y empalme
de este exon.

EJEMPLO 9: Inmunoprecipitacion de BNO1 y Skp1

Para someter a ensayo si BNO1 contenia un motivo de F-box funcional, se empled un ensayo de co-
inmunoprecipitacion. Este implicaba la clonacion del marco de lectura abierto de longitud completa, marcado con Myc de
BNO1 en los sitios Sall/Clal del vector de ex;)resién retrovirico LNCX2 (Clontech), utilizando técnicas convencionales
(Sambrook et al., 1989). Después de esto, 10" células 293T se transfectaron con 10 ug de la estructura artificial BNO1-
LNCX2 o por separado con el vector LCNX2 solo como testigo usando Lipofectamina 2000 (Invitrogen), de acuerdo con
las instrucciones del fabricante. Las células se recogieron 24 horas después de la transfeccion y se lisaron en 2 ml de
tampon de lisis (Tris-HCI 50 mM [pH 7,5], NaCl 150 mM, 0,5% de Nonidet P-40 suplementado con PMSF 1 mM y 5
pg/ml de leupeptina, antipaina y aprotenina). Después de esto, se incubaron 0,5 ml de lisado celular con 2 ug de anti-
cuerpo monoclonal anti-Myc (Roche) o un anticuerpo policlonal de conejo anti-p195**" (Neo Markers, Fremont, CA) du-
rante 1 hora y proteina A-Sefarosa durante 1 hora a 4°C. Los complejos inmunes se lavaron tres veces con 1 ml de
tampon de lisis seguido de separacion en 10% de SDS-PAGE e inmunotransferencia de acuerdo con técnicas conven-
cionales (Sambrook et al., 1989).

Los resultados de estos experimentos indicaron que BNO1 coprecipitaba especificamente con Skp1 enddgena, lo que
confirma tanto una asociacion entre estas dos proteinas como la presencia de una F-box funcional dentro de BNO1.
Esta interaccion indica que BNO1 pertenece a un nuevo complejo de ligasas ubicuitina-E3 que puede ser decisivo para
la degradacion controlada de sustratos especificos de BNO1.

EJEMPLO 10: Analisis del gen BNO1
Los siguientes métodos se utilizan para determinar la estructura y la funcion de BNO1.

Estudios biolégicos

Los vectores de expresion de mamiferos que contienen ADNc de BNO1 (que representa ambas isoformas de BNO1) se
pueden transfectar en lineas celulares de carcinoma de mama, de préstata u otros que tienen lesiones en el gen. Se
examina la inversion fenotipica en cultivos (por ejemplo, la morfologia celular, el crecimiento de transformantes en agar
blando, la tasa de crecimiento) y en animales no humanos (por ejemplo, la tumorigenicidad en ratones sin pelo). Estos
estudios pueden utilizar formas de BNO1 de tipo silvestre o mutante. La delecion y los mutantes sustitutivos de BNO1,
se pueden construir por mutagénesis in vitro.

Estudios biolégicos moleculares

La capacidad de ambas isoformas de la proteina de BNO1 para unirse a proteinas conocidas y desconocidas, se puede
examinar. Procedimientos tales como el sistema de doble hibrido en levadura se utilizan para descubrir e identificar
cualquier ligando funcional, particularmente sustratos especificos de BNO1 o sustratos especificos de una isoforma que
son dianas para la degradacion por ubicuitinacion. El principio que subyace al procedimiento de doble hibrido en levadu-
ra es que muchos activadores de la transcripcion eucariota, que incluyen los de levadura, consisten en dos dominios
modulares discretos. El primero es un dominio de unién al ADN que se une a una secuencia promotora especifica y el
segundo es un dominio de activacion que dirige el complejo de la ARN polimerasa |l para transcribir el gen aguas abajo
del sitio de union a ADN. Ambos dominios son necesarios para la activacion de la transcripcion ya que ninguno de los
dos dominios puede activar la transcripcion por si mismo. En el procedimiento de doble hibrido en levadura, el gen de
interés o partes del mismo (CEBO), se clona de tal manera que se expresa como una fusiéon con un péptido que tiene un
dominio de unién al ADN. Un segundo gen, o una variedad de genes, tales como los de una genoteca de ADNc (DIA-
NA), se clona de forma que se expresa como una fusion con un dominio de activacion. La interaccion de la proteina de
interés con su ligando junta el péptido que se une a ADN con el dominio de activacion e inicia la transcripcion de los
genes informadores. El primer gen informador seleccionara células de levadura que contienen proteinas que interaccio-
nan (este informador es por lo general un gen nutricional requerido para el crecimiento en medios selectivos). El segun-
do informador se utiliza para la confirmacién y aunque se expresa como respuesta a proteinas que interaccionan, gene-
ralmente no es necesario para el crecimiento.

La naturaleza de los genes y las proteinas que interaccionan con BNO1 también se puede estudiar de tal manera que
estos ligandos también pueden ser dianas para el descubrimiento de farmacos. Son de particular interés las proteinas
que interaccionan con BNO1 que se dirigen a una diana para la ubicuitinacion y la posterior degradacién mediante las
ligasas ubicuitina-E3 que contiene BNO1.

Estudios estructurales

Proteinas recombinantes de BNO1 se pueden producir en células bacterianas, de levaduras, de insectos y/o de mamife-
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ro, y se utilizan en estudios cristalograficos y de RMN. Junto con la formacién de modelos moleculares de la proteina, se
puede facilitar el disefio de farmacos dirigido por la estructura.

EJEMPLO 11: Generacion de anticuerpos policlonales contra BNO1

La informacion de la secuencia de nucleétidos y aminoacidos de BNO1 permite la produccion de anticuerpos, que se
unen selectivamente a la proteina de BNO1 o a fragmentos de la misma. Después de la identificacion de mutaciones en
el gen, los anticuerpos también se pueden preparar para que se unan selectivamente y distingan una proteina mutante
de una proteina normal. Los anticuerpos especificos de epitopos mutagenizados son especialmente Utiles en ensayos
en cultivos celulares para la deteccion de células malignas en diferentes estadios del desarrollo tumoral. Estos anticuer-
pos también se pueden usar para detectar células malignas que se han tratado con agentes farmacéuticos, para evaluar
el potencial terapéutico del agente.

Para preparar anticuerpos policlonales, se pueden disefiar péptidos cortos homdlogos a la secuencia de aminoacidos de
BNO1. Tales péptidos tienen tipicamente una longitud de 10 a 15 aminoacidos. Estos péptidos se deben disefiar en
regiones de menor homologia con el ortélogo de ratdn, para evitar interacciones cruzadas con especies en experimen-
tos adicionales posteriores, tales como la produccién de anticuerpos monoclonales. Los péptidos sintéticos se pueden
conjugar entonces con biotina (Sulfo-NHS-LC biotina) usando protocolos convencionales suministrados con los kits
disponibles comercialmente, tales como el kit de PIERCE® (PIERCE). Los péptidos biotinilados forman posteriormente
complejos con avidina en solucién y para cada complejo peptidico, se inmunizan 2 conejos con 4 dosis de antigeno (200
Mg por dosis) a intervalos de tres semanas entre las dosis. La dosis inicial se mezcla con adyuvante completo de
Freund, mientras que las dosis posteriores se combinan con inmuno-adyuvante de Freund. Después de completar la
inmunizacion, a los conejos se les extrae sangre para el ensayo y la reactividad de los sueros se somete a ensayo me-
diante transferencia de manchas con diluciones en serie de los péptidos originales. Si los conejos muestran una reacti-
vidad significativa en comparacion con el suero previo a la inmunizacion, son sacrificados posteriormente y la sangre se
recoge de tal manera que se pueda separar el suero inmune para experimentos adicionales.

EJEMPLO 12: Generacion de anticuerpos monoclonales especificos de BNO1

Los anticuerpos monoclonales se pueden preparar para BNO1 de la siguiente manera. Un inmundgeno que comprende
proteina intacta de BNO1 o péptidos de BNO1 (de tipo silvestre o mutante) se inyecta en adyuvante de Freund a rato-
nes, en donde cada ratén recibe cuatro inyecciones de 10 a 100 pug de inmundégeno. Después de la cuarta inyeccion,
muestras de sangre tomadas de los ratones se examinan para estudiar la presencia de anticuerpos para el inmunégeno.
Los ratones inmunes se sacrifican, se extirpan sus bazos y se preparan suspensiones de células individuales (Harlow y
Lane, 1988). Las células del bazo sirven como fuente de linfocitos, que se fusionan a continuacioén con una célula aso-
ciada de mieloma de crecimiento permanente (Kohler y Milstein, 1975). Las células se siembran en placas con una
densidad de 2x10° células/pocillo en placas de 96 pocillos y los pocillos individuales se examinan para estudiar el creci-
miento. Estos pocillos se analizan a continuacion para estudiar la presencia de anticuerpos especificos de BNO1 me-
diante ELISA o RIA, utilizando proteina diana de BNO1 de tipo silvestre o mutante. Las células en los pocillos positivos
se expanden y se subclonan para establecer y confirmar la capacidad de monoclonacion. Los clones con la especifici-
dad deseada se expanden y se cultivan como ascitis en ratones seguido de purificacion, usando cromatografia de afini-
dad utilizando proteina A Sefarosa, cromatografia de intercambio i6nico o variaciones y combinaciones de estas técni-
cas.

Aplicabilidad industrial

El gen BNO1 esta implicado en el cancer y basandose en su funcion en el proceso de ubicuitinacion, BNO1 también
puede estar implicado en mecanismos celulares que estan regulados por este proceso. Las nuevas moléculas de ADN
de la presente invencion son por lo tanto utiles en métodos para la deteccidon temprana de individuos susceptibles a una
enfermedad, asi como en procedimientos terapéuticos asociados con estos estados de la enfermedad.

TABLA 1

Cebadores empleados para el analisis de BNO1

Nombre del cebador Secuencia del cebador (5' — 3')
AL-1 GTG AAG AAG GAT GAG TTC TCC
7970-1 AGC TGA GCATCACAATCT CC
ESTD-F GGA GCT TCC CCA ACT CAT AAATGC C
ESTD-R GCATGATGT CTG ATG TGG TCA GTAA
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Nombre del cebador
BNO1-2
BNO1-3
130367-1
87068-1
BNO1-1
130367-2
Ciclofilina-F'
Ciclofilina-R'
APRT-F'
APRT-R'
ARN Polimerasa II-F’
ARN Polimerasa II-R’

BNO1 (Ex6n 5-7)-F'

ES 2433012713

Cebadores empleados para el analisis de BNO1

Secuencia del cebador (5' — 3')

TGC GAA GCT GCT TCA CCG AT
GGC CGT ACATGC ACT CCACTG
GAG AAC CTGCAGTTG TGC TG
ATG GTG CTG CTT GTA GCA AG
TGC CCA TAT GAG ATG ACG AGG
ACA CTC AGC AGT GGACAC TTG
GGC AAA TGC TGG ACC CAA CAC AAA
CTA GGC ATG GGA GGG AAC AAG GAA
GAC TGG GCT GCG TGC TCATCC
AGG CCC TGT GGT CAC TCATAC TGC
AGG GGC TAACAATGG ACACC
CCG AAG ATAAGG GGG AACTACT

CCG GCG GGA GGC AGG AGG AGT

BNO1 (Exén 5-7)-R’ GCG GCG GTA GGT CAG GCA GTT GTC
BNO1 (Isoforma 1)-F" TGC GAA GCT GCT TCA CCG AT
BNO1 (Isoforma 1)-R’ GGC CGT ACATGC ACT CCACTG
BNO1 (Isoforma 2)-F" GTGAAGTCGGGACGTTTT GTG A
BNO1 (Isoforma 2)-R’ CCGTGG TGG GGC CCT TTG TGG

Nota: ' Estos cebadores se marcaron en sus extremos 5' con HEX. La isoforma 1 de BNO1 carece de ex6n 2.5 (SEQ ID
NO: 1). La isoforma 2 de BNO1 contiene el exén 2.5 (SEQ ID NO: 3).

TABLA 2

Sitios de corte y empalme del gen BNO1

Exd Tamafio | Sitio 3' de corte y empalme Potencia de Sitio 5' de corte y empalme Potencia de Tarpan’o
x6n (pb) (intron/exén) consenso (intron/exon) consenso | del intrén
(%) (%) (pb)
1 343 5'UTR TGCCGTGAGG/gtgagcgcgce 83,03 23042
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Exoén

2.5

Exoén

1a

1b

2.5

8a

8b

Sitios de corte y empalme del gen BNO1

Tamarfo | Sitio 3' de corte y empalme Potencia de Sitio 5' de corte y empalme

(pb) (intron/exon) coiiz;so (intrén/exon)

72 cttgttacag/AGTATGGTGT 94,28 TATGCGAAGC/gtgagtgaat

87 gtctgttcag/GTATAAACCC 90,0 TACACCTGCC/gtatgtacct

77 cctectgtag/ TGCTTCACCG 78,70 GAACGTGGTG/gtaagtcccg
168 cctectgtag/lGTGGACGGCC 84,95 CCACATCCAG/gtgtgtgcag

75 aacactgaag/ATTGTGAAGA 63,39 GAGGCAGGAG /gtgagcccac
110 cttttggaag/GAGTTTCGGA 85,65 GTCAGTACGA/gtgagtgcgg
154 ctccccacag/CAACTGCCTG 85,32 CAAGATCACG/gtgagtggcg
401 tgctccacag/GGCGACCCCA 89,22 GCAGGATGTG/gtaaggatg
2174 ttctgctcag/ TTTTTATGGC 90,62 3'UTR

TABLA 3

ES 2433012713

Cebadores empleados para el analisis de SSCP de BNO1

Cebador 1 (5' — 3')
GCGCTGGAGCGTGCGCACA
GGTCGGGGGCGGCTTGTG

CTGTCGCGTTATGAGTTGTTG
AGGCATTGGGTCGTATTCAC
GGCACGCTGGGTCTAACAC
CTCATGGACCTTTGCCCATCT
GTGATGGACTCTGTTCCTCAC
CACAGCCTCCTGTCATATGGA
GGCGTTCTCAGTCCTGCCT
CTGGCCTGAGCCCTGCTGA
CAATGAGCTCTCCCGCATC

AGAATGCTGTACGTGGCGTG

Cebador 2 (5' — 3')
AGCTCGGGCGGCAGCTCCA

GCCTCCACCTGGCAGGGA

GTACAAAGTTAATCATGGATGGT

AGAAGCCAAAGCTCGCAGGA

CCTGCCCGTGCACAGACCT

GTCTGCAGCTGAGAATAGCAC

AGGTCCGCACCATATGAACAC

ACCCCAGCACCGAGCAGGA

CCCTGACTCCACAGCCCAC

ACCCTCTCGCGCACCTCCA

CCATGCTGTCCCACCTTCA

AGGAGGTGAGGGACTGAATG

25

[MgClz]
2,0mM
2,0mM
2,0mM
1,5 mM
1,5 mM
1,0 mM
2,0mM
1,5mM
1,5 mM
1,0 mM
1,5 mM

1,0 mM

(%)
75,36
66,97
92,15
85,40
90,87
76,46
88,50

87,59

Potencia de
consenso

269

252

168

198

167

290

170

187

284

171

354

202

Tamano
del intrén

(pb)
1797
11160
3408
646
6612
697
1017

2375

Tamaiio del producto (pb)
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Cebadores empleados para el analisis de SSCP de BNO1

Exon Cebador 1 (5' — 3') Cebador 2 (5' — 3') [MgCl,] | Tamario del producto (pb)

Nota: Todos los cebadores se marcaron en sus extremos 5' con HEX.
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<130> P3
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<170> PatentIn versién 3.1
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1020
gggcagcaga
1080
cagcgcaact
1140
gagcagcadgg
1200
tcccagecaa
1260
cctggtgagg
1320
tgtgggcagg

1380

cagtggagtyg

aggatgagtt

aggaggagtt

acgagcacat

gcctgaccta

gcctcttcaa

gceggcegtge

cagtggagat

tcaatgagct

aaggcgggca

geccectgeoceca

atggtggcga

ggcagecegtt

ES 2433012713

catétacggc
ctccaccaag
tcggacgtgg
gcaggagctce
ccgceccgeatce
aggtacctat
caggggcacc
cgacctgagyg
cteccogeatce
cgaggcgggc
gccocagggcea
gcctggggat

cgtgctgcecec

cacaaagggc

tgcaaccaga

ctgagggagy

atcctgatga

tacctgecge

ggcagccacy

aagatcacgyg

catcggatce

gtcctggagyg

gagggtcgtg

gaggcgoecca

gecegtagetag

gtgggcgtga

29

cccaccacgg

cggaccacca

aatgggygcyg

agttcatcta

ccagccgococ

gcctggagat

gcgaccccaa

agctgecedga

tgcgcgagag

gccggcaggy

gcaagggccc

cggccgagea

gctccaggaa

ccacatccoag
caggatgtcc
cacgctggag
caccagtcag
cgacgac?tc
tgtgatgctc
catccececget
cctcgagaac
ggtgcgccag
ccccegggag
agatgggaca
gectgeccag

tgaggactac



cceccgaacct
1440
agccecctgaac
1500
tggctggage
1560
gatgcgoecgt
1620
tgaccggcca
1680
gtgaatagaa
1740
cggggggccece
1800
atatttgtca
1860
agcctgaata
1920
ggttcececgea
1580
gctctteetyg
2040
ccceacteet
2100
cgaacagcte
2160
ggtaggatcet

2220

gcaggatgtg
gcaccccedg
tgaaatcoett
ceccacaggce
catcclitgce
gcagecatgca
agtccagcca
gtgccatgat
cagcagatgt
ccctgggetg
tgagcggéta
tttgggggaa
aggcagCQCé

caggcettggg

ES 2433012713

tttttatgge
ggtcttecatc
cagcctgtac
cttegatgag
gccacatccc
ctttggaaat
ccceccagea
ggaagaagct
aggggacagé
gctggtggtt
gagtgataga
gccaggcaad
ggtgtgatgg

gccgggactc

acaggcctca

ctcttcgatyg

agccgggtec

atgctcaaga

gggtggctcet

coeggectttt

ctttatgtag

gagcatgtct

cgtgggaccyg

ttctegggaa

ctgggtcgtyg

agtggcetet

gcacagtacyg

tggagtgaat

30

tegegggcecea

aggaccygctt

aggccacctt

acattcagte

ggagctctga

gaccagaacg

agagtgtgac

taccaaaaac

cgtgagaatt

gcaggaccct

tgtgagacgc

gggagggggt

cagagcaagc

ccecatttet

cggcttecacc
cgggttcgté
ccggaacgcea
cctecacctee
actctgacct
cacacctcgt
atagacctge
agagagaacg
gaagcggtgg
cctgacktggt
atgtgctcca
caggaagagg
tegggaagtt

ctaceggett



gcttggagtt
22890
gtttagtgac
2349
gccecageee
2400
cggcctgtice
2460
gtcaaaacca
2520
aagcagtgag
2580
tttgcaggty
2640
gaaagtgdgga
27007
catgftgtgt
2760
ctcctgaaga
2820
tccgtgc;cg
2880
gggctgctee
2940
ggaaggtgac
3000

ttttcctgat

tggacagaag

ctgagtcact

ctccagettt

cagacaggge

agctgoccgge

tggtccacac

aggggacagce

ccctececagece

taacacctge

acagagagca

agtgggcgtc

aagtdecttgt

agtctgtgtyg

gaatttctcc

catttcacct
agggaatgtc
ggagccaagg
gtttgttttg
cactgtctec
aggFgccagg
tttctagaaa
Eggagacccc
gtgtggggac
cggtgtecag
cccagcgagc
gctgggeace
ccttggtgtyg

ttgactggcec

ES 2433012713

ctgatctcag

acctgaatgce

ccategrtee

tecatgectt

agaacgcaag

agtgcccata

agccacacet

atggactgat

cccatctgag

agctggecct

cttececctete

ctggacacgt

gagaccaacc

tttaaagaac

31

ctteococceace
acagcecccage
agccacttga

cctcectgca

gcteococaggece

tgagatgacg

gcatctgggyg

gccteccactg

gtcttggetyg

Lcecceageco

tgcecgettgt

cctgctggtg

tgaggatgtce

ataagaattc

tgtggagtygg

ccatgcacct

ctgtectega

cgcacacggac

cgtgtgtctg

aggaaacccc

acacactttyg

ctgtgtgccec

aggttggcat

cacagccage

ccttgtgtet

agggacctcg

ctgggaaatg

ccatitgcecaca



3060
gcctcagtge
3120
tcctaaatgg
3180
gegceocttec
3240
cttgkbgtgtg
3300
ccctgecete
3360
écggtgactg
3420
attcaccatt
3480
tctaagggac
3540
cacgtgectte

3574

<210> 2
<211> 539
<212> PRT

atttggcaaa

taatctggcecce

agggcggcag

gccocagttt

tgtggtggtce

tggccttgaa

gtttaaataa

gcagtcctag

tgattaaagg

<213> Homo sapiens

<400> 2

ES 2433012713

tgecttacttt
ggcctgggag
cagcgggagce
ctageggette
actgttttte
gecktggagyga
aatcaagcaa
aggcgtgcc;

aatctcagat

Met Ala Val Cys Ala Arg Leu Cys

1

Arg Arg Arg Gln Gln Arg Arg Gly

5

20

gcttecccaga
aaagactcac
cacgcagacco
ttgcagcatt
tctcttggca
ctgttgggeca
atgectttttt
tttggggett

ctca

gtcagagaat

gagaaaagcc

ccgaggegea

agcctacaag

aatgaggcag

tgtagactgg

accaagagcc

gaagagcaca

tggcaaaggt
agtggagaaa
cctgétggct
ctttgtcact
tetectgagtg
caccttgaag
cgagcctcgc

ctgtgggacy

Gly Val Gly Pro Ser Arg Gly Cys

10

15

Pro Ala Glu Thr Ala Ala.Ala Asp
30

25

Ser Glu Pro Asp Thr Asp Pro Glu Glu Glu Arg Ile Glu Ala Ser Ala

32



cly
Cys
65

Ser
Phe
Glu
Val
Ile
145
Asn
Pro
Arg
Gly
Glu

225

Gly

Val

50

ser

Leu

Arg

Glu

Ser

130

Leu

val

His

Tle

His

210

Phe

Arg

35

Gly

Leu

Pro

Arg

Tyr

115

Cys

Gly

val

Asp

His

195

Lys

Ser

Gln

Gly

Leu

Gly

Ile

100

Gly

Arg

Leu

val

Pro

180

Leu

Gly

Thr

Glu

Gly

Glu

Thr

85

Leu

val

AsSp

Trp

Asp

165

His

Met

Pro

Lys

Glu
245

Leu

Leu

70

Asp

His

Cys

Val

Gln

150

Gly

Val

Glu

His

Cys

230

Phe

ES 2433012713

490

Cvys
55

Pro
Leu
Thr
Glu
Tyx
135
Pro
Leu
Asp
Arg
His
215

Asn

Ala
Pro
Pro
Asp
Asn
120
Ala
Asp
Phe
Asp
Lys
200
Gly

Gln

Thr

Gly

Glu

Ser

Thr

105

Leu

Lys

Tle

Ile

Pro

185

Ala

His

Thr

Trp

Prxo
Leu
Leu
90

Tle
Arg
Leu
Gly
Tle
170
Met
Ala
Ile

Asp

Leu
250

33

Ser

Leu

75

Ala

Trp

Lys

Leu

Pro

155

Gly

Arg

Thr

Gln

His

235

Arg

Pro

60

val

Gln

Arg

Leu

His

140

Tyr

Tro

Phe

val

Ile

220

His

Glu

45

Pro

Glu

Val

Arg

Glu

125

Arg

Gly

Met:

Lys

Glu

205

Val

Arg

Glu

Pro
Ile
Cys
Arg

110

Ile
Tyr
Gly
Tyr
Pro
190
Cys
Lys

Met

Trp

Pro

Phe

Thr

95

Cys

Thr

Aryg

Leu

Leu

175

Leu

Met

Lys

Ser

Gly
255

Ala
80
Lys
Arg
Gly
His
Leu
160
Pro
Phe
TyTr
Asp-
Gly
240

Arg



Thr

Lys

Ile

Phe

305

Phe

Ile

Glin

Ile

Gly

385

Gln

Asp

Ala

Pro

Met
465

Leu

Phe

Tvyr

290

Lys

His

Pro

Leu

Val

370

His

Pro

Gly

aAla

val

450

Cys

Glu

Ile

275

Leu

Gly

Gly

Ala

Pro

355

Leu

Glu

Ser

Thr

Glu

435

Gly

Phe

Asp

260

Tyxr

Pro

Thr

Arg

Gly

340

Asp

Glu

Ala

Pro

Pro

420

Gln

val

Tyr

Ile

Thr

Pro

Tyr

Arg

325

Gin

Leu

val

Gly

Ala

405

Gly

Pro

Ser

Gly

Phe

Ser
Ser
Gly
310
Ala
Gln
Glu
Arg
Glu
390
Gln
Glu
Ala

Ser

Thr
470

His

Gln

Arg

295

Ser

Arg

Thr

Asn

Glu

375

Gly

Pro

Asp

Gln

Arg

455

Gly

ES 2433012713

Glu

Tyr

280

Pro

His

Gly

Val

Gln

360

Arg

Arg

Arg

Gly

Cys

440

Asn

Leu

His

265

Asp_

Asp

Gly

Thr

Glu

345

Arg

val

Gly

Ala

Gly

425

Gly

Glu

Ile

Met
Asn
Asp
Leu
Lys
330
Ile
Asn
Arg
Arg
Glu
410
Glu
Gln

Asp

Ala

34

Gln

Cys

Leu

Glu

315

Ile

Asp

Phe

Gln

Gln

395

Ala

Pro

Gly

Tyr

Gly
475

Glu

Leu

Tle
300

Ile-

Thr

Leu

Asn

Glu

380

Cly

Pro

Gly

Gln

Pro

460

His

Leu

Thr

285

Lys

Val

Gly

Glu

365

Gln

Pro

Ser

Asp

Pro

445

Arg

Gly

Ile

270

Tyr

Pro

Met

AsD

His

350

Leu

Gln

Arg

Lys

Ala

430

Phe

Thr

Phe

Leu

Arg

Gly

Leu

Pro

335

Arg

Ser

Glu

Glu

Gly

415

Val

Val

Cys

Thr

Met

Arg

Leu

Ser

320

Asn

Ile

Arg

Gly

Ser

400

Pro

Ala

Leu

Arg

Ser
480



Pro Glu Arg Thr Pro

485

Gly Phe Val Trp Leu

500

Gln Ala Thr Phe

515

Arg

Glu Met Leu Asn

530

<210> 3

<211> 3661

<212> ADN

<213> Homo sapiens

Lys

<400> 3
ggcatggcgg tgtgtgcteg

Gly val

60
cagcagcgec
120
gaggaggage
180
ccgecgoooa
240
gegtcgcectge
300
atcctceccaca
360

aacttgcgga

" 4290

aaccctcgeg

480

ggggcccgge
gcatcgaggce
cgégctgcté
<cgggcacgga
ccgacaccat
agctggagat

tgaagtcagg

ES 2433012713

Phe

Glu Leu Lys

Asn Ala Asp

520

Ile Gln Ser

535

cetttgcggce

cgagacgged

tagcgceggg

gctgetggag

cctacccagce

ctggaggagg

cacaggedtyg

acgttttgtyg

Ile Leu

490

Ser Phe

505

Ala Pro

Leu Thr

gtgggeccegt

gcggccgaca

gtcgggggeyg

ctgccgeceeg

ttggcccagg

cgttgeegtyg

tettgtegyg

aaaattctcc

35

Phe

Ser

Ser

Ser

Asp Glu Asp Arg Phe

4395

Leu Tyr Ser Arg Val
510

Pro Gln Ala Phe Asp

525

cgcgeggatyg

gegageogga

gcttgtgegce

agctgctggt

tctgecacgaa

aggagtatgg

acgtctatge

ctgattatga

tcggegecgce

cacagacccc

gggccccteg

ggagatctte

gttcecggege

tgtttgcgaa

gaagcgtata

gcacatggcyg



tacagagacg
540
ccagatatcg
600
gggtggatgt
660
ctgttcagga
720
aaagggccece
780
aaccagacgg
840
agggaggaat
900
ctgatgaagt
260
ctgccgeccea
1020
agccacggdcc
1080
atcacgggeg
1140
cggatccage
1200
ctggaggtgce
1260
ggtcgtggcec
1320

tttacacctg

ggccatacgg

acctgcecctcce

tccacctgat

accacggcca

accaccacag

gggggcgeac

tcatctacac

goccgececga

tggagattgt

accccaacatk

tgccecgacct

gcgagagggt

ggcagggccc

ES 2433012713

cctgetteac
aggactgctg
ccatgaccce

ggagaggaag
catccagatt
gatgtccgge
gctgéaggac
cachagtac
cgacctcatc
gatgctecagce
ccécgctggg
cgagaaccag

gcgecaggag

ccgggagtcc

cgatatagac

aacgtggtgg

cacgtcgatyg

gctgccacag

gtgaadaaggd

gggaggcagyg

atcttceracg

gacaactgcc

aagcctggece

ttecacggec

cagcagacag

cgcaacttca

cagcaggaag

cagccaagcec

36

acattttggg

tggacggcct

accctatgag

tggagtgcat

atgagttcte

aggagtttcg

agcacatgca

tgacctaccyg

tecttcaaagg

ggcgtgecag

tggagatCQa

atgagctcte

gcgggcacga

ctgcccagcec

atbtgtggcag

gttcatcatc

attcaagcecct

gtacggccac

caccaagtgce

gacgtggetg

ggagctcatc

ccgeatctac

tacctatggc

gggcaccaaqg

cctgaggcat

ccgeategte

ggcgggcgag

cagggcagag



gcgcccagca
1380
gtagctgcgy
1440
ggcgtgagct
1500
ggccitcatcg
1560
ttcgatgagg
1620
cgggktccagyg
1680
ctcaagaaca
1740
tggcictggg
1800
gecettttgac
1860
tatgtagaga
1820
catlgtcttac
1980
gggaccgcgt
2040
tcgggaagcea
2100

ggtcgtgtgt

agggeccaga

ccgagcagec

ccaggaatga

cgggecacgyg

accgettegg

ccaccttcecg

ttcagtcceect

gctboectgaact

cagaacgcac

gtgtgacata

caaaaacadga

gagaattgaa

ggaccctoct

gagacgcaty

ES 2433012713

tgggacacct

tgecccagtgt

ggactaccec

cttcaccagce

gttecgtctgg

gaacgcagat

cacctcctga

ctgacctgtg

acctcgtcecgg

gacctgcata

gagaacgagc

geggtggagt

gactggtget

tgctccacce

ggtgaggatg

ggdcagygggc

cgaacctgca

c¢ctgaacgca

ctggagctga

gcgecoegteca

ccggecacat

aatagaagca

ggggcceagt

tttgtcagtg

ctgaatacag

tecegeacec

cttcctgtga

cactecctttt

37

gtggcygagcec

agccgttogt

ggatgtgttt

cccecggggt

aatccttcag

cacaggcctt

ccttgcogec

gcatgcactt

ccagccacce

ccatgatgga

cagatgtagg

tgggctgget

gcggatagag

gggggaagcc

tggggatgcce
gctgeceogtyg
ttatggcaca
cttcatccetc
cctgtécagc
cgatgagatg
acatceccggg
tggaaatccg
coccagecactt
agaagctgag
ggacagccgt
ggtggtttte
tgatagactg

aggcaacagt



2160
ggccteotggy
2220
cagtacgcad
2280
agtgaatccc
2340
atctcagctt
2460
tgaatgcaca
2460
tcgtteccagce
2520
atgccttect
2580
acgcaaggcet
2640
gcccatatga
2700
cacacctgca
2760
gactgatgcc
2820
atctgaggte
2880
tggcccttcc
2940

ccetectetge

agggggtcag

agcaagctcg

catttctecta

cceeacctgt

gcccagaoca

cacttgactg

ceccectgecacge

ccaggcccgt

gatgacgagg

tctggggaca

tccactgctyg

ttggctgagg

cccagoeccac

cgctbgtect

ES 2433012713

gaagaggcga
ggaagttggt
ccggcettget
ggagtgggtt
tgcacctgecc
tcectegacgg
acacggcgtc
gtgtctgaag
aaaccccttt
cactttggaa
tgtgccccat
ttggcatcte

agccagctcc

tgtgtctggyg

acagctcagg
agga;ctcag
tggagtttgg
tagtgacctg
ccagceccectc
cctgttecag
aaaaccaagc
cagtgagtgg
gcaggtgagg
égtgggaccc
gttgtgttaa
ctgaagaéca
gtgcccgagt

ctgctecaag

38

cagcgcaggt
gcttggggcece
acagaagcat
agtcactagg
cagctttgga
acagggcgtF
tgccggccac
tccacacagg_
ggacagcttt
tccagecctgg
cacctgcgtg
gagagcacgg
gggcgtcccc

tcecttgtget

gtgatgggca

gggactctgg

ttecacectctg

gaatgtcacc

gccaaggcea

tgttttgtcc

tgtctccaga

tgccaggagh

ctagaaaagc

agaccccatg

tggggacccc

tgtccagagce

agcgagectt

gggcaccctyg



3000
gacacgtcct
3060
accaacctga
3120
aaagaacata
3180
tceccagagte
3240
gactcacgag
3300
gcagacceoyg
3360
cagcattagce
3420
cttgccaaat
3480
ttgggcatgt
3540
cttttttace
3600
ggggcttgaa
3660

a

3661

<210> 4
<211> 568
<212> PRT

gctggtgagg
ggatgtcctg
agaéttccca
agagaattgg
aaaagccagt
aggcgéacct
ctacaagctt
gaggcagtct
agagtggcac
aagagccoga

gagcacactg

<213> Homo sapiens

<400> 4

ES 2433012713

gacctocggga

ggaaatgttt

ttgcccagece

caaaggttcc

ggagaaagcg

getggetett

tgtcactccc

_ctgagtgacg

cttgaagatt

gecctogctet

tgggacgcac

aggtgacagt

tcectgatgaa

tcagtgcatt

taaatggtaa

ccctteccagg

gtgtgtggec

tgccctctgt

gtgactgtgg

caccattgtt

aagggacgca

gtgcttectga

39

ctgtgtgect

Vtttctccttg

tggcaaatgc

tctggeccgge

gcggcagecag

ccagtttcta

gatggtcact

ccttgaagee

taaataaaat

gtecctagagyg

ttaaaggaat

tggtgtggag
actggccttt
ttactttgcet
ctgggagaaa
cgggagecac
chgcttttg
gtttttctet
tggaggactg
caagcaaatg
cgtgcccttt

ctcagatctc



Met

Arg

Ser

Gly

Cys

65

Ser

Phe

Glu

val

Ser

145

Arg

Leu

val

Ala

Arg

Glu

val

50

Ser

Leu

Arg

Glu

Ser

130

Gly

Asp

Trp

Asp

Val

Arg

Pro

35

Gly

Leu

Pro

Arg

Tvyr

115

Cys

Arg

Val

Gln

Gly
195

Cys

Gln

20

Asp

Gly

Leu

Gly

Tle

1400

Gly

Arg

Phe

TYx

Pro

180

Leu

Ala

Gln

Thr

Gly

Glu

Thr

85

Leu

Val

Asp

val

Thr

165

Asp

Phe

Aryg

Asp

Leu

Leu

70 -

Asp
His
Cys

Val

‘Lys

150

Cys

Ile

Ile

Leu

Arg

Pro

Cys

55

Pro

Leu

Thr

Glu

Tyr

135

Ile

Leu

Gly

Ile

ES 2433012713

Cys

Gly

Glu

40

Ala

Pro

Pro

Asp

Asn

120

Ala

Leu

Leu

Pro

Gly
200

Gly

Pro

25

Glu

Gly

Glu

Ser

Thr

105

Leu

Lys

Pro

His

Tyr

185

Trp

Val

10

Ala

Giu

Pro

Leu

Leu

90

Ile

Arg

Asp

Arg

170

Gly

Met

40

Gly

Glu

Arg

Ser

Leu

75

Ala

Trp

Lys

Ile

Tyr
155
'I‘yr

Gly

T™vr

Pro
Thr
Ile
Pro
60

Val
Gln
Arg
Leu
Asn
140
Glu
Arg

Leu

Leu

Ser

Ala

Glu

45

Pro

Glu

val

Arg

Glu

125

Pro

His

His

Leu

Pro
205

Arg

Ala

30

Ala

Pro

Ile

-Cys

Arg

110

Ile

Arg

Met

Ile

Asn

190

Pro

Gly
15

Ala

Ser

Pro

Phe

Thr

95

Cys

Thr

Val

Ala

Leu
175

‘Val

His

Cys

Asp

Ala

Arg

Ala

30

Lys

Arg

Gly

Lys

TYr

160

Gly

val

Asp



Pro

Leu

225

Gly

Thr

Glu

Asp

Tvyr

305

Pro

Thr

Arg

Gly

Asp

385

Glu

Ala

His

210

Met

Pro

Lys

Glu

Ile

290

Thr

Pro

Tyr

Arg

Gln

370

Leu

Val

Gly

Val
Glu
His
Cys
Phe
275
Phe
Ser
Ser
Gly
Ala
355

Gln

Glu

Arg

Glu

Asp

Arg

His

Asn

260

Arg

His

Gln

Arg

Ser

340

Arg

Thr

Asn

Glu

Gly
420

Asp

Lys

Gly

245

Gln

Thr

Glu

TvVYr

Pro

325

His

Gly

Val

Gln

Arg

405

Arg

Pro

Ala

230

His

Thr

Trp

His

Asp

310

Asp

Gly

Thr

Glu

Arg

390

Val

Gly

Mat

215

Ala

Ile

Asp

Leu

Met

295

Asn

Asp

Leu

Lys

Ile

375

Asn

Arg
Thr
Gln
His
Arg
280
Gln
Cys
Leu
Glu
Tle
360
Asp
Phe

Gln

Gln

ES 2433012713

Phe

val

Ile

His

265

Glu

Glu

Leu

Ile

Ile

345

Thr

Leu

Asn

Glu

Gly
425

Lys

Glu

Val

250

Arg

Glu

Leu

Thr

Lys

330

vVal

Gly

Arg

Glu

Gln

410

Pro

41

Pro

Cys

235

Lys

Met

Trp

Ile

Tyx
315

Pro

Met

Asp

His

Leu

395

Gln

Leu

220

Met

Lys

Ser

Gly

Leu

300

Arg

Gly

Leu

Pro

Arg

380

Ser

Glu

Glu

Phe

Tyx

Asp

Gly

Arg

285

Met

Arg

Leu

Ser

Asn

365

Ile

Arg

Gly

Ser

Arg
Gly
Glu
Gly
270
Thr
Lys
Ile
Phe
Phe
350
Ile
Gln
Ile

Gly

Gln
430

Ile

His

Phe
255
Arg
Leu
Phe
TYyT
Lys
335
His
Pro
Leu
Val
His
415

Pro

Hig

Lys

240

Sex

Gln

Glu

Ile
Leu
320
Gly
Gly
Ala
Pro
Leu
400

Glu

Ser



Pro

Pro

Gln

465

Val

Tyr

Thr

Trp

Phe

545

Lys

Ala
Gly
450
Pro
Ser
Gly
Pro
Leu

530

Asn

<210>5

<211> 2340
<212> ADN

Gln

435

Glu

Ala

Ser

Thr

Gly

315

Glu

Asn

Ile

Pro

Asp

Gln

Arg

Gly

500

Val

Leu

Ala

Gln

<213> Homo sapiens

<400> 5
tatttgtttt gtagacaggg tctogetgta

60

Arg

Gly

Cys

Asn

485

Leu

Phe

Lys

Asp

Ser
565

Ala

Gly

Gly

470

Glu

Ile

Ile

Ser

Ala

550

Leu

Glu

Glu

455

Gln

Asp

Ala

Leu

Phe

535

Pro

Thx

ES 2433012713

Ala

440

Pro

Gly

TYyY

Gly

Phe

520

Ser

Ser

Sexr

cgattgatac tcecgeccectgg gocitccaaga

120

tgcgeggetg ctecaggtgag aggacgectt

180

Pro

Gly

Gln

Pro

His

505

Asp

Leu

Pro

Sexr

Asp

Pro

Arg

490

Gly

Glu

T™vr

Gln

Lys
Ala
Phe
475
Thr
Phe
Asp
Sexr

Ala
555

Gly

vVal

460

val

Cys

Thr

Arg
540

Phe

Pro

445

Ala

Leu

Arg

Ser

Phe

525

val

ASpP

Asp

Ala

Pro

Met

Pro

510

Gly

Gln

Glu

Gly

Ala

val

Cys

495

Glu

Phe

Ala

Met

Thr

Glu

Gly

480

Phe

Arg

vVal

Thx

Leu

- 560

ttgcccagge cggtctecgag ctecotggect

gatggggtcc gaggcgagcc cacggcdgacg

cgcggtecacce acccgeggac ctgggagacg

42



acccegetea
240
tgcaggaaca
300
cgcgecatece
360
cttecgcagy
420
tggttaccat
480
aggcgccectt
540
ctactcaccg
600
gggcgacecc
660
cgcagtagge
720 |
gcagtctaac
780
cgcectcacy
840
gagggggtygg
200
gegtggegag
960

gcgtgcgcac

gcggectegg

ggcgcccttt

cggatctctt

gagctcggga

aaggcggaga

tggggttctg

gccggcecgegyg

tatctccaca

agcgcgktcag

gttttgcact

ctggagggga

cgcggceggy

ctctgcggeyg

aggcggeagc

ES 2433012713

cggagcccag

gggcggcgec

gggccgcgcc

tccececgaagg

cgatbtggaacy

gctgotgeet

cacagltttcg

ajaagcogegyg

tctcataatc

cggcatcacc

gggcagcagt

gcggagcectcet

ggggcgtgge

agtggccgtc

ctggagcagy

gcatggcagg

ggccgecgec

tccctgcaga

cgcgttgttt

ctgtatttgg

ggcgccggaa

cgegaagtgg

tgaaggtcgt

actttctttt

geggggtete

acgtagggygc

tcggegetgg

actgggcggce

43

cgbtgegegge

gcckeccecttt

cctcecaagec

gctecegecage

caatggacaa

aggctgtaag

gcgggacgca

tegoegagea

gagttcgagce

ctcatgcceg

tgaggtegee

ggggctagge

cggggcgdggyg

atggcggtgt

tcecageagce

ccagaccggg

ctcececogggg

tecgggecttt

aagggcttct

gcgcatcttt

cgggegegag

gcctcgttag

ctcacacggg

tcacgggcgg

gccecgegyd

tctceccagggy

ccgecgcectgga

gtgctegect



1020
ttgcggegtg
1080
gacggcggcg
1140
cgceggggte
1200
gecbyggagety
1260
acccagettg
1320
gaggaggcgt
1380
tcecectgccag
1440
ccaccagttyg
1500
cggtgacacc
1560
ggtccaagag
1620
gccctgacgce
1680
atccoctecgag
1740
tcttgaaggc
1800

aaatgggagc

ggcccgtege
gccgacagcg
gggggegget
ccgecccgage
gcecaggtet
tgeccgtgagg
gtggaggccet
ggcgeggggce
acgttgaggg
aggcagacgyg
ggggcacggg
gtctgcgcgé
gagccgaggyg

aggccgggcyg

ES 2433012713

gcggatgtecg

agceggacac

tgtgegeggy

tgctggtgga

gcacgaagtt

gtgagcgcgc

cggagctgyg

ccggegatgt

ggccagggag

ggtagggagyg

acaccacggyg

ggcctaaget

tgceccecgetg

cggtttcacg

gocgecgecag

agaccccgag

ccectegecyg

gatcttcgeg

ccggegcatce

gggggtggceg

agtggecgyggy’

ggtgttttgg

gtatttgagyg

ggttgagggc

gccgaggcecyg

gacgcctggg

gcecctgacca

cctgtaatct

44

cagcgccggd

gaggagcegea

cecgooccege

ccgetgeegy

ctccacaccg

gggccgggag

gcggtggecce

gtgtgggtgg

cggttaggéa

gtcagggagg

tgccgggage

-ggccgectec

gagacgaggt

cagcacttag

gccoggocga

tecgaggectag

getgcteget

gcacggacct

acaccatctg

g9gcgggygygyg

cggccgggyayg

ggagcggccg

gggtcecgagy

catcgaagag

tggggctggg

tetgecectg

gaacttgaag

ggaggccgayg



1860
gcgggegggt
1920
thtctactt
1980
gcltactcggg
2040
gccaacatct
2100
acagcaacaa
2160
ggggegtaga
2220
ttggatgtaa
2280
gtttaagggt

2340

<210>6
<211> 2072
<212> ADN

cacctgaggt

acaaaaatac

agggtgaggc

gggeccattge

aaaaaattac

gagacggatg

cagatcacag

tgacagctct

<213> Homo sapiens

<400> 6
aaggaagctt

60
ctttgtggag
120
ggtgactcetc
180

atggtacaca

tttgatctag

tcatgtecacce

ttatgggact

gcacgtggaa

ES 2433012713

caggagttcg

zaaaattage

agaagaatgg

actccaccct

gggagtaggyg

gatcacagcyg

gaggagatgt

ttgatgttca

gcttcaattce

tctetgeact

gctgtaggat

agctcaatge

agaccagcct
cgggcgﬁgét
cttéaacccg
aggcgacaga
gaagcccagt
gtgcgggetyg
ttatttaatc

agcagcteat

ttggtceccag
tgttttetet
gcagtgaggt

aggtgttgec

45

ggtgaagatg

agcgggegcec

ggaggcggag

gtgcgacttyg

gtcgggggct

gacttttgec

tggagttcaa

atttaggtaa

ctgaccataa

gttaaaatgy

gatgceccagce

agtagcagcet

gtéaaacccc
tgtaétccca
gttgcactga
gtctcaaaca
cctgatggtg
ttcagcaata
ggctctectet

aaaggacagg

gctccaggte
agatgacagt
atggcttgge

cttggcceat



240
gtgcagttct
300
agacccaagc
360
aaagtgcagc
420
agggtgtgag
480
cctagccagt
540
ttggecttgg
600
ctctggecact
660
tgtgtccaga
720
ggtttgtgtg
780
aaagggtgac
840
aatgtggaga
900
gctaggtgtg
960
gttgttgatc

1020

gtagttgtgt
cggaggacct
tgtggtgggg
gacaggggtt
ggagaaggga
gctgagttga
gtctgaaccé
caactgaatt
gttaggecttc
attgactaaa
agtcagtgaa
!

cacctcecect

ttaaatttct

ES 2433012713

ggattagtcc

gggattttgce

tgggagtagyg

gcgggaggtyg

caatgttcac

acacacaggc

taacaccagt

ctgcctcacc

tagagcttat

atagaataat

atctccacag

geccagcecatce

gcaaatgttt

ctggcggtct

ttgggacgtg

ggacaaagag

tccagggececo

cecektteecec

agcacaggga

gagtgaatttg

ttgttcataa

tagaatagac

gbcttcatcg

tgacagatgce

agcagectge

cttgttacag

46

ttectttcaa

ctgggtgttyg

gaaggtgcety

tgcactgggc

atgtcttgea

agtacatggg

ttteccatgga

actagggatt

attgcagatt

gtgaacaagg

actctggaga

ccacgtctgt

agtatggtgt

aggctagcgg

gbtgattgtga

tcagcaggty

cctggceccaag

cgotcecacte

gtggactggc

aacatggcac

gtctgatatt

attattttgt

gtgtttactg

tggggctgag

cgcgttatga

ttgcgaaaac



ttgcggaage
1080
atctatttgt
1149
caaataatca
1200
attttgaata
1260
ccattctggg

1320

agaaatgtag-

1380
ttctgggect
1440
tgeettetgt
1500
ttagcattct
1560
gctttccaga
1620
tcttcececgeyg
1680
gctecttgget
1740
atcttctgac
1800
gctctttgayg

1860

tggagatcac
taccateccat
aagtgattta
gagcactggt
catcgtagat
gctgcaccag
ccagcctteca
ccaagcccca
gtgagcagge
gtcaactgtg
ggtgtttcett
tttttggatg
cattcéttga

tttcttagge

ES 2433012713

aggcgtgtct
gattaacttt
gtccacactt
agtaacagca
actagtgtct
agcgacttgy

ggatgggact

ggtacggaga

tgagccecec

acactcaccg

cagtgccagg

gtcagagggt

gcecttectttice

catttaggtce

tgtegggacg

gtaccagaag

ttgttttete

ctaaaattag

tttaccaggc

gtgttectgya

gcctgtggtc

acagcccccc

agceccccegttt

atcaggcaga

gactttccea

ttectgtgagt

ttttttcttt

atatcatctce

47

tctatgcgaa
cagacagtgoe
agacaccatc
ggaggggaca
atcgaggccc
aggctgcctyg
attgggaaat
tgctagagtt
catgtttctc
ggctecttgg
tttctigctce
gtctcatacc
ttcatttctg

aaagtgacat

gcgtgagtga

acatcaatga

ttacagtcac

ccgtattcte

tttagagctg

tttctectggce

gaagctgtygyg

cktecctteect

tggttcaccc

ccccaggetyg

actggacgaa

ccacgttttc

caaggcagtt

gaagacatat



ttctetectaa
1920
ctgcccaggt
1980
cagctgtggy
2040
catcaegggca

2072

<210>7
<211> 2087
<212> ADN

gagttgtcag
gttagggttt
ggtcggaggt

taggcaggca

<213> Homo sapiens

<400>7
agagttgtca

60
tgttagggtt
120
gggtcdggagyg
180
ataggcaggc
240
ataggaggac
300
gtttgcaaaa
360
ttagtctgca
420
tctgtgaatt

480

gcaccaaaag

tcctgtaaca

tgttgcctga

aggaggcagt

agggcattgg

tgcggagaat

gtggccaaag

tgctttaagg

ES 2433012713

caccaaaagt

cctgtaacag

gttgcctgag

ggaggcagtg

tcatgtececg

gccataggag

gcactgagtc

gtggcegagyg

gagatitctt

tcacatgatc

caaatgtcag

cttatccagg

catgtcccgy tagggacaca ggtatttggc

ccataggagt gtacacatgg atgctecttc

cactgagtcc tectgtcctg tgggagaggc

tg

gtagggacac

tgtacacatg

ctcctgtect

gragggcagy

ttcactgectyg

tgtttecegac

tgttcatttt

agaaaattac

48

aggtgtttgg

gatgctcctt

gtgggagagg

gggtgggcac

attcttgacce

agtgtttatt

cacagcgcag

ttagctttga

ccrgeoeccagg

ccagctgtag

ccatécgggc

agaagagygag

cecttgaaagt

cceogeagtyg

caactgtgtt

gaacaggtgg



tggaagaaaa
540
ctgtgacgag
600
tgagtatgtt
660
gacacctgcc
720l
gtgctggecee
780
gtgagtttet
840
caggtttcte
200
atcacactgg
960
gggagccatc
1020
tcgggacgtt
1080
acctgcecgta

11490

tgcatgggga:

1200
ctegtggett
1260

tgacagagat

tcagecttag
gctggcctga
agccggggta
cteccoccacctce
cgggaggagt
ggtggcacca
agagccacct
tgaggggcag
thagccctt
ttgtgaaaat
tgtacctcecct
gggccctcetg
tttgtecatec

cacacctgtg

ES 2433012713

ctecagaaac

gttagcaggce

agtgttctct

ctgageccca

gtgatcaaat

ctgatggaag

ctetgtgtce

gcattgggtc

tcecetgetgt

tctecectgat

gecgagetttg

attcacacat

tttecacgtte

tgttggacce

gggtggtgta
tgggaaacgc
agacggtcat
gtgagctgtg
atggaaagga
gaaaacgtgt
tgggtggetg
gtattcacgc
gtctgttecag
tatgagcaca
gcttectgegyg
gggacagctt
acttgctgea

aggctgcatt

49

gttgggcaac

caggtgggtyg

cccagatgcet

gectggggcec

ttteccaaget

cacagtgttg

cataaacacg

tgtittgcaca

gtataaaccc

tggcgtacag

cagccagcac

tggtcctgga

gegtgactet

tggcttacct

cttggatgac
ctgggcaaag
cacgtgccag
tgeccgggagt
tgectgeceace
ttctctececag
aggggattgt
gtcctgtaaa
tcgegtgaag
agacgtttac
ggccaagaac
gcaagcggac
gcttcagetg

ttctgcagtg



1320
gtttctgggt
1380
gaggagctac
1440
aaagtgaaat
1500
ctatgtgaat
1560
gttgactcct
1620 |
tgtcacaace
1680
aggattacag
1740 -
ggtttcatca
1800
tctgggatta
1860
tctteottttt
1920
ggcaggtgga
13880
atctctacta
2040
acccagaggc

2087

<210> 8
<211> 2077
<212> ADN

actaccagtc
tgcagacaca
atgaatattt
taaaaatcac
ttebtttktt
tetgectect
gcatacacca
tdttggccag
caggcatgag
ggccggacat
tcatctgagg
aaagtacaaa

tgaggtgyggg

<213> Homo sapiens

<400> 8

ES 2433012713

gagatcactt
gagaggaacg
gacttctgac
atatgcatat
tgaggcagag
cggttecaagt
ccatgcccag
gctggtctca
gtaccgtgec
ggtggctaat
tcaggagttc
aattagctgg

gaatcgettyg

taatgcacat
aacagagtég
ctttattagt
accctcaéta
fctcactctg
aatactgceca
caaatttttt
agtgatctge
tggctaacag
gcctgtaatce
gagacctgtc
gtgtggtgge

aaccegggay

50

ttkcacatgt

aagctttaaa

Lttaatcaca

gacaaaggca

tcacccaagce

cctcagecte

tgtattttta

ccatctegge

ttgactcttt

ccagtgcttt

tggccaacat

gtgtgoettgt

gtgaagyg

atcgtttatt

attttattct

ttttaatagc

ggtagcaaca

tggagtgcag

ccaggtagcek

gtagagatgg

ctcccagagt

agaacttaat

gggaggccga

ggtgaaactce

aatcccaggt



gctgatggag
60
tgagggccta
120
aggcctgecth
180
gggcagggcec
240
cagcétgacc
300
cagcgagtgt
360
ccttgtageg
420
gtcttctgte
480
tgggaggctce
540
ttctgatagt
600
tggagtgcag
660
ctcctgececte
720

ttttttgtag

agcgggcadgyg

gagcctggece

gaaggggagyg

caggggcage

tgaccattgg

gacattgtca

ctaccagcat

ttattecctag

atcacttcat

tttttttett

ttgtgtgatc

agcctcececaa

ttttagtaga

ES 2433012713

tagggtggag
agggagtcegt
cagctggtgc
trcgagggty
ctgg;aagga
ttgttgggqt
cttggcattt
aagagagagt
gggagactca
tcccctttteo
tcggetcact
gtagctggga

gacggggttt

aggcaggaag
ggagagaggc
agtggecccat
acctggagct
acgggatéga
agctttaaag
ggcaggtcta
tcccagectt
ttttacttag
ggagactgag
gcaagctcca
ctacaggcac

caccgtgtta

51

gttggtggca

agtgggtggyg

accccatggg

gctcaggaag

gaagttgtgt

atctgattge

gtccageteg

gettgattte

gecettetgag

tttcecectetg

ccltececaggt

ccgeoccaccac

gccaggatgg

gccacatgge
ctgggggttc
gtgaaggect
tgagatggcc
cctgggectt
ttatgacatg
qtgtttgcac
ccoeccattga
gatagtttga
tcgeccgggce
tcatgccatt
acccggctaa

tetgaatetc



780
ctgaccttgt
840
cattctgata
S00
ttgtgagtce
260
gggtctaaca
1020
attttgggat
1080
agtccecggag
1140
atttgagggce
1200
caaaaaatté
1260
tttgcttaga
1320
tggcttgtga
1380
tctggagecee
1440
catggtgcac
1500
geccteceegec

1560

aatccgccea

catctttaga

tecatggttcec

cagagactig

tgtggcagcc

cctogcgacyg

ctettctacc

ttgctetgte

gcaacacttc

gggccttige

gccctcagece

tetgacgtcet

ccctgtgeee

ES 2433012713

aagtgctagg
ggcttggtgt
ttecteccte
ctctttetct
agatatcggg
aggtctgtgc
tgggtacaag
acttttcagg
ggeecttgtgy
ttccfggacg
aggtccttece
gtttecettgg

tcctactgga

attaaaggcg

gcatgtgttt

tcggggttce

cctectgtag

ccatacggayg

acgggcagga

ctggcccada

agccaatttt

cccgtecttg

ctgaggccca

gttccoctggte

gttctgectgt

gcetetegaa

52

tgagccaccg

ggagggctet

tgggctcect

tgcttcaccg

gactgctgaa

gtggtgecctt

tgtgcgtttg

attttecaaa

gactctctgg

tcgegecacat

tttgececececo

ggacccgcte

cggaaagece

cacccggect

tgcaagcctt

gcggcacgcet

atatagacac

cgtggtggta

acgtggadgga

aggtaattac

tgagcaaagg

tctgaggyygy

gttggcgggy

atgbtccage

tgaccaccct

tgectctgact



ttgttgagct
1620
aagtccaggce
1680
tggggtctga
1740
cctgtetagt
1800
taaattceccg
1860
tgaaagttte
1920
cccoccacce
is80
gaggccétgg
2040
ggggtatgcg

2077

<210>9
<211> 2889
<212> ADN

ctgggcagat

tggtggcaga

ggacccgtga

cctgggtact

tttttecggtyg

tttcgagtet

ctcactgtge

ccececggectg

cgcgtctecag

<213> Homo sapiens

<400>9

ES 2433012713

ggctggecoce

gtegtctecg

ggacatttct

tgatcatggc

aagttttcct

agceceggec

gcctaggeac

cgggcaaagt

gcttggggaa

tgctagaaag
tttcccptct
ttectgtteyg
tggagatgga
tctetttgtt
ttttctecetg
ttgétgggtg
ggagtcaggg

gcogtecc

tgetagaacg

cecggcagee

ttgggtctge

agtctggett

aatctttttg

atctececaagge

ccgtggectg

cacctgctcet

ttgcaggcgg

tgettgecgt

catggcagtg

tcttttttat

gotacagtag

gtgttggatg

gtctectcaa

gcgcaggecc

ggatgtttce tctgagagac cagcccggcea gctcacaggg tgggcagatt goctttocttt

60

cttttagtgg aggaagggta attgttttac ttactggcag tgagtaatag agtaaaaaaa

120

aaaaccccaa aaaacaaaaa gcagtggata attggggaaa gtggagtctg tgagagaaca

180

53



gcaccagctc
240
gttgctggag
300
gteccttecett
360
gcatttgcac
420
ttececegetec
480
ttttgaagca
540
aagaaagdggg
600
ggtccttgtyg
660
ctttgaatgg
720
actctttect
780
gtcactttct
840
tagtgctggg
500
aggagcttct
960 |
cgggagccac

1020

acgcttgacc

ctggcagtct

ataagcatgt

gatcggegece

tgagcgcececce

aatcccocagge

gtgtttectg

ttgectgttg

caatttgttc

gttgggagat

ggattattcet

attcgaggca

ctgtgeccatt

tcatggacct

ES 2433012713

caggctegtyg

catgggtccec

ggctgctgty

cggacacgcyg

tccecggggtc

ccgtggeatt

catctccgtg

cccaggecat

agctcaggac

gcaccccctt

gcctectect

cctegagggt

gcagtgeggyg

ttgeccatet

agccacagaa

agctctcececceca

gccagagcgt

agatcgcacyg

ttggcgtcte

tcagetgtcoce

tcactgccac

gggatgcttc

gcgaacgady

tcectetgte

ggtgtecacc

gggcgtgcag

gageccgtgeg

cctectgtag

54

atgatggaat
gaagggggtyg
gctggggccc
ggcaacgcac
tctectecce
gtececteegy
acctgacaaa
cctgatcatce
cccttgecact
tggteggeac
tgcatctcag
g;cccatgtg
gggccgecct

gtggacggec

Ectctecttg
aggctaggct
acccgectet
écctcggctc
tgcactitcgg
agcagcgccct
agtggcacac
tcaaagccte
gctgtitgttce
ctcacceoegt
agctggaaga
ctggtectgge
tgctctggcé

tgttcatcat



cgggtggatg
1080
tctgttcaqgg
1140
caaagggece
1200
tcccaggget
1260
ctgggctgta
1320
ttacgcctcce
1380
gctctcagtt
1440
tgcaagaata
1500
gcccccacgg

1560

tgctgetetyg

1620
ctgetettygy
1680
cgcatcecttgg
1740
ctgecctgggg
1800

tgcaaacact

tacctgecte

atccacctga

caccacggec

gtcetgtgtg

gcagatcggce

gtggcgcagt

agagccgctg

tcagtgtgga

tgagcacagc

tgtecacgectg

gggagtgttg

gtgcctgcag

tgggggatge

gaagattgtg

ES 2433012713

cececatgacee

tggagaggaa

acatccaggt

ggctecagee

gggtgggagg

ggactctgeca

tttetttgea

atcaagtgcyg

gtgtcatctg

ggaaat@caa

ctcagggaga

tggggtttgg

tgtgatggac

aagaaggaty

ccacgtegat

ggctgccaca

gtgtgcagey

aggcctgeeyg

gaggctecge

gcggtcactt

acttcagttc

ctetctgtte

ccacaccttg

acgccactet

ctcagctecce

tgggtgtggt

tctgttecte

agttctccac

55

gaccctatga

gtggagtgca

geggggcetgg

tgctattetce

cctgeccotge

gctggaccca

ctctgtcttt

tctgatctgg

tgtgtgagat

ctecagatgtyg

tccgetggca

gagggagggyg

actcttetet

caagtgcaac

gattcaagcec

tgtacggcca

gteoctcactg

agctgcagac

tgtgcattgt

tcttgattet

ttttcectgtt

tctggecagtyg

gcagceccttt

ccactgececte

ccgegttggt

tegtggecac

tteccttgtgt

cagacggacc



1860
aécacaggat
1920
ggtgcggacc
1980
agcatgcgac
2040
gtgcateccgg
2100
ccctgcagaa
2160
ggcgggeaca
2220
gggagacccyg
2280
gaggctteey
2340
ttttaatatt
2400
tactcttaag
2460
aggcaagagg
2520
ctgtctctac
2580
gctgaggtga
2640

ccaccygcact

gtccggcggg
tttecetttec
ctgcatggtyg
cacactcgag
cgaacgaacc
tccaéttgct
agggckEgcac
gatcgtgcca
gcccttgagt
aaggaaggtg
atcacttaaa
aaaaaccaaa
gaggattgtc

cccatgtyggg

ES 2433012713

aggcaggagy

ccacggggaa

getgttticac

gaacagecatce

acacaggccg

gaggggttge

ccagagttce

gtgcagcygy

tttagetttc

cggtggectca

gtcaggagtt

aatattagcet

tgagcccagg

tggcagagtyg

tgagceccacce

agtacagacc

atggttcagce

gtgcgggegyg

tttcttcagt

tgggaggctyg

tgtgtttece

gaagceetgty

aaggatctaa

caccktgtatt

caaaaccagc

gggtatggtyg

aggtggagac

agaccctgee

56

agcecggecct

catgcgggag

cggtattgtc

gcaggttgee

tagctetget

cttctaggat

atccttgage

tgtgattgtt

gtcttactge

ccecagectcott

ctgggcaaca

gcatgccagc

tgcagtgagc

tcaaaaggaa

gtgttcatat
agaagtcage
agtgcagacc
ggtecceccocteoc
ﬁtgcccctct
gtgagctgeca
agaccgtgtg
tgcctgagta
cctctcaaaa -
tgggaggctg
;agtgagacc
tactcaggag
tatgagcgca

aadacadaaaaa



2700

ES 2433012713

ttagccagge atgctaccat gctacggggt tatgccatgt tgeccagget ggtcacaaac

2760

tcctgggecte aageogtcott cccaccttga cctcccaaag tgctgggatt gecaggtgtga

2820

gccatcgege gecggeccaggg tgtgctttte ttagectagtt tgagttgtgg tggttteccee

2880
atcagccag

2889

<210> 10
<211> 4378
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 10
gtggtttteca

60
ttttgaggat
120
gacataaaaa
180
getoctgeay
240
gaccatcgtg
300

gataatgact

360
attgtgtaga
420

cagggcggac

gaatagatct
tttgtacata
tccaggtggc
tggtttctgt
tttcectettt
ggaaacacty
at;aaaccat

tggtggggct

taaacgtatt

gaattttttt

ttetgtgttg

ttcttgtcgg

tttgtgagtt

tattgagcty

taagcacgaa

gcggagtttt

ttgtaacatt

aaattttatt

accatgtygt

agtttggagc

gcttatgegt

ggaacttgga

atatcctcag

tgggaaccgc

57

tattccocaag

tttatatttt

cctgcecaggt

agtgatgtat

ccctttecaga

agtttgggtg

caccatgtga

cttaacatac

tettatgttt
gtgctgctag
gctcagtgca
gaaagcgatﬁ
gttaggtcta
aéttctgﬁaa
tggcagaatg

ctgcttttce



480
tttgaaaaag
540
actcgcacgyg
600
gagaagcagg
660
ccccaccggt
720
gcctcacctyg
78C
accttcactt
840
ctctteccag
900
tgécaaagaa
960
ccigtcatat
1020
ggaggaatgg
1080
gatgaagtte
1140
agcccteteo
1200
ctttgtcteca

1260

gaaaatccac

ctcagggttg

ctgagggget

gggcatggaa

ggctccectgt

tttgttggca

cgccaadgtcc

ggacacactg

ggatattcat

gggcgcacgc

atctacacca

tggtgtgtge

gtgggtgety

ES 2433012713

ccagtcactg

gtggtgaggg

gtgctgtagca

gggaggccca

agcccctget

ggcacctcty

atcctccecce

tgtecctctca

gacctgtgtt

.

tggaggacat

gtcagtacga

tggggaccag

gggttcagec

gccgagggcet

cttectggaac

gggccagagt

ccchgagttc

gcctcogacc
acgtggggtc
accaagagygyg
gcgécacagc
cttttggaag
cttcecacgag
gtgagtchq
cecctgteeeg

ctctctectg

58

cagtgeatceg
actcaggcectc
ctgtgtagat
tggt;atggc
cagcagacca
azatccggca
ccetgecaggt
cggcagcectce
gagtttcgga
cacatgcagg
ctectgcteg
gtgggtgctg

ctgggggctyg

tcettggetyg
ccaggageca
gctgttcctg
tgﬁggccccc
agggccecgga
gctccccgtt
gcctgtgcac
ttcacagcect
cgtggctgag
agctcatcct
gtgetggggt
gggcatagtc

ggagtacagce



ccctctetet
1320
ccectetete
1380
agaccecate
3440
ctggcactct
1500
gggctecttt
1560
ctetgeectyg
1620
ggtgggtggt
1680
cctggeectg
1740
accttgggceg
1800
cccacagcaa
1860
tcatcaagcc
19290
tcagcttcca
1980
gttggtgggy
2040
gacactgatc

2100

ctgggtgectt
tgtgggtgct
cttcacccgy
agagctcagc
ctecctgggta
gegetgatgce
gggggtgagg
gtitgagctga
ttctcagtec
ctgcctgacc
tggectctte
cggccggegt
ctctgggggc

ccecggeacece

ES 2433012713

ggagcatagt

gggagtgcag

gtgtctgttt

ccecgcectcage

atggagcaaa

cceecttaac

gctceccocctgg

gctgecoecgee

tgcctgeeec

taccgeccgea

aaaggtacct

gccaggggca

acctggecca

ttgctcctca

tcgeteottic

gecctecectgt

ttatctgatt

ccagtgcggyg

ctggcacttc

cccagaagtc

gcgcattgect

ctacceccgcc

acgaggtctc

tctacctgcec

atggcagcca

ccaagatcac

agtgggctgt

gagtgggcectt

59

tgtggatact

agctgetgta

tecetgtdace

gatccectce

ctttkbcecte

ctgttggaag

gocoacagge

ctgcaaagct

ctgtactgac

gccecagcocgce

cggecctggag

ggtgagtggc

ggagtcaggg

gcacctgcag

tggaacacag

goacagccecc

cctgccaaca

atggtgactt

ccacctaaag

cgtgcgkget

ctggtggaca

catccctggc

ccgtcecgete

cccgacgacce

attgtgatgce

ggctgacctg

aacttgggca

ccecgggage



ttgggaaagc
2160 |
agaccctcag
2220
gccaccctgg
2280
cagatttaac
2340
gtgcttgecag
2400
tgagggtggyg
2460
ctcectggeac
2520
ctgaaggggc
2580
gggcattccc
2640
cgcatcttece
2700
.cccettggge
2760
aggtatgagc
2820
gggattctga
2880

cagcteogetc

agattctcegg

ggagtctgtg

cagcccectgtyg

tggggacage

acagctccca

ctgtgtggty

atgctgcccyg

gaagcctatt

tggaccccag

cagggctcegg

tgctgcccecay

caccgtecte

gacttcttet

agccagaggt

ES 2433012713

gccecageca
tgcttccaag
gggtttagga
ctgggaaagg
ccctgtetga
agcccagcayg
cctgcectga
ccccgagcect
agttttggcect
ctccogaget
ctctgggatg
aggggcactc
tctgtaaggg

ggatctggge

gccccactga

gtggccttce

agtctggaca

ggcccctcca

gcttecagecag

tgaacaggygyg

atggttattg

ccagggatca

cctggactec

ctgcctttca

ttctttgaac

ataggtgttg

acgttgctaa

tggagcccac

60

accagaattg

cacagcaccyg

gcagacceca

gcagctgcat

ctecetetect

ctcattgtec

gggatcctgyg

gggccacate

tcacggagtt

ggcagacaga

ttetectggge

ctggeccctge

gtcagtagga

acagtggtac

catttceacg

ctcagccecyg

cacagagget

ggagaccctt

tggagtggece

catgccaggg

cagacagege

Cggcataatg

ttgggactga

tgtgggctge

gcagttgagce

cactttctaa

gggctggtge

tgctgctgct



2940
gctggecetga
3000
Qgcagcagac
3660
agegcaactt
3120
agcagcagga
3180
ccocagccaag
3240
ctggtgagga
3300
gtgggcaggg
3360
cccgaacctg
3420
atgggcttca
3480
cacagagggc
3540
gttccccage
3600
ttccacecect
3660
tcectgeaat
3720

gtgaaatatc

gccctgctga
agtggégatc
caatgagctc
aggcggygcac
ccctgececag
tggtggegag
gcagccgtte
caggatgtgg
gcgagggccce
ggcagccggt
acctgagcaa
tctggggtac

agtgccgcete

atgtaaactg

ES 2433012713

ctgccacctg

gacctgaggce

tcecegeateg

gaggcgyggeyg

cecagggcag

cctggggatg

gtgctgcceyg

taaggatgcyg

cagccccaca

gctttgggac

geggecgegce

ctcagagctg

ccccaggggc

tccageaget

ctccacaggy

atcggatcca

‘tcectggaggt

agggtegtgyg

aggegeecayg

ccgtagctgce

tgggcgtgag

gcgggtactg

cctagcacag

aggagtgcgg

agctgggtec

caggggcatg

ttctaaaget

ttgaaagtag

61

cgaccccaac
gctgceceogac
gcgcgagagyg
ccggeaggge
caagggccca
ggccgagcay
ctccaggaat
gggcctgaag
gcggagaggg
cctctgaccce
cgtecttggag
aggcttccag
acttgtttéc

agaatgaaca

atcececgety

ctcgagaacce

gtgcgccagg

cccoccgggagt

gatgggacac

cctgeccagt

gaggactacc

gtgggacagc

cctgtgacct

cttgggccat

gctectgtec

atgectcaca

agtcaatcaa

aggecccctte



3780
cccacgcacc
3840
tcacc£ttgg
33400
cctectectgt
3960
ggacaccagc
4020
gcégctgaca
4080
tacagttttyg
4140
ctcatagatg
4200
tgaactgaaa
4260
ctccatggcec
4320
ggttectgerg

4378

<210> 11
<211> 3174
<212> ADN

ctgtggaaag
ccatcteceg
gcctgeectge
tgcgacigcg
tgggacgagg
tctgggceac
aacaaggccce
ctgaatétga
acatgtggcect

gacagtggce

<213> Homo sapiens

<400> 11

ES 2433012713

ccegtetggt
gtgcgtagtt
ctctgctgtyg
tgggaggggc
cttgcacage
cgeettecagt
tgccecgtgt
aaaatccagg
ggtggacagt

ttgggggetg

ttggtgtect

cagatgtggg

chggccagt

tggcattgecc

tgccagctcce

gccacgggcc

ccttacectt

ccctcagecyg

gcagcetctag

ttttgagggt

cctggécagc
tectgettte
gccttggtyy
gctgccactyg
tatctegetyg
ccttgeoegtt
tagagectgtt
cccaggccat
aacattccat

ccgectgteca

chttgccgg
ctgcccccetce
ccagtggagt
cagggcttgyg
acttttttta
cagg;tgctc
taaattcaaa
gtttcaagtg
caccacagag

gtctectg

atagctaaaa aaggaaaaag ctctgttacc cttcaaacat ctcagaactc ctaatacctc

60

acagtgggct cagagccagt ttgcgagtca cagcacgtgce tgcagccact gaccaggaag

62



120
acctgtccag
180
gggctecegg
240
tacagggaat
300
ggccctggaa
360
gctgttecttt
420
ctcgtcatct
480
gatgttgacc
540
gectgéctgta
600
cacattgggce
660
acctcgtttt
720
ctgcgagtca
780
ggtgggetey
840
gctgcecectyg

900

cctcecgtecce
gcccttcect
gcectgttget
ctitctcecceccg
ccceooggect
gttggaagaa
tcaaagccat
ttagagctaa

ctectttatyg

agttcagtgt

gcgeccecatece

acecktgegecce

cagagacagg

ES 2433012713

cagctaacct

gtctagttta

ttttttetga

agcttgagaa

ttggagcctc

tttagctgct

aaatgggtgt

ttgtatgggg

aaatgtgtgt

ttcagecattg

cccgageagce

ttagctaccc

ctggctctgyg

gcaggacagt

tggatctgca

ccacagtgee

gccecctetgag

agtgggtgat

tgcaagacag

ttgegactte

acataactcce

tttggaacag

tgcagtcagt

cccgagcectct

cttcagagac

gagtcagctt

63

cccectgacgtg
gggcctggee
gatggctgea
gceaggeect
tccaggeccayg
acataagtgt
tgagttaatg
cagacattaa
agctétctgg
gggtgaatcc
ggcecteotgeg
aggctcagec

ctggetgaty

ctgaatatgy
acggcacctyg
cctgectety
ggtccacggy
cceocttactt
cttcocctgtcet
tcagctgcag
gatttttttt
gcctgcagég
ctcacgggtg
tccatcateca
cacacceccca

aacagtggat



gtggectcttg
960
gccctcceec
1020
atcgecgggcc
1080
gaggaccgcet
1140
caggccacct
1200
aacattcagt
1260
tggggetctg
1320
tgaccagaac
1380
gagagtgtga
1440
ttaccaaaaa
1500
gecgtbgagaat
1560
agcaggacec
1620
gtgtgagacg
1680

tgggaggggg
1740

cggcacagag

agctcacagt

acggecttcac

tcgggttegt

tccggaacgc

cccktcacctce

aactctgacc

gcacacctcg

catagacctg

cagagagaac

tgaagcggtyg

tecctgactgg

catgtgctec

tcaggaagag

ES 2433012713

cggggtecgeca
ttecctettyg
cagccectgaa
ctggctggag
agatgcgceceg
ctgaccggec
tgtgaataga
tecggggggec
catatttgtc
gagcctgaat
gggttccege
tgctettect
accecactec

gcgaacagct

gaatgectgta

tttctgctca

cgcacccocecy

ctgaaatcct

teccccacagyg

acatccttgc

agcagcatgc

cagtccagcc

agktgccatga

acagcagatg

accctgggcet

gtgagcggat

ttttgggygga’

caggcagcgc

64

cgtggegtge

gtttttatgg

gggtcttcat

tcagcectgta

ccttcgatga

cgecacatcce

actttggaaa

accccccagce

tggaagaagc

taggggacag

ggctggtggt

agagtgatag

agccaggcaa

aggtgtgatyg

atttgactca

cacaggccte

cctcttecgat

cagcegggtce

gatgctcaag

cgggtggete

tccggeettt

actttatgta

tgagcatgtc

ccgtgggacc

tttctecggga

actgggtcgt

cagtggectc

ggcacagtac



gcagagcaag
1800
tcececcatttce
1860
gcttecccac
1920
cacagcccag
1580
cagccacttg
2040
tccteecctge
2100
ggctecagge
2160
atgagatgac
2220
tgcatctggg
2280
tgcctccact
2340
ggtcttgget
2400
ttceceececage
2460
ctgcegetig
2520

tcectgectggt

ctcgggaagt

tctacegget

ctgtggagtg

cccatgcacce

actgtccteg

acgcacacgg

cegtgtgtet

gaggaaaccc

gacacacttt

gctgtgtgcecc

gaggttggca

ccacagccag

tcecttgtgte

gagggaccte

ES 2433012713

tggtaggate

tgcttggagt

gotttagtga

tgcecccagee

acggcctgtt

cgtcaaaacc

gaagcagtga

ctttgcaggt

goaaagtggg

ccatgttgtyg

tctcecctgaag

ctcecgtgecec

tgggetgete

gggaaggtga

tcaggecttgg

ttggacagaa

cctgagtecac

cctoccagett

ccagacaggg

aagctgeegy

gtggtecaca

gaggggacag

accctccage

ttaacacctg

aacagagagc

gagtaggegt

caagtcettyg

cagtctgtgt

65

ggccgggact

gcatttcacc

tagggaatgt

tggagccaag

cgtttgtttt

ccactgtcte

caggtgeccag

ctttctagaa

ctggagacéc

cgtgtygggga

acggtgtcéa

ccccagegag

tgctgggcac

gccttggtgt

ctggagtgaa

tctgatctca

cacctgaaty

gccatcgtte

gtccatgect

cagaacgcaa

gagtgcccat

aagccacacc

catggactga

cccecatetga

gagctggecce

ccttecetet

cctggacacy

ggagaccaac



2580
ctgaggatgt
2640
cataagaatt
2700
agltcagagaa
2760
cgagaaaagqc
2820
cccgaggegc
2880
tagc;tacaa
2940
aaatgaggca

34000

atgtagactg

3060
taccaagagc
3120
tgaagagcac

3174

<210> 12
<211> 1767
<212> ADN

cctgggaaat
gccattgccc
ttggcaaagg
cag;ggagaa
acctgctggce
gectttgtcac
gtctctgagt
gcaccttgaa
ccgagecteyg

actgtgggac

<213> Mus musculus

<400> 12

ES 2433012713

gttttectga

agcctcagtyg

ttcctaaatg

agcgceectte

tcttgtgtgt

tcecetgeecet

gacggtgact

gattcaccat

ctctaaggga

gcacgtgett

tgaatttcte
catttggcaa
gtaatctggé
cagggceggca
ggccccagtt
ctgtggtyggt
gtggcecttga
tgtttaaata
cgcagtceccta

ctgattaaag

cttgactggc

atgcttactt

cggcctggga

gcagegggay

tctageggcet

cactgttttt

agectggagg

aaatcaagca

gaggcgtgcecc

gaatctcaga

ctttaaagaa

tgcttcecag

gaaagactca

ccacgcagac

tttgecageat

ctectettgee

actgttgggce

aatgettttt

ctttggggct

tetce

cgecgtecegeg tgcgcgecte cgcggtggtg acgggecatgg cggtgtgtge teggetcectge

60

ggcgtgggee ccgcgegtgg gtgcecgeccge cgccagcage gecgoggecoe ggccgagact

66



120
gcggcggcgyg
180
gecgegttget
240
cececggcaccey
300
acégacacca
360
aagctggaga
420
égacacattt
480
gtggtggacg
540
ggagacccca
600
acagtggagt
660
agggacgagt
720
caggaggagt
780
cacgagcaca
840
tgcctgacct
500

ggcectecttca

acagtgaggc

ctctgectgga

acctgcceag

tctggagacg

tcacaggtgt

tggggctgtg

gactgttcat

tgcggttcaa

gtatgtacgy

tctecaccaa

ttcggacgtg

tgcaggaget

accgacggat

agggcaccta

ES 2433012713

ggacacggac

gctccegecet

cctggctceag

gcgetgecge

gtcttgoeogy

gcagccagat

cattggctgg

gccactgttt

ccacaaaggyg

gtgtaaccag

gctgaaggag

gattctgatg

ctacctcecy

tggcagccac

cccgaggagg

gagectgcteg

gtctgcageca

gaggagtatg

gacgtctatyg

atcgggccgt

atgtacctge

agaatccatc

cceccacaacg

acagatcace

gagtggggcec

aagttcatct

cccagceccacc

gggctggaga

67

agcgcatcga

tggagatctt

ggttcegeeg

gegtttgtga

caaaactget

acggaggatt

cacctcatga

tgatggagag

geccacatcca

acaggatgtc

gcacgctgga

acaccagtca

ctgacgacct

ttgtgatget

ggcggggcecyg
cgcgtcecgetyg
aatcttgcac
gaacctgcyg
tcaccgatac
gctgaacgtc
cccecacgtyg
gaagtcggcet
géttgtgaag
cggtgggagy
agacatcttce
gtacgacaac
catcaagccc

cagcttccac



960
ggctcacgeg
1020
actgtagaga
1080
ttcaacgagc
1140
gccggcgagyg
1200
gctaaggacyg
1260
gggcaggggc
1320
cgcacttgeoe
1380
cctgagcgca
1440
ctggaattga
1500
gcgocegtege

1560

cctcocegeate,

1620
gaaatgaacg
1680
gtgtaacata

1740

cctggggcac
ttgacctgca
tcteccaggat
gcgcegegca
gcaaagagcc
agceegtttgt
gectatgttt
cceecggagt
agtccttcég
cgcaggcctto
gtgggcggag
cacacctcect

ctcttgtaca

ES 2433012713

caagatcacg

goegecgoatce

tgtcctggag

acccecgggag

tggaggtygga

gocttecitgtg

ctatggcaca

cttecgtectg

cttgtacagc

tgacgagatg

aggctgcacc

cactggggtce

tttgacttgt

gtgagaaaat aaacggagtt gagccag

1787

<210> 13
<211> 507
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 13

ggcgacccca

cégctgccgg

gtccgggagdgc

ccttcagcca

gccgaggceag

ggtgtcagct

ggcctecateg

tttgatgagg

cgagtccagg

ctcaggaaca

ggggcccgyg

ceggatogeace

tggtagctat

68

acatccccgce
acgtggagaa
aggtgcggca
aggccgetga
ctgagecagte
cgaggaa?ga
ctggecacgg
accgctttgg
ccacctteccea

tccagtctct

tgggggaagce

.

cgggacgcett

gaaggagaac

gggacagcag
cctecocgaaac
ggagcaggag
tgggccacct
ggcetogtet
ggattaccce
ctttaccage
atttctgtgg
gaacgcegec
cacctecctga
atgcacttta
cttgtatagt

gctaagcatg



Met

Arg

Ser

Ala

Phe

Ser

Cys

Thr

Arg

Leu

145

Leu

Ala

Arg

Glu

val

Arg

Ala

35

Arg
50

Ala

Arg

Gly

His

130

Leu

Pro

Cys

Sexr

Phe

Glu

val

115

Ile

Asn

Pro

Cys

Gln

Asp

Ser

Leu

Glu
100
Ser
Leu
Val

His

Ala

Gln

Thr

Leu

Pro

Arg

85

Tyr

Cys

Gly

val

Asp
165

Arg

Arg '

Asp

Leu

Gly

Tle

Gly

Arg

Leu

VvVal

150

Pro

Leu

Arg

Pro

Glu

55

Thr

Leu-

Val

Asp

Trp

135

Asp

His

ES 2433012713

Cys

Gly

Glu

40

Leu

Asp

His

Cys

val

120

Gln

Gly

Val

Gly

Pro

Glu

Pro

Leu

Thr

Glu
105

Tyr

Pro

Leu

Gly

val

10

Ala

Glu

Pro

Pro

Asp

Se

Asn

Ala

Asp

Phe

Asp
170

69

Gly

Glu

Arg

Glu

Ser

75

Thr

Leu

Lys

Ile

Ile

155

Pro

Pro
Thr
Ile
Leu
60

Leu
Ile
Arg
Leu
Gly
140

Ile

Mel

Ala

Ala

Glu

45

Leu

Ala

Trp

Lys

Leu

125

Pro

Gly

Arg

Arg

Ala

30

Ala

val

Gln

Arg

Leu

1190

Eis

Tyr

Trp

Phe

Gly

15

Ala

Gly

Glu

val

Arg

95

Glu

Arg

Gly

Met

Lys
17%

Cys

Asp

Pro

Ile

Cys

80

Arg

Ile

TYr

Gly

TYr

160

Pro



Leu

Met

Arg

Ser
225

Gly

Leu

Arg

Gly

Leu

305

Pro

Arg

Ser

Ala

Asp
385

Phe

Tyr

ASp

210

Gly

Arg

Met

Arg

Leu

250

Ser

Asn

Ile

Gly
370

Gly

Arg

Gly

195

Glu

Gly

Thr

Lys

Ile

275

Phe

Phe

Ile

Gln

Ile

355

Glu

Pro

Ile
180
His
Phe
Arg
Leu
Phe
2860
Tyx
Lvs
His
Pro
Leu
340
Vval

Gly

Pro

His

Lys

Ser

Gln

Glu
245

Ile

Leu

Gly

Gly

Ala

325

Pro

Leu

Ala

Ala

Leu

Gly

Thr

Glu

230

Asp

Tvr

Pro

Thr

Ser

‘310

Gly

Asp

Glu

Ala

Lys

Met
Pro
Lys
215
Glu
Ile
Thr
Proc
Tyr
295
Gln
val
Val
Pro
375

Asp

390 -

ES 2433012713

Glu

His

200

Cys

Phe

Phe

Ser

Ser

280

Gly

Ala

Gln

Glu

360

Pro

Gly

Arg

185

Asn

Asn

Arg

His

Gln

265

His

Ser

Trp

Thr

‘Asn

345

Glu

Arg

Lys’

Lys

Gly

Gln

Thr

Glu

250

Tyr

Pro

His

Gly

Val

330

Leu

Gln

Glu

Glu

70

Ser

His

Thr

Trp

235

His

Asp

Asp

Gly

Thr

315

Glu

val

Pro

Pro
395

Ala

Ile

Asp

220

Leu

Met

Asn

Asp

Leu

300

Lys

Ile

Asn

Arg

Ser

380

Gly

Thr

Gln

205

His

Lys

Gln

Cys

Leu

285

Glu

Tle

Asp

Phe

Gln

365

Ala

Gly

Val

190

Ile

His

Glu

Glu

Leu

270

Ile

Ile

Thr

Leu

Asn

350

Glu

Lys

Gly

Glu

val

Arg

Glu

Leu

255

Thr

Lys

val

Gly

Gln

335

Glu

Gln

Ala

Ala

Cys

Lys

Met

Trp

. 240

Ile

Tvr

Pro

Met

Asp

320

Arg

Leu

Glu

Ala

Glu
400



Ala Ala

val

Pro

Leu Cys

Glu

Gly

Phe

Gln Ser

405

Val
420

Ser

Tyr Gly

435

Glu
450

Pro

Gly Phe

465

Gln Ala

Glu Met

<210> 14
<211> 5106
<212> ADN

Arg

Leu

Thr

Leu

Thr Pro

Trp Leu

Ala

Ser

Thr

Gly

Glu

ES 2433012713

Ser Ser

Asn

Arg

Leu
440

Gly

val Phe

455

Leu Lys

470

Gln
485

Phe

Arg Asn

500

<213> Homo sapiens

<400> 14
ggcatggegg

60
cagcagcgcc
120
gaggaggagce
180
ccgecgooce
240
gegtegetge

300

tgtgtgctcg

ggggcccgde

gcatcgaggc

cgcgetgetc

cgggcacgda

Asn

Tle

Ala Ala

Gln Ser

cctttgegge
cgagacggced
tagcgrecggyg
gctgctggag

cctacccage

Gln
410

Gly

Glu
425

Asp

ITle Ala

Val

Leu

Ser Phe

Gly
Tyr
Gly
Ph?

Ser

Gln Pro Phe

Thr
430

Prec Arg

His Gly Phe

445

Asp Glu

460

Asp

Leu Tyr Ser

475

Ala Pro

490

Leu Thr

505

gtgggcccgt

geggocgaca

gtcgggggey

ctgeccgeecg

ttggcccagg

71

Ser

Pro Gln Ala

Ser

val

415

Cys

Thr

Arg

Arg

Phe
495

Leu

Arg

Ser

Phe

val

480

Asp

cgegeggatyg toggegecege

gogagcogda cacagacecc

gecttgtgege gggcccecteg

agctgctggt ggagatctte

tctgcacgaa gttcecggege



atcctccaca
360
aacttgcgga
420
caccgatata
4380
ctgaacgtgyg
540
ccccacgteog
600
aaggctgcca
660
attgtgaaga
720
ggcgggaggc
780
gacatcttcc
840
tacgacaact
300
atcaagcctyg
960
agcttecacyg
1020
gggcagcaga
1080

cagcgcaact

ccgacaccat
agctggagat
gacaéatttt
Eggtggacgg
atgaccctat
cagtggagtg
aggatgagtt
aggaggagtt
acgagcacalt
gcectgaccta
gcétcttcaa
geeggegtge
cagtggagat

tcaatgagct

ES 2433012713

ctggaggagg

cacaggcgtg

gggattgtyy

ccktgtteatce

gagattcaag

catgtacgge

ctccaccaag

tcggacgtgg

gcaggagectce

ccgocegeate

aggtacctat

caggggeace

cgacctgagg

ctecegeate

cgttgecogtyg
tcttgtcggg
cagccagata
atcgggtgga
cctectgtteca
cacaaagggc
tgcaaccaga
ctgagggagg
atcctgatga
tacdtgccgc
ggcagccacg
aagatcacgg
catcggatcece

gtcctggagy

72

aggagtatgg

acgtctatge

tcgggecata

tgtacctgee

ggatccacct

cccaccacgyg

cggaccacca

aatgggggcg

agttcatcta

ccagecgcce

gcectggagat

gcgaccccaa

agctgeccga

tgcgcgagag

tgtttgcgaa

gaagctgett

cggaggactg

tececatgac

gatggagagyg

ccacatccag

caggatgtcce

cacgctggag

caccagtcag

cgacgacctce

tgtgatgctce

catceceget

cctocgagaac

ggtgcgccag



1140
gagcagcagy
1200
tceccagecaa
1260
cctggtgagy
1320
tgtgggcagyg
1380
cceccgaacet
1440
agccctgaac
1500
tggctggage
1560
gatgecgeocgt
1620
tgaccggcca
1680
gtgaatagaa
1740
cggggggcecce
1800
atatttgtceca
1860
agcctgaata
1520

ggttcececgea

aaggcgggca

gccctgceca

atggtggecga

ggcagecgtt

gcaggatgtyg

gcacccocegg

tgaaatcectt

ccccacagge

catccttgce

gcagecatgca

agtccageca

gtgccatgat

cagcagatgt

ccetgggetyg

ES 2433012713

cgaggcgggc

geccagggca

gcecctggggat

cgtgctgecee

tttttatgge

ggtcttcatc

cagcctgtac

cttegatgag

gccacatcece

ctttggaaat

ccccccagea

ggaagaagct

aggggacagc

gctggtggkt

gagggtegtyg
gaggcgececa
gccgtaqctg
gtgggegtga
acaggecctca
ctcttcgatg
agecgggtcc
atgctcaaga
gggtggctct
ccggcecetttt
ctttatgtag
gagcatgtct
cgtgggaccyg

ttctecgggaa

73

geeggcagygy

gcaagggcce

cggecgagea

gctccaggaa

tcgegggcca

aggaccgctht

aggccacctt

acattcagtc

ggggctctga

gaccagaacg

agagtgtgac

taccaaaaac

cgtgagaatt

gcaggaccct

ccccocygggay

agatgggaca

doctgcecad

tgaggactac

cggcttcacce

cgggttegtce

ccggaacgca

cctecacctee

actctgacct

cacacctcgt

atagacctgce

agagagaacyg

gaagcggtgg

cctgactggt



1980
gctcttcectg
2040
ccccactect
2100
cgaacagctc
2160
ggtaggatct
2220
gcttggagtt
2280
gtttagtgac
2340
gccccagecc
2400
cggecctgtte
2460
gtcaaaacca
2520
aagcagtgag
2580
tttgcaggtyg
2640
gaaagtggga
2700
catgttgtgt

27860

tgagcggata
tttgggggaa
aggcagegca
caggcttggg
tggacagaag
ctgagtcact
ctccagettt
cagacagggc
agctgﬁcggc
tggtccacac
aggggacagc
ccctecagee

taacacctge

ES 2433012713

gagtgataga

gcecaggcaac

ggtgtgatgg

gccecgggacte

catttcacct

agggaatgtc

ggagccaagy

gtttgtitttyg

cactgtctec

aggtgccagg

tttetagaaa

tggagaccce

gtgtggggac

ctgggtegtyg

agtggcctet

gcacagtacyg

tggagtgaat

ctgatctcag

acctgaatge

ccatcgttcc

tccatgectt

agaacgcaaq

agtgcccata

agcecacaccect

atggactgat

cccatctgag

74

tgtgagacgc

gggagggdgt

cagagcaagc .

ccccattict

cttececcacc

acagcccagce

agccacttga

ccteceoctgea

gctocaggec

tgagatgacg

gecatctgogg

gcctccactg

gtcttggetyg

atgtgctcca
caggaagagd
tcgggaagtt
ctaccggc?t
tgtggagtgy
ccatgecacct
ctgtcctcga
cgcacacggc
cgtgtgtctg
aggaaaccce
acacactttg
ctgtgtgecc

aggttggecat



ctcoctgaaga
2820
tcegtgececcey
2880
ggygctgctce
2940
ggaaggtgac
3000
ttttectgat
3060
gcctecagtge

3120

tcctaaatgg-

3180
gegeecttee
3240
cttgtgtgtyg
3300
écctgccctc
3360
acggtgactg
3420
attcaccatt
3480
tctaagggac
3540
cacgtgctte

3600

acagagagca

agtgggcgte

aagtccttgt

agtctgtgtg

gaatttctece

atttggcaaa

taatctggéc

agdgcggcag

gcceccagttt

tgtggtggtce

tggccttgaa

gtttaaataa

gcagktcctag

tgattaaagg

ES 2433012713

cggt?tccag
cccagegagce
gctgggcacc
ccttggtgtyg
ttgactggece
tgcttacttt
ggcctgggag
cagcegggage
ctagcggctt
actgttttte
<_3ICC3'2<3961<.3I<_3I;EL
aatcaagcaa
aggcgtgcecce

aatctcagat

agctggecct

cttceetete

ctggacacgt

gagaccaacc

tttaaagaac

gctteccaga

azagactcac

cacgcagacc

ttgcagcatt

tetcocttgeca

ctgttgggca

atgctttttt

tttggggctt

ctcaattacg

75

tccceocagec

tgcecgettgt

ccectgetyggtg

tgaggatgtc

ataagaatte

gtcagagaat

gagaaaagcc

ccgaggegea

agcctacaag

aatgaggcag

tgtagactgg

accaagagcc

gaagagcaca

ckteecagtgt

cacagccage

ccttgtgtcet

agggacctcg

ctgggmaatg

ccattgeccca

tggcaaaggt

agtggagaaa

cetgetgget

ctttgtcact

tctctgagtyg

caccttgaag

cgagcctcgce

ctgtgggacg

ttgggtatag



aaatagcttce
3660
gttetggtgt
3720
ggcagggcca
3780
ttcagtegtg
3840
cteccggttet
3900
gggggagggc
3960
actcggaagg
4020
gtttccaagyg
4080
ggggaaggtyg
4140
ctttctgteg
4200
tgcagtgcay
4260
tgaagatttc
4320
tgaggaagtt
4380

tecagcccacc

cacccatcat
gtatgttggg
gagccacaca
actacaggtce
gtagggacag
atccacccte
gctgatgteg
aggaggctga
gcaggtggag
ctgtctcact
ctctygcacac
agagaggtca
gcaaacgéct

tgggccgtga

ES 2433012713

gtctcagcea

ggcgggggatc

goccaggaaag

ttgtttitic

gcactgaatce

tcaggggatc

tcatcagagg

gtaacccagt

ttgggaggtt

ctggggcagg

ctgaacgtgt

ttggaggcett

tctgecaggcect

cctcaagtgt

tgggetgtig
tecteccatggt
ggaggccttt
cgctecegatyg
tgegegecte
ctgcaggtgg
cctaagggcé
tcaggacagc
gggactctcc
atcaagtcty
tctttgtcac
ttctgtgeceg
gagatﬁcaag

ccactgctga

76

gtecagttcat
ggtgaéctgc
ttagccgcac
tgtecttage
aaaacagcag
cccatttect
gcectgagagtt
caagcgcatt
atcttttgca
ctectetggag
ttgttfggaa
gcactgaatyg
gcaggtggta

gtgtgagtgyg

gtggctectg

agtgatgcca

agccagtccecc

cagttettgg

cttceccttec

gcaggtgaga

ggataaaacc

aggcttgatt

ccacggatgce

tggggctgcce

atgatgtgat

ttcatttgeca

ttggggtccce

ctttgcaggc



4440
ctggtggtgg
4500
ttcagtctge
4560
caagcccace
4620
tgccctgeoty
4680
tectctgagaa
4740
ggettcocecotg
4800
gccatttteca
4860
tacttcagaa
4920
gtcttgggtyg
4980
cagctaggct
5040
gaacacttac
5100
atcatg

5106

<210> 15
<211> 5193
<212> ADN

gagagcctca
ctgecggetct
tgécacacga
geccgectecat
cctgecagitg
actc?tcagg
gtgctegtgg
cgcctgeccecea
cgaacaggag
cttttaggat

gggaatgtgce

<213> Homo sapiens

<400> 15

ES 2433012713

ggctcecteo
gtggcatccce
ggagggaggg
tctgagecttt
tgctgcageco
gcgtgttcac
gcagtcacgg
catgcatctt
atgctgaget
g;ttctattc

tcatagaacc

ttcttegtte
tgcecctgaca
gtgggtggcce
gtgcagaac?
gcacgcaagg
cceccaggett
acagcagcag
ctgagetegt
gtggtecacc
tggttgctge

atcacctgtc

77

ctgaccatgce
ctgggcacct
atgtccttce
gggtctgage
gcccecitecage
Lctecacctge
aaactccteca
gttgtcectca
gtcéaaggtg
cttcgtggtyg

ctgagaataa

cctgggeoecc

gtgccecctag

tctagccaca

tggagatttt

cgctggetet

acacggttag

gceocctttgt

tggccgtggy

ctgcagaaadg

taacttttaa

aactcctgga



ggcatggcegg
60
cagcagcgeco
120
gaggaggagc
180
ccgecgeocce
240
gcgtcgetge
300
atcctecaca
360
aacttgegga
420
aaccctegeg
480
tacagagacg
540
ccégatatcg
600
gggtggatgt
660
ctgttcagga
720
aaagggcccc
780

aaccagacdyg

tgtgtgcteg.

ggggcccggo

gcatcgaggc

cgcegectgete

cgggcacgdga

ccgacaccat

agctggagabt

tgaagtcggyg

tttacacctg

ggccatacgdg

acctgectec

tccacctgat

accacggcca

accaccacag

ES 2433012713

cctttgegge

cgagacggcyg

tagcgeecggg

gctgetggag

cctaccecage

ctggaggagy

cacaggegtg

acgtbtttgtg

cctgcttcac

aggactgctg

ccatgaccec

ggagaggaay

catccagatt

gatgkbccgge

gtgggccegt
gcggccgaca
gtcgggggcy
ctgcecgececcy
ttggeccecagy
cgttgccgtg
tcttgtecggg
zaaattetec
cgatatagac
aacgtggtgyg
cacgtcgatyg
gctgccacayg
gtgaagaagg

gggaggcagy

78

cgcgeggatyg

gcgagccgga

gcttgtgcge

agctgctggt

tectgcacgaa

aggagtatgg

acgtctatge

ctgattatga

acattttgag

tggacggect

accctatgag

tggagtgcat

atgagttetc

aggagtttcg

tcggcgccgc
cacagacccc
gggcceccteg
ggagatctte
gttceggegce
tgtttgegaa
gaagcgtata
gcacatggeg
attgtggcag
gttcatcatg
attcaagecct
gtacggccac
caccaagﬁgc

gacgtgygcty



840
agggaggaat
900
ctgatgaagt
960
ctgcegecca
1020
agccacggec
1080
atcacgggcg
1140
cggatccage
1200
ctggaggtge
1260
ggtcgtggec
1320
gcgcocagca
1380
gtagctgcgg
1440 |
ggcgtgagcet
1500
ggcctecateg
1560
ttcgatgagg

1620

ggggygcgcac

tcatctacac

gecgececga

tggagattgt

accccaacat

tgcccgaccet

gcgagagggt

ggcagggecc

agggcccaga

ccgagcagcec

ccaggaatga

cgggcocacgyg

accgcttegy

ES 2433012713

gctggaggac

cagtcagtac

cgacctcate

gatgctcage

ccecegetgygg

cgagaaccag

gcgccaggag

ccgggagtec

tgggacacct

tgcccagtgt

ggactaccee

cttcaccagc

gttegtectgg

atcttecacy

gacaactgec

aagcctggcc

tteccacggec

cagcagacag

cgcaacttca

cagcaggaag

cagccaagec

ggtgaggatg

gggcaggggc

cgaacctgca

cctgaacgca

ctggagctga

79

agcacatgca

tgacctaccg

tcttcaaagg

ggcgtgccag

tggagatcga

atgagctctc

gcgggeacga

ctgcccagee

gtggcgagceco

agccgttcgt

ggatgtgttt

cceoecggggt

aatccttecag

ggagctcatc

ccgecatctac

tacctatggc

gggcaccaag

cctgaggcat

ccgcatcgte

ggcgggcegay

cagggcagag

tggggatgcc

gctgceccgtg

ttatggcaca

cttcatccte

cctgtacagce



cgggtceagg
1680
ctcaagaaca
1740
tggctetggg
1800
geccttttgac
1860
tatgtagaga
1920
catgtcttac
1580
gggaccgegt
2040
tcgggaagca
2100
ggtegtgtgt
2160
ggcctctyggy
2220
cagtacgcag
2280
agtgaatccce

2340

atctcagett

2400
tgaatgcaca

2460

ccacctteeg

ttcagtcecect

gctctgaact

cagaacgcac

gbgtgacata

caaaaacadga

gagaattgaa

ggaccctecet

gagacgcatg

agggggtcag

agcaagcteg

catttecteta

ccccacctgt

gcccagecoca

ES 2433012713

gaacgcagat

cacctectga

ctgacctgtyg

acctcgtcgy

gacctgcata

gagaacgagce

geggtggggt

gactggtgct

tgctceccaccco

gaagaggcga

ggaagttggt

ccggcttgct

ggagtgggtt

tgcacctgcce

gcgececgtecc

cacggccecacat

aatagaagca

ggggcccagt

cctgtcagtg

cbtgaatacag

tcecgcaccc

cttcecctgtga

cactcctttt

acagctcagg

aggatctcag

tggagtttgg

tagtgacctyg

ccagccccecte

80

cacaggcecctt

ccttgecegece

gcatgcactt

ccagccaccae

ccatgatgga

cagatgtagg

tgggctgget

gcggatagag

gggggaagec

cagcgcaggt

gecttggggece

acagaagcat

agtcactagg

cagctttgga

cgatgagatg

acatccecggg

tggaaatccg

cccagecactt

agaagctgag

ggacagceegt

ggtggtttte

tgatagactg

aggcaacagt

gtgatgggca

gggactctgg

ttcacctetg

gaatgtcacc

gccaaggcca



tcgtteocage
2520
atgccttect
2580
acgcaaggct
2640
gcccatatga
2700
cacacctgca
2760
gactgatgcc
2820
atctgaggﬁc
2880
tggeccttee
29490
ccctctetge
3000
gacacgtcct
3060
accaacctga
3120
aaagaacata
3180
tececcagagte
3240

gactcacgag

cacttgactg
cccltgecacge
ccaggeceegt
gatgacgagyg
tctggggaca
tccactgetyg
ttégctgagg
cccageccac
cgctitgtect
gctggtgagg
ggatgtcctyg
agaattccca
agagaattgg

aaaagccagt

ES 2433012713

tccteocgacgg

acacggcgtc

gtgtctgaag

aaaccccttt

cactttggaa

tgtgccccat

ttggcatctc

agcecagctcece

tgtgtctggg

gacctcggga

ggaaatgttt

ttgeoecaged

caaaggttec

gdagaaagcyg

cctgttceag
aaaaccaagc
cagtgadgtgg
gcgggtgagg
agtgggaccc
gttgtgttaa
cLgaagaaca
gtgcccgagt
ctgctcéaag
aggtgacagt
tecctgatgaa
tcagtgecatt

taaatggtaa

ccettcecagg

81

acagggcgtt

tgccggeccac

tccacacadg

ggacagcttt

tecagecctygg

cacctgcgty

gagagcacgyg

gggcgtacec

tcettgtget

ctgtgtgecect

tttectecttyg

tggcaaatgc

tectggeegge

gcggcagcag

tgttttgtce

tgtctcecaga

tgccaggagt

ctagaaaagce

agacccecaty

tggggaccce

tgtecagage

agcgagecctt

gggcaccetyg

tggtgtggag

actggccttt

ttactttgct

ctgggagaaa

cgggagccac



3300
gqagaccccg
3360
cagcattagce
3420
cttgccaaat
3480
ttgggcatgt
3540
cttttttacc
3600
ggggcttgaa
3660
aattacgett
3720
gctgttggtce
3780
ccatggtggt
3840
ggcctttitg
3900
tccgatgtgt
3960
gcgectcaaa
4020
caggtggecc
4080

aagggcagct

aggcgcacct
ctacaagett
gaggcagtct
agactggcac
aagagcccga
gagcacac#g
ccagtgt;tg
agttcatgtg
gacctgcagt
gcocgcacage
ccttagccag
acagcagctt
atttcctgca

gagagttgga

ES 2433012713

gctgéctctt
tgtcactceco
ctgagtgacg
cttgaégatt
gcctegetcet
tgggacgcac
ggtatagaaa
gctcctggtt
gatgcecagge
cagtcccttce
ttcttyggctce
ccecttecggg
ggtgagaact

taaaaccgtt

gtgtgtggcce

tgccectetgt

-gtgactgtgg

caccattgtt
aagggacgca
gtgcttctga
tagcttcecac
ctggtgtgta
agggccagag
agtcgégact
cggttctgta
ggagggcatc
cdgaagggct

tccaaggagyg

82

ccagtttcta

ggtggtcact

ccttgaagcc

taaataaaat

gtecctagagyg

ttaaaggaat

ccatcatgtc

tgttgggggc

ccacacagcce

acaggtcttyg

gggacaggca

caccctctceca

gatgtcgtca

aggctgagta

gcggctttig

gtttttctct

tggaggactyg

caagcaaatg

cgtgececttt

ctcagatctc

tcagccatgg

gggggtctet

aggaaaggga

ttttttcecgco

ctgaatctgc

ggggatcctyg

tcagaggcect

acccagttca



4140
ggacagccaa
4200
actctecate
4260
aagtctgectc
4320
ttgtcacttyg
4380
tgtgcecggea
4440
attcaaggca
4500
ctgctgagtyg
4560
ttegtteocetg
4620
cctgacactyg
4680
ggtggccatg
4740
cagaaccggyg
4800
cgcaagggcce
4860
caggctttct

43920

gcgcecattagyg
ttttgcacca
tctggagtygg
tttggaaatyg
ctgaatgttce
ggfggtattg
tgagtggctt
accatgccecet
ggcacctgtg
tcecttecectet
tctgagectay
cttcagccge

cacctgcaca

ES 2433012713

cttgattggg

cggatgectt

ggctgcctge

atgtgattga

atttgcatga

gggtcccteca

tgcaggcctg

gggcecctibe

cccctageaa

agccacatgce

agatttttct

tggctectgge

cggttaggcce

gaaggtggca
tctgﬁcgctg
agtgcagctc
agatttcaga
ggaagttgca
geccacctgg
gtggtgggag
agtctgectyg
gceccacetgg
cctgectggcece
ctgagaacct
ttccétgact

attttcagtg

83

ggtggagttg

tctcactctg

tgcacacctyg

gaggtcattg

aacgaocttct

gccgtgacct

agcctcaggce

cgactetgty

cacacgagga

gctceccattct

gecagttgtge

cctcagggcy

ctcgtgggéa

ggagdttggg

gggcaggatc

aacgtgttcect

gaggectttte

gcaggctgag

caagtgtcca

tececkteocttc

gcaktceccetge

gggaggggtyg

gagctttgtyg

tgcagccogcea

tgttcacecc

gtcacggaca



gcagcagaaa
4980
agctoegtgtt
5040
gtccaccgtc
5100
ttgctgcctt
5160
acctgtectyg

5193

<210> 16
<211> 5924
<212> ADN

ctcctcagec

gtcctcatgg

caaggtgctg

cgtggtgtaa

agaataaaac

<213> Homo sapiens

<400> 16
ggcatggcgg

60
cagcagcgcc
120
gaggaggagc
180
ccgccgecca
240
gcgtegetge
300
atcctecaca
360
aacttgegga

420

tgtgtgctcg
ggggcccgge
géatcgaggc
égcgctgctc
nggcangé
ccgacaccat

agctggagat

ES 2433012713

cctttgttac

ccgtggggtce

cagaaagcag

cttttaagaa

tcectggaatce

cctitgegge

cgagacggcy

tagcgccggyg

gctgctggag

cctacccagce

ctggaggagyg

cacaggcgtg

ttcagaacgce

ttgggtgecga

ctaggctctt

cacttacggag

atg

gtgggccegt

geggocgaca

gtcgggggcyg

ctgcecgeeceg

ttggccoagy

cgttgcegtyg

tcttgteggg

84

ctgccecacat

acaggagatg

ttaggatgtt

aatgtgctca

cgcgeggatg

gcgagcecgga

gettgtgege

agctgctggt

tcbgeacgaa

aggagtatgg

acgtctatgc

gcatettotg

ctgagctgtg

tctattcotgg

tagaaccatc

tcggegeecge

cacagacccc

gggcceccteyg

ggagatcttc

gttecggcge

tgtttgcgaa

gaagctgcectt



caccgatata
4890
ctgaacgtgg
540
ccecacgtecyg
600
aaggctgeea
660
attgtgaaga
720
ggcgggaggc
780
gacatcttce
840
tacgacaact
900
atcaagcectyg
%60
agcttccacg
1020
gggcagcaga
1080
cagcgcaact
1140
gagcagcagg
1200
tcececagecaa

1260

gacacatttt
tggtggacgyg
atgaccctat
cagtggagtg
aggétgagtt
aggaggagtt
acgagcacat
gecectgaccta
gcctcocttcaa
gccggcgtgce
cagtggagat
tcaatgagct
aaggcgggca

gccctgececa

ES 2433012713

gggattgtgg
cétgttcatc
gagattcaag
catgtacggce
ctccaccaag
Lcggacgtgg
gcagéagctc
cecgeegeare
aggtacctat
caggggcacc
cgacctgagyg
ctcececgecatc
cgaggcgggc

gcccagggcea

cagccagata
atcgggtgga
cctectgttea
cacaaagggc
tgcaaccaga
ctgagggagy
atcctgatga
tacctgccgc
ggcagccacy
aagatcacgg
catcggatcc
gtcctggagg
gagggﬁégté

gaggcgccea

85

tcgggccata
tgtacctgcc
ggatccacct
cccaccacgg
cggaccacca
aatgggggcg
agttcatcta
ccageccgece
gectggagat
gcgaccccaa
agctgccoceoga
tgcgcgagag
gccggcagdag

gcaagggcce

cggaggactyg
tccccatgéc
éatggagagg
ccacatccag
caggatgtcc
cacgctggag
caccagtcag
cgacgacctce
tgtgatgcte
catceoceccget
cctogagaac
ggtgcgcoag
cccecgggayg

agatgggaca



cetggtgagg
1320
tgtgggcagyg
1380
cceccgaacctht
1440
agcecetgaac
1500
tggctggagce
1560
gatgcgcégt
1620
tgaccggcca
1680
gtgaatagaa
1740
cggggggcce
1800
atatttgtca
1860
agcctgaata
1920
ggttcccgea
1880
getettectg
2040

ccceccactcect

atggtggega

ggcagcecegtt

gcaggatgtg

gecaccececdy

tgaaatcctt

ccccacaggc

cateccttgec

gcagcatgca

agtccagecca

gtgecatgat

cagcagatgt

ccctgggetg

tgagcggata

tttgggggaa

ES 2433012713

gecctggggat

cgtgectgecece

tttttatgge

ggtettecate

cagcctgtac

cttcgatgag

gcecacatccc

ctttyggaaat

cccecccagea

ggaagaagct

v

aggggacagc

gectggtggtt

gagtgataga

gccaggcaac

gcecegtagetg

gtgggcgtga

acaggcctca

ctettegatyg

agccgggtcce

atgctcaaga

gggtggctet

cecggeetttbt

ctttatgtag

gagcatgtct

cgtgggaccg

ttctegggaa

ctgggtcgtg

agtggcctct

86

cggccegagea
gctcoccaggaa
tcgecgggceca
aggaccgett
aggccacctt
acattcagtc
gagggctctga
gaccagaécg
ggagtgtgac
taccaaaaac
cgtgagaatt
gcaggaccct
tgtgagacgce

gggagggggt

gectgececag

tgaggactac

cggcttcacc

cgggttegte

ccggaacgcea

cctecacctcecc

actctgacct

cacacctegt

atagacctgc

agagagaacg

gaagcggtgyg

cctgactggt

atgtgctcca

caggaagagyg



2100
cgaacagctce
2160
ggtaggatct
2220
getbtggagtt
2280
gtttagtgac
2340
gcccoccagecc
2400
cggecctgttc
2460
gtcaaaacca
2520
aagcagtgag
2580
tttgcaggtg
2640
gaaagtyggga
2700
catgttgtgt
2760
ctectgaaga
2820
tcegtgeceg
2880

gggctgetec

aggcajégca
caggctitggg
gggacagaag
ctgagtcact
ctccagcttt
cagacaggygc
agctgccgéc
tggtccacac
aggggacagc
ccctecagec
taacacctgc
acagagagceca
agtgggcgtce

aagtccttgt

ES 2433012713

ggtgtgatgyg
gccgggacte
catttcacct
agggaatgtc
ggagccaagyg
gtttgttttg
cactgtctcec
aggtgccagyg
tttctagaaa
tggagaccce
gtgtggggac
cggtgtceccag
coecagegage

gctgggeace

gcacagtacyg
tggagtgaat
cpgatctcag
acctgaatgc
ccatcgttec
tcecatgectt
agaacgcaag
agtgcccata
agccacacct

atggactgat

cccatctgag

agctggccct

ctteccetete

ctggacacgt

87

cagagcaagqc

ccecatttet

cttcccecacce

acagcccage

agccacttga

cctecectgcea

gcteccagygcece

tgagatgacg

gcatctgggg

gccteccactg

gtcttggctg

tccececcagece

tgccgecttgt

cctgectggtyg

tcgggaagtt

ctaccggcett

tgtggagtgyg

ccatgecacct

ctgtcctega

cgcacacyggc

cgtgtgltctg

aggaaacccc

acacactttyg

ctgtgtgcecce

aggttggcat

cacagccagce

ccttgtgtcet

agggacctcyg



2940
ggaaggtgac
3000
ttttecectgat
3060
gcctcagtgce
3120
tcctaaatgg
3180
gcgccctteo
3240
cttgtgtgtyg
3300
ccctgooecte
3360
acggtgactyg
3420
attcaccatt
3480
tctaagggac
3540
cacgtgecttc
3600
aaatagcttce
3660
gttctggtgt
3720

agtctgtgtg

gaatttctcc

atttggcaaa

taatctggcc

agggcggcad

IS

gcecccagtts

tgtggtaggte

tggccttgaa

gtttaaataa

gcagtcctag

tgattaaagg

cacccatcat

gtatgttggg

ES 2433012713

ccttggtgtg

ttgactggcc

tgcttacttt

ggcctgggag

cagcgggagc

ctagcggett

actgttttte

gcetggagga

aatcaagcaa

aggcgtgcecc

aatctcagat

gteotcageca

ggcgyggggte

gagaccaacc

tttaaagaac

gcttceccaga

aaagactcac

cacgcagacc

ttgcagcatt

tctettgeoca

ctgttgggca

atgctttktt

tttggggectt

ctcaattacg

tgggetgttg

tctccatggt

88

tgaggatgtc

ataagaattc

gtcagagaat

gagaaaagca

ccgaggegea

agcctacaag

aatgaggcag

tgtagactgg

accaagagcc

gaagagcaca

cttceagtgt

gtcagttcat

ggtgacctgce

ctgggaaatyg

ccattgeceoceca

tggcaaaggt

agtggagaaa

cctgetgget

ctttgtecact

tcbectgagtg

caccttgaag

cgagcctege

ctgtgggacg

ttgggtatag

gtggctectg

agtgatgcca



ggcagggcca
3780
ttcagtcgtg
3840
ctceggttet
3900
gggggagggc
39560
actcggaagg
4020
gtttccaagqg

4080

ggggaaggtg-

4140
ctttetgteg
4200
tgcagtgcag
4260
tgaagatttc
4320
tgaggaagtt
4380
tcagecceace
4440
ctggtggtgg
4500
ttcagtctgc

4560

gagccacaca

actacaggtc

gtagyggacag

atccacccteo

gctgatgteg

aggaggetga

gcaggtggag

ctgtctcact

ctctgcacac

agagaggtca

gcaaacgact

tgggcegtga

gagagcctca

ctgcggcectcect

ES 2433012713

gccadggaaay

ttgttttttce

gcactgaatc

tcaggggatc

tcatcagagg

gtaacceagt

ttgggaggtt

ctggggcagg

ctgaacgtgt

ttggaggctt

tctgcagget

cctcaagtgt

ggctcecctcce

gtggcatccc

ggaggccttt

cgctccgatg

tgegegectce

ctgecaggtgg

cctaagggea

tcaggacagae

gggactctcc

atcaagtctg

tctttgtecac

ttetgtgeceg

gagattcaag

ccactgetga

ttcttegttc

tgccctgaca

89

ttggccgecac

tgtccttage

aaaacagcayg

cccatttcect

gctgagagtt

caagegeatt

atcttttgca

ctctetggag

ttgtttggaa

gcactgaatg

gcaggtggta

gtgtgagtag

ctgaccatgce

ctgggcacct

agccagtece .

cagttcttgg

cbtcecticeo

gcaggtgaga

ggataaaacc

aggctcgattc

ccacggatgce

tggggctgee

atgatgtgat

ttcatttgca

ttggggtccce

ctttgcaggce

cctgggcece

gktgcccoctag



caagcocace
4620
tgcecctgetg
4680
tctctgagaa
4740
ggcttceectyg
4800
gccattttea
4860
tacttcagaa
4920
gtcttgggtyg
4980
cagctaggct
5040
gaacacttac
5100
atcatgatca
5160
ggaacatcac
5220
tcteecatgeg
5280
gggctggagt
5340

tgtctgeecey

tggcacacga

geccgctcocat

cctgcagttyg

actcctcagg

gtgctogtgg

cgcctgecca

cgaacaggag

cttttaggat

gggaatgtgce

agtccagtgt

tggactcctc

gctggtactt

gcagagcggc

ccttagecte

ES 2433012713

ggagggaggg
tctgagcttt
tgctgcadec
gcgtgttcac
gcagtcacgg
catgcatctt
atgctgagct
gtttctattce
tcatagaacc
taacgtggcce
atcccégtaa
tttttgttyt
gatcatgget

ccaagtagct

gtgggtggec
gtgcagaacc
gcacgcaagg
gcccaggctt
acagcagcag
ctgagctcgt
gtggtccacc
tggttgctge
atcacctgtce
caacctgtct
ttatttagag
t#tttgagac
ccctgaggec

gggaccacag

90

atgtccttce

gggtctgage

gocecttecage

tctecacctge

aaactcctca

gttgtcctca

gtccaaggtyg

cttcgtggtyg

ctgagaataa

gtacttctygg

aagatgcaag

agggtcttgce

tcaacctact

gcacccacca

tctagccaca

tggagatttt

cgctggectct

acacggttay

gcocectttgt

tggccgtggg

ctgcagaaaqg

taacttttaa

aactcctgga

ggagagacca

cagcagatag

tctgtcacct

aggctcaagce

ccaccatgcet



5400
tggctaactt
5460
ccecgatetea
5520
‘ccceotgegee
5580
actaccctgt
5640
gggagaccag
5700
ttggttgttt
5760
catgagcacc
5820
ggtaggcace
5880
cttgtttcte

5924

<210> 17
<211> 6011
<212> ADN

gtttttgtag
ggtgatccac
ccagcecttgg
gtcacccaca
ccagagcacg
Ctgggggcca
tctgcaccce
cactaggtag

ctcacagttt

<213> Homo sapiens

<400> 17
ggcatggcgyg

60
cagcagcgcec
120

gaggaggagce

tgtgtgctecg

ggggcccggce

gcatcgagge

ES 2433012713

agatggagtt
ccgectegge
ggcctgtett
gctecagtgge
agggggtcag
tgtagcctgc
ctggﬁaaggt
gaccggagca

caagtaaatc

cctttgeggce
cgagacggcyg

tagcgeegyy

ttgcecatgtt
ctccoccaaagt
tgaatgggaa
ctgcctgeceg
ggcetgtgtgg
ctgcattagg
gaccttgcag
atcctggeag

cgtttttgaa

gtgggcccgt
gcggccgaca

gtegggggeg

91

gctecaggttyg

gectgggakbta

tgagactgtyg

gececctecagdgg

gttttggcet

aaagcgctgt

caggagctgt

ccgccacctg

ggct

cgcgeggatg

gcgagecgga

gtctcgaact

caggcgtgag

caaaccgtygg

getgctgacc

gattctgeat

gccatctgat

gccoctgectyg

cacccagtgca

tcggecgecgce

cacagacccec

gottgtgege gggccccteg



180
ccgecgcooo
240
gaegtcgctge
300
atcctccaca
360
aacttgcgga
420
aaccctegeg
480
tacagagacg
540
ccagatatcg
600
gggtggatgt
660
ctgttcagga
720
aaagggcccc
780
aaccagacgg
840
agggaggaat
900
ctgatgaagt
960

ctgcececgecca

cgcgcectgcectco

cgggcacgda

ccgacaccat

agctggagat

tgaagteggg

fttacacctg

ggccatacgg

acctgectec

tcecacctgat

accacggcca

accaccacag

gggggcgcac

‘tcatctacac

gccgccccga

ES 2433012713

gctgctggag
cctaccecagce
ctggaggagy
cacaggcgtg
acgttttgtg
cctgctteac
aggactgctg
ccatgaccce
ggagaggaag
catccagatt
gatgtccggce
gétggaggac
cagtcagtac

cgacctcatc

ctgccgcccy
ttggcccagyg
cgttgecotyg
tctﬁgtcggg
aaaattctcc
cgatatagac
aacgtggtgg
cacgtcgatg
gectgeecacag
gtgaagaagg
gggaggcagyg
atcttccacg
gacaactgcce

aagcctggcc

92

agctgctbggt
tctgcacgaé
aggagtatag
acgtctatgé
ctgattatga
acatttbggg
tggacggccth
accctatgaqg
tggagtgcat
atgagttctc
aggagtttcg
agcacatgeca
tgacgtaccg

tcttcaaagy

ggagatcttc

gttccggege

tgtttgcgaa

gaagcgtata

gcacatggecyg

attgtggrag

gttcatcatc

attcaagcct

gtacggccac

caccaagtgc

gacgtggctg

ggagctcatc

cegcecatcoctac

tacctatggc



1020
agccacggcc
1480
atcacgggcyg
1140
cggatccagce
1200
ctggaggtgc
1260
ggtcgtggcce
1320
gegececagca
1380
gtagctgcgg
1440‘
ggcgtgagcet
1500
ggcctcatecg
1560
ttcgatgagg
1620
cgggtecagyg
1680
ctcaagaaca
1740
tggctctggg

1800

tggagattgt

accccaacat

tgceccgacct

gcgagagggt

ggcagggccc

agggeccaga

ccgagcagcce

ccaggaatga

cgggccacygg

accgcttegg

ccacctteeg

ttcagtccect

gctctgaact

ES 2433012713

gatgctcagce

cccecgctaggg

cgagaaccag

gegecaggay

ccgggagtee

tgggacacct

tgcccagtgt

ggactacccc

cttcaccagc

gttcgtctgg

gaacgcagat

cacctectga

ctgacctgtg

ttccacggcc

cagcagacag

cgcaacttca

cagcaggaaqg

cagccaagcec

ggtgaggatg

dgggcaggggc

cgaacctgca

cctgaacgea

ctggagctga

gcgecgtcecec

cecggeeacat

aatagaagca

93

ggcgtgccag

tggagatcga
atgagctcte
gcgggcacga
ctgcccagcec
gtggcgagcce
agccgtgcgt
ggatgtgttt
ccocoggggt
aatccttcag
cacaggcctt
cecttgeegee

gcatgecactt

gggcaccaag
cctgaggeat
ccgcétcgtc
ggcgggcgay
cagggcagag
tggggatgcc
gctgeccegtg
ttatggcaca
ctteatccte
cctgtacage
cgatgagétg
acatcccggyg

tggaaatccg



gecttttgac
1860
tatgtagaga
1920
catgtcttac
1980
gggaCCgcét
2040
tegggaagea
2100
ggtcgtgtgt
2160
ggcctetggg
2220
cagtacgecag
2250
agtgaatcce
2340
atctcagett
2400
tgaatgcaca
2460
tcgttcecagce
2520
atgecttect
2580
acgcaagget

26490

cagaacgcac
gtgtgaca?a
caaaaacaga
gagaattgaa
ggaccctecet
gagacgcatg
agggggtcag
agcaagcteg
catttctcta
ccccacctgt
gcccagecca
cacttgactyg
ccctgcacgc

ccaggcecgt

ES 2433012713

acctegtegg

gacctgcata

gagaacgagc

gecggtggggt

gactggtgect

tgetececaccce

Jgaagaggcga

ggaagttggt

cocggettget

ggagtgggtt

tgcacctgcc

tcctogacgg

acacggcgtc

gtgtctgaag

ggggcccagt

tttgtcagty

ctgaatacag

tcececgecacce

cttcetgtga

cactcctttt

acagctcagg

aggatctcag

tggagtttgg

tagtgacctg

ccageccccte

cctgttccag

addacCaagc

cagtgagtgg

94

ccagccacce

ccatgatgga

cagatgtagg

togggactgget

gcggatagag

gggggaagcc

cagcgcaggt

gettggggec

acagaagcat

agtcactagg

cagctttgga

acagggcegtt

tgcecggecac

tccacacagg

cccagecactt

agaagctgag

ggacagccegt

ggtggtttte

tgatagactyg

aggcaacagt

gtgatgggca

gggactctgg

ttcacctetyg

gaatgtcacc

gccaaggcca

tgttttgtce

tgtctccaga

tagccaggagt



gcccatatga
2700
cacacctgca
2760
gactgatgec
2820
atctgaggtc
2886
tggccettece
2940
ccctotetge
3000
gacacgtcct
30606
accaacctga
3120
aaagaacata
3180
tcccagagtce
3240
gactcacgag
3300
gcagacccoeg
3360
cagcattagce
3420

cttgccaaat

gatgacgagg

tctggggaca

tecactgetyg

ttggctgagg

ccecagececac

cgecttgtoct

gctggtgagg

ggatgtcctg

agaattccca

agagaattgyg

aaaagccagt

aggcgceacct

ctacaagett

gaggcagtct

aaaccccttt

cactttggaa

tgtgecccat

ttggcatctc

agccagetee

tgtgtctggg

gacctcggga

ggaaatgttt

ttgcocaged

caaaggttcc

ggagaaagcyg

getbggetett

tgtcactcec

ctgagtgacg

ES 2433012713

geaggtgagy

Jagtgggaccc

gttgtgttaa

ctgaagaaca

gtgcccgagt

ctgctccaag

aggtgacagt

tcctgatgaa

tcagtgeatt

taaatggtaa

ccettecagg

gtgtgtggcee

tgcecctetgt

gtgactgtgg

95

ggacagctthb

tccageetagy

cacctgegtyg

gagagcacdy

gggcgteccce

tcecttgtgct

ctgtgtgcct

tttctecttyg

tggcaaatge

tetggecegge

gecggcageag

ccagtticta

ggtggtcact

ccttgaagee

ctagaaaagc
agaccccatg
tgocggaccae
tgtccagage
agcgagectt
gggéaccctg
tggtgtggag
actggccttt
ttactttgct
ctgggagaéa
cgggagecac
gcggettttg
gtttttctet

tggaggactg



3480
ttgggcatgt
3540
cttttttacc
3600
gdggcttgaa
36560
aattacgctt
3720
getgttggte
3780
ccatggtggt
3840
ggcctttttig
3900
tccgatgtgt
3960
gcgcctcaaa
4020 -
caggtggccc
4080
aagggcagct
4140
ggacagccaa
4200
actctcecatce
4260

aagtctgete

agactggcac

aagagcccga

gagcacactyg

ccagtgtttg

agttcatgtg

gacctgcagt

gccgcacagc

ccttagccag

acagcagctt

atttcctgca

gagagttgga

gecgecattagg

ttttgcacca

tcectggagtgyg

ES 2433012713

cttgéagatt
gcctegetet
tgggacgcac
ggtatagaaa
gcetecetggtt
gatgccaggce
cagtccctte
ttcttggctce
cecttecegayg
ggtgagaact
taaaaccgtt
cttgattggg
cggatgcctt

ggctgectge

caccattgtt
aagggacgca
gtgcttctga
tagcttccac
ctggtgtgta
agggccagag
agtcgtgacp
cggttctgta
ggagggcaﬁc
cggaagggct
tccaaggagg
gaaggtggca
tctgtcg;tg

agtgcagctc

96

taaataaaat
gtcctagagg
Ctaaaggaat
ccatcatatce
tgttggggge
ccacacagcc
acaggtcttg
gggacaggca
caccctcﬁca
gatgtegtceca
aggctgagta
ggtggagttg
tctcactcetg

tgcacacctyg

éaagcaaatg
cgtgccettt
ctcagatcte
tcagccatgg
gggggtctet
aggaaaggga
tttttteoege
ctgaatectgc
ggggatcctyg
tcagéggcct
acccagttca
ggaggttagy
gggcaggatc

aacgtgttct



4320
ttgtcacttg
4380
tgtgccggca
4440
attcaaggca
4500
ctgctgagtyg
4560
ttcgttectg
4620
cctgacactyg
4680
ggtggccatg
4740
cagaaccggyg
4800
cgcaagggec
4860
caggcttttct
4920
gcagcagaaa
4380
agctcgtgtt
5040
dtcecaccgte

5100

tttggaaatyg

ctgaatgtte

ggtggtattg

tgagtggett

accatgccct

ggcacctgtg

rtccttecctct

tctgagctyy

cttecageege

cacctgcaca

ctcetecageco

gtcetecatgg

caaggtgetg

ES 2433012713

atgtgattga
atttgcatga
agggtccctca
tgcaggectg
gggccccttc
cccctagcaa
agccacatgco
agatttttct
tggctcectgge
cggttaggcec
cctttgttac
ccgtggggte

cagaaagcag

agatttcaga

ggaagttaca

gcecccacctgyg

gtggtgggag

agtctgecectg

gcccacctygy

cctgectggeco

ctgagaacct

tteccetgact

attttcagtg

ttcagaacge

ttgggtgega

ctaggctctt

97

gaggtcattg
aacgacttct
gccgtgacct
agcctcaggce
cgggtctgtg
cacacgagga
gotccattcot
gcagttgtgce
cctocagggcey
ctcgtgggca
ctgcecacat
acaggagatqg

ttaggatgtt

gaggcttttc

gcaggctgag

caagtgtcca

tcectecotte

gcatccctge

gggaggggtg

gagcetttgtg

tgcagccecgea

tgttcacccc

gtcacggaca

gecatcttetg

ctgagctgtyg

tctattctgy



ttgetgecett
5160
acctgtcctg
5220
cctgtctgta
5280
tttagagaayg
5340
ttgagacagg
5400
tgaggcctca
5460
accacagdgca
5520
ccatgttget
5580
ccaaagtgct
5640
atgggaatga
5700
cctgecocggeco
5760
tgtgtgggtt
5820
cattaggaaa
5880
cttgcagca§

5940

ctggcagecyg ccacctgeac ccgtgcactt gtttctccte acagtttcaa gtaaatcegt

6000

cgtggtgtaa
agaataaaac
cttctgggga
atgcaagcag
gtcttgctct
acctactagg
éccaécacca
caggttggtce
gggattacag
gactgtgcaa
ctcaggggct
ttggcctgat
gegectgtgcece

gagctgtgeco

ttttgaagge t

6011

<210> 18
<211> 7521
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 18

cttttaagaa

tcectggaatc

gagaccagga

cagatagtct

gtcacctggg

ctcaagectgt

ccatgettgg

tegaactceece

goegtgagecec

accgtggact

gctgaccggg

tctgecatttg

atctgatcat

ctgcctgggt

ES 2433012713

cacttacggyg
atgatcaagt
acatcactgg
ccatgcgget
cktggagtgca
ctgccégcgt
ctaacttgtt
gatctcaggt
ctgcgéccca
accctgtgte
agaccagcca
gttgtttctyg
gagcacctct

aggcacccac

98

aatgtgctca
ccagtgttaa
actcctecate
ggtacttttt
gagcggcgat
tagqctccca
tttgtagaga
gatccaccoceg
geccttyggggce
acccacagct
gagcacgagg
ggggccatgt
gcaccecctg

taggtaggac

tagaacecatc

cgtggcecaa

ccegtaatta

ttgttgtttt

catggctcce

agtagctggg

tggagttttg

cctoggecte

ctgtctttga

cagtggectyg

gggtcagggc

agccetgectyg

gtaaggtgac

cggagecaatc



ggcatggegy
60

cagcagegec
120
gaggaggagc
180
ccgocgocce
240
gegtegetge
300
atcctecaca
360
aacttgcgga
420 |
caccgatata
480
ctgaacgtayg
540
cceccacgtcg

600

tgtgtgoteg

ggggcecggce

gcecatecgagge

cgcgetgete

cgggcacgga

ccgacaccat

agctggagat

gacacatttt

tggtggacgg

atgaccetat

ccttitgcgge
cgagacggcg
tagCéccggg
gctgctggag
cctacccage
ctggaggagyg
cacaggcgtg
gggattgtgg
cctgttcate

gagattcaag

ES 2433012713

gtgggeoegt
goggeocgaca
gtcgggggcy
ctgacageoay
ttggccecagy
cgttgeogty
‘tcttgtcggg
cagccagata
atcgggigga

cctetgttea

99

cgcgeggatg
gcgadcogga
gettgtgeoge
agctgctggt
tctgecacgaa
aggagtatgg
acgtctatgce
tcgggeccata
tgtacctgcce

ggatccacct

tcggcgecgce

cacagacccc

.gggccecteg

ggagatcttc

gttccggegc

tgtttgcgaa

gaagctgett

cggaggactg

tcccecatgac

gatggagagg



aaggctgeca
660
attgtgaaga
720
dggcgggaggac
780
gacatcttecc
840
tacgacaact
200
atcaagcctg
260
agcttccacg
1020
gggcagcaga
1080
cagcgcéact
1140
gagcagcagg
1200
tcccagecaa
1260
cctggtgagg
1320
tgtgggeagy
1380

ccecgaacct

cagtggagtg
aggatgagtt
aggaggagtt
acgagcacat
gcctgaccté
gcctcttcaa
gcecggcegtge
;agtggagat
tcaatgagct
aaggcgggca
goeccoctygccca
atggtggcga
ggcagcecgtt

gcaggatgtg

ES 2433012713

catgtacggc
Ftccaccaag
tcggacgtgg
gcaggagctc
ccgceccgeate
aggtacctat

caggggcacc

cgacctgagg

ctcccgeate

cgaggcgggce

gcoccagggca

goctggagat

cgtgctgecee

tttttatgge

cacaaagggc

tgcaaccaga

ctgagggagy

atcctgatga

tacctgecegce

ggcagccacg

aagatcacgg

catcggatcc.

gtcetggagyg

gagggtcgtg

gaggcgcecca

gccgtagetg

gtgggcgtga

acaggcectca

100

ccoecaccacgyg
cggaccacca
aatgdggycyg
agttecatcta
ccageccgcecec
gcetggagat
gcgaccccaa
agctgeccecga
tgégcgagag
gccggeaggyg
gcaagggecce
cggccgagea
gctccaggaa

tcgcgggcéa

ccacatceccag
caggatgtcc
cacgctggag
caccagtcag
cgacgacctc
tgtgatgectce
catceceget
cctocgagaac
ggtgcgccag
cceccecgggag

agatgggaca:

gcetgeceag

tgaggactac

cggcttecacce



1440
agccectgaac
1500
tggctggage
1560
gatgcgecgt
1620
tgaccggeea
1680
gtgaatagaa
1740
cggggggccc
1840
atatttgtca
1860
agcdtgaata
1920
ggttccoccgeca
1980
gctcttcctg
2040
ccccactect
2100
cgaacagcte
2160
ggtaggatcect
2220

gcttggagtt

gcacceocegg

tgaaatcctt

ccccacaggc

catccttgece

gcagcatgceca

agtccagceca

gtgccatgat

cagcagatgt

coctgggety

tgagcggata

tttgggggaa

aggcagcgea

caggcttggg

tggacagaag

ggtcttcatce

cagcctgtac

cttcgatgag

gccacatoce

ctttggaaat

cccccoccagea

ggaagaagct

aggggacage

gctggtggtt

gagtgataga

gccaggcaac

ggtgtgatgg

gcecgggacte

catttcacct

ES 2433012713

ctcttegatg

agececgggtee

atgctcaaga

gggtggctct

ccggectttt

ctttatgtag

gagecatgtet

cgtgggaccy

ttctegaggaa

ctgggtcgty

agtggcctet

gcacagtacg

tggagtgaat

ctgatctcag

101

aggaccgctt

aggccacett

acattecagtc

ggggctctga

gaccagaacg

agagtgtgac

taccaaaaac

cgtgagaatt

gcaggaccct

tgtgagacyc

gggagggggt

cagagcaagc

cecccattbct

cttececcace

cgggttegtc

ceggaacgea

ccteocacctes

actctgacct

cacacctegt

atagacctgce

agagagaacg

gaagcggtgg

cctgactggt

atgtgctcea

caggaagaqgd

tcgggaagtt

ctaccggectt

tgtggagtgg



2280
gtttagtgac
2340
gccccagaocc
2400
cggcctgtte
2460
gtcaaaacca
25290
aagcagtgag
2580
tttgcaggty
2640
gaaagtggga
2700
catgttgtgt
2780
ctcctgaaga
2820
tcecgtgeocecyg
2880
gggctgctcec
2940
ggaaggtgac
3000
ttttectgat

3060

ctgagtcact

ctccagettt

cagacagggc

agctgcegyge

tggtccacac

aggggacagc

ccctecageco

taacacctgce

acagagagca

agtgggcgtc

aagtccttgt

agtectgtgty

gaatttectcce

agggaatgtce
ggagccaagy
gtttgttttg
cactgtetecc
aggtgccagyg
tttectagaaa
tggagacccc
gtgtggggac
cggtgtccag
cocagcgagce
gotgggeacce
ccttggtgtg

ttgactggece

ES 2433012713

acctgaatgce

ccatcgttec

tccatgcett

agaacgcaag

agtgcccata

agccacacct

atggactgat

ccecatectgag

agctggeoct

cttceekete

ctggacacgt

gagaccaacc

tttaaagaac

102

acagceccaga

agccacttga

ccteceectgea

gcteocaggcc

tgagatgacg

gcatctgggyg

gcecctecactg

gtcttggetg

tcceceocagcec

tgcegetigt

cctgctggtg

tgaggatgtce

ataagaattc

ccatgracot

ctgtectega

cgcacacggc

cgtgtgtetyg

aggaaacccc

acacactttg

ctgtgtgcec

agagttggcat

cacagccagc

céttgtgtct

agggacctcg

ctgggaaatg

ccattgccea



gectecagtge
3120
tcctaaatgg
3180
gcgcecctteo
3240 |
cttgtgtgtg
3300
ccctgecctce
3360
acggtgactg

3420

attcaccatt

3480
tctaagggac
3540
cacgtgettc
3600
aaatagcttc
3660
gttetggegt
3720
ggcagggcca
3780
ttcagtcgtyg
‘3840
ctecggttcet

3900

atttggcaaa

taatctggee

agggcggcag

gccccagttt

tgtggtggtce

tggcecttgaa

gtttaaaﬁaa

gcagtectag

tgattaaagg

cacccatcat

gtatgttgog

gagccacaca

actacaggtc

gtagggacag

ES 2433012713

‘tgcttacttt

ggcctgggag
cagcgggage
ctagcggett
actgtttttc
gcctggagga
aatcaagcaa
aggcgtgcce
aatctcagat
gtctcagccea
ggcgggggte
gccaggaaag
Ltgtttttec

gcactgaatc

gcttcccaga
aaagactcac
cacgcagacc
ttgecagcatt
tctettgeca
ctgttgggca
atgctttett
tttggggett
ctcaattacyg
tgggetgttyg
Lcteccatggt
ggaggecttt

cgctcegatg

tgcgcgcectc

103

gtcagagaat

gagaaaagcc

ccgaggeogcea

agcctacaag

aatgaggcag

tgtagactgg

accaagagcce

gaagagcaca

cttécagtgt

gtcagttcat

ggtgacctgc

ttggeceogeac

tgtcettage

aaaacagcag

tggcaaaggt
agtggagaaa
cctgectggcet
ctttgtcact
tctctgagtg
caccttgaag
cgagcectcogce
ctgtgggacy
ttgggtatag
gtggctecctg
agtgétgcca
égccagtccc
cagttcttgg

cttececttec



gggggagygge
3960
actcggaagg
4020
gttﬁccaagg
14080
ggggaaggtyg
4140
ctttoctgteg
4200
tgcagtgcag
4260
Egaagattte
4320
tgaggaagtt
4380
tcagccceace
4440
ctggtggtag
4500
ticagtctge
4560
caagcccacc
4620
tgecectgetg
4680

tctctgagaa

atccaccctc

gctgatgtcg

aggaggctga

gcaggtggag

ctgtctcecact

ctetgeacac

agagaggtea

gcaaacgact

tgggccgtga

gagagcctca

ctgcggctct

tggcacacga

gececgetocat

coctgecagttyg

ES 2433012713

tcaggggatc
tcatcagagg
gtaacccagt
trgggaggtt
ctggggcagg
ctgaacgtgt

ttggaggcett

tctgcagget.

ccktcaagtgt

ggctcectcee

gtggcatccc

ggagggaggyg

tctgagettt

tgctgcagcc

ctgcaggtgg

cctaagggeca

tcaggacagc

gggactctce

atcaagtecty

tctttgtecac

ttctgtgccyg

gagattcaag

ccactgctga

ttcttcgtte

tgccctgaca

gtgggtggea

gtgcagaacc

gecacgcaagg

104

ccecatttect

gctgagagtt

caagcgcatt

atcttttgeca

ctctectggayg

ttgtttggaa

gecacigaatyg

gceggtggta

gtgtgagtgg

ctgaccatge

ctgggcacct

atgtecttcc

gggtctgagc

gecccttcage

gcaggtgaga
ggataaaacc
aggcttgatt
ccacggatgce
tggggctgec
atgatgtgat
ttecatttgca
ttggggtcee
ctttgcgggc
cctgggecceccce
gtgccgctag
tetageccaca
tggagatttt

cgetggetet



4740
ggctteccocctg
4800
gececattttca
4860
tacttcagaa
4920
gtettgggtg
4980
cagctaggct
5040
gaacacttac
5100
atcatgatca
5160
ggaacatcac
5220
tctccatgcg
5280
gggctggagt
5340
tgtctgceccg
5400
tggctaactt
5460
ccegatctca
5520

ccectgegeco

gctcctcagg
gpgctcgtgg
cgecctgceccececa
cyaacaggayg
cttttaggat
gggaétgtgc
agtcecagtgt
tggactccte
gctggtactt
gcagagcggce
ccttagecte
gtttttgtag
ggtgatccac

ccagecettgy

gcgtgttcac
gcagtcacqgyg
catgcatctt
atgctgagct
gtttctatte
tcatagaacc
taacgtggcec
atceccecgtaa
Lttttgotgt
gatcatggct
ccaagtagcet
agatggagtt
ccgectegge

ggcctgtett

ES 2433012713

ccccaggctt
acagcagcag
ctgagctcgt
gtggteccacc
tggttgectgce
atcacctgrce
caacc#gtct
ttatttagag
tttttgagac
ccectgaggec
gggaccacag
ttgccatgtt
ctcccaaagt

tgaatgggaa

105

tctcacctgce

aaactecctca

gttgtcctca

gtccaaggty

cttcgtggtg

ctgagaataa

gtacttetgg

aagatgcaag

agggtcttgce

tcaacctact

gcacccacca

gctcaggtty

g;tgggatta'

tgagactgtyg

acacggttay

gcceetttgt

tggcegtggg

ctgcagaaag

taacttttaa

aactcctgga

ggagagacca

cagcagatag

tctgtcacct

aggctcaagce

ccaccatgcet

gtctcgaact

caggegtgag

caaaccgtgg



55840
actaccectgt
5640
gggagaccag
5700
ttggttgttt
5760
catgagcacc
5820
ggtaggcacc
5880
cttgtttete
5940
atttetttgyg
6000
ctgggaaccc
6060
ggagcattga
6120
acctggeatce
6180
tagattttct
6240
gagyggaatgt
6300
tttactaaac

6360

gtcacecaca

ccagagcacy

ctgggggcca

tctgcaccece

cactaggtag

ctcacagttt

gaatatgagt

agacttccca

agggatgceet

agaggtgtct

tagatttaag

gctgagagcc

tcatatgtte

ES 2433012713

getcagtygge

agggggtcag

tgtagcctgce

ctggtaaggt

gaccggagcea

caagtaaatc

tggacggagyg

gcttcttgag

tggagcecag

cgagtceccta

ccaaadtgag

aggcagatga

ttgtaaacag

ctgeckgeeyg

ggctgtgtygy

ctgcattagy

gaccttgecag

atecctggeag

cgtttttgaa

cgagagcétt

gaagtgtcag

acagtggttg

cccagggace

ttgcattake

actgaggatc

ttctttagca‘

106

geocctocaggy

gttttggect

aaagcgctgt

caggagctgt

cecgecacetg

ggettgtigt

aagccatgceg

atttccegeg

tcecectgtgte

cagaggagte

tgcaacgagg

tcattgatct

tagacagtga

getgetgace
gattctgeat
gccatétgat
gcecctgectyg
caccecgtgea
étgttttgﬁg
ag?tgtcggc
ttgacagaayg
cttcecctttg
cgggececag
acagatatgg
ttcttttgtg

aagtacccecc



tgttoteate
6420
tgtagaaaca
6480
ttggcaagtyg
6540
gcagctgttt
6600
tggcatectge
6660
gcagggatgt
6720
tacggtggag

6780

aaacaagtga-

6840
attcatgtgt
6900
gteggagggt
6960
gcatctgttce
7020
tggttcagaa
7080
cacccactge
7140
tectgggtgce

7200

ccagecteee

ggatgtttte

tgattttcca

tggggacagc

atcctgaggt

tcattgctac

ccacccatge

gagatggtat

ggggaaaagc

agaacttcaa

acctgttgat

acaagcccct

catctecget

cctccaggga

ES 2433012713

cgtgagtcac

catggtaatg:

agtgttggeca
tggtactage
gtbecaceocte
actgtéacaa
tgtecaccigg
tggtgtaaca
tgaagatacyg
ctgbtttget
cctgatacceg
cagacaggac
ggtctegggy

gagcagggga

tgctgetaat

‘cactcaaagt

gtgatgcagg
tcatggecact
gggcaacgcg
ctgtcacadg
éagacgggca
tgtaaaaatg
cgtgggaatyg
ttaaaaagta
tggattacga
acagtgccca
ttgccacata

tegtgggtcec

107

taatgctgtt
aqaccctcga
goaacadggaa
aaggacacgyg
agagcccagyg
ccggaaggayg
cacagecttyg
caaatactté
gbtagtggtcac
aégatcgcat
gacccccﬁct
ggggcagtga
gccectgecage

ccggcyggtyag

agcttggaét
ttggcagaaa
cgcaggtggy
gcccagggac
catgggcc§c
gcaggtggac
ttcegttgea
atttttatca
ﬁtctaggggt
ggcagaacta

X
cttttctgtg

cctgcaggcec

-tgeggctget

gtgtttecectt



ctcecggggag
7260
gctgctgttt
7320
tcatcptcag
7380
atgcagcctc
7440
cccaggtcac
7500
tttctcttac

7521

<210> 19
<211> 7608
<212> ADN

agcaggggat

ccaggecettt

ctgcactggyg

ctgtctggac

aggggdgaagt

atattttatt

<213> Homo sapiens

<400> 19

ggcatggegyg tgtgtgeteg

60
cagcagecgcec
120
gaggaggagce
180
ccgccgcccc
240
gegtegetge
300
atcctcecaca

360

ggggcecegge

gcatcgaggce

cgcgetgete

cgggcacgga

ccgacaccat

ES 2433012713

cgtgggtcec

ctgtggggcc

cgtgccaacc

gagaccctge

gtyggatctga

cctttgegge

cgagacggceyg

tagegeeggg

gctgctggag

cctacccage

ctggaggagg

cggtggtggy

tgggtectgt

acaaacgagt

cccccacaga

taagggacta

gtgggeccegt

gcggocgaca

gtcgggggeg

ctgccgcececg

ttggcccagy

cgttgeecgtg

108

tgtttécttc
cctggggeca
cacttgectac
ctggagacgc

aatgtggcgt

cgegeggatyg
gcgagocgga
gettgtgoege
agctgctggt
tectgecacgaa

aggagtatgg

tctaaggttt

agccacdggyg

aagcagcacc

accccgattt

ctttcatatg

teggegecge

cacagacccc

gggoccoteyg

ggagatctte

gttccggege

tgtttgcgaa



aacttgcgga
420
aaccctcgeg
480
tacagagacyg

540

ccagatatcg

600
dgggtggatgt
660
ctgttcagga
720
aaagggcccc
780
aaccagacygg
840
agggaggaat
200 -
ctgatgaagt
960
ctgeccgceca
1020
agccacggec
1080
atcacgggcg
1140

cggatccagc

agctggagat

tgaagtcggyg

tttacacctg

ggccatacgg

acctgectee

tccacctgat

accacggcca

accaccacag

gggggcgceac

tcatctacac

goecgoeccga

tggagattgt

accccaacat

tgcccgacct

ES 2433012713

cacaggcgtg
acgttttgtg
cctgcttcac
aggactgctg
ccatgaccec
ggagaggaag
catccagatt
gatgtccgge
gctggaggﬁc
cagtcagtac
cgacctcatc
gatgctcage
cccegetggy

cgagaaccag

tcttgteggg

aaaattctce

cgatatagac

aacgtggtgg

cacgtegaty

gctgeccacag

gtgaagaagg

gggaggcagg

atcttccacg

gacaactgcc

aagcctggee

ttccacggcecc

cagcagacag

cgcaacttca

109

acgtctatagc

ctgattatga

acattttggg

tggacggect

accctatgag

tggagtgcat

atgagttctc

aggagttteg

agcacatgca

tgacctaccg

tettcaaagg

ggcgtgccag

tggagatcga

atgagctctc

gaagcgtata

gcacatggcecg

attgtggecag

gttcatcatce

attcaagccet

gtacggccac

caccaagtgc

gacgtggctg

ggagctcatc

ccgcatctac

tacctatggce

gggcaccaag

cctgaggeat

ccgeatecgtce



1200
ctggaggtgce
1260
ggtcgtggec
1320
gcgecocagca
1380
gtagctgcgg
1440
ggcgtgaget
1500
ggcctcatcg
31560
ttecgatgagg
1620
cgggtccagg
_1680
ctcaagaaca
1740
tggctetggg
1800
gccttttgac
1860
tatgtagaga
152¢
catgtcttac
1980

gggaccgcegt

gcgagagggt

ggcagggccece

agggcccaga

ccgagcagcc

ccaggaatga

cgggecacgg

accgettegg

ccaccttccg

ttcagtcecct

gctectgaact

cagaacgcac

gtgtgacata

caaaaacaga

gagaattgaa

ES 2433012713

gcgcecaggayg
chggagfcc
tgggacacct
tgcccagtgt
ggactaccecc
cttcaccagc
gttegtetgy
gaacgcagat
cacctcetga
ctgacctgtg
acctcgtcgg
gacctgcata
gagaacgage

gcggtggggt

cagcaggaag

cagccaagcecce

ggtgaggatg

gggcaggggce

cgaacctgea

cctgaacgca

ctggagcectga

gcgccgteeco

ccggecacat

aatagaagca

ggggcccagt

tttgtcagtg

ctgaatacag

tccegeaccece

110

gcgggeacga
ctgeceocagee
gtggcgagcce
agceegttegt
ggatgtgﬁtt
ccceecggggt
aatcctteag
cacaggcctt
ccttgeegece
gcatgcactt
ccagccacce
ccatgatgga
cagatgtagg

tgggctggcect

ggcgggedag
cagggcagag
tggggatgcec
gectgcecgtyg
ttatggcaca
cttcatccte
cctgtacagc
cgatgagatg
acatccecggg
tggaéatccg
cccagcadtt
agaagctgag
ggacagccdgt

ggtggtttte



2040

tcgggaagcea
2100
ggtcgtgtgt
2160
ggcctctggg
2220
cagtacgecag
2280
agtgdatccc
2340
atctcagectt
2400
tgaatgcaca
2460
tegtteccage
2520
atgccttocct
2580
acgcaaggct
264Q
gcccatatga
2700
cacacctgca
2760
gactgatgcc

23820

ggaccctect

gagacgcatg

agggggtcag

agcaagctcg

catttctcta

ccccacctgt

gcccageeca

cacttgactg

ccctgcacgce

ccaggcccegt

gatgacgagg

tctggggaca

tccactgetg

ES 2433012713

gactggtgcect
tgctccaccc
gaagaggcga
ggaagttggt
cecggcttget
ggagtgggtt
tgecacctagce
tcctcgacgg
acaéggcgtc
gtgtctgaag
aaacccéttt
cactttggaa

tgtgcecccat

cttccitgtga

cactcctttt

acagctcagyg

aggatctcag

tggagtttgg

tagtgaccty

ccagcccctc

cctgtteecag

aaaaccaagc

cagtgagtgy

gcaggtgagyg

agtgggaccc

gttgtgttaa

111

gcggatagag
gggggaagcc
cagcgecaggt
goettggggee
acagaagcét
agtcactagg
cagctttgga
acagggoegtt
tgccggccac‘
tccacacagg
ggacagcttﬁ
tccagcctgg

cacctgcgtg

tgatagactyg

aggcaacagt

gtgatgggca

gggactcetgg

ttcacctctg

gaatgtcacc

gccaaggcca

tgttttgtec

tgtctccaga

tgecaggagt

ctagaaaagcC

agaccccatg

tggggacccce



atctgaggte
2880
tggcccecttece
2940
coctectetyge
3000
gacacgtect
3060
accaacctga
3120 .
aaagaacata
3180
tcccagagtce
3240
gactcacgag
3300
gcagaccccg
3360
cagcattagc
3420
cttgccaaat
3480
ttgggecatgt
3540
cttttttace
3600
ggggcttgaa
3660

ttggctgagg

cccagcccac

cgettgtoct

gectggtgagg

ggatgtcctg

agaattccca

agagaattgg

aaaagccagt

aggcgcacct

ctacaagctt

gaggcagtcet

agactggcac

aagagcccga

gagcacactg

ES 2433012713

ttggcatcke

agccagctcc

tgtgtetgygg

gaccteggga

ggaaatgttt

ttgéccagcc

caaaggttcc

ggagaaagcyg

gctggctett

tgtcactcce

ctgagtgacy

cttgaagatt

gecctecgetct

tgggacgecac

ctgaagaaca

gktgcccgagh

ctgectecaayg

aggtgacagt

tcctgatgaa

tcagtgecatt

taaatggtasa

cocttcecagg

gtgtgtggec

tgccctctgt

gtgactgtgg

caccattgtt

aagggacgca

gtgcttectga

112

gagagcacgg

gggcgtcece

ceecttgtget

ctgtgtgecet

tttctecttg

tggcaaatgc

tectggecgygce

gecggcagcecag

ccagtttcta

ggtggtcact

ccttgaagcee

taaataaaat

gtcctagagyg

ttaaaggaat

tgtccagagc

agcgagcectt

gggcacccotg

tggtgtggag

actggecttt

ttactttget

ctgggagaaa

cgggagccac.

gcggcttEtty

gtttttctct

tggaggactyg

caagcaaatg

cgtgececcettt

ctcagatcte



aattacgctt
3720
gectgttggtc
3780
ccatggtyggt
3840
ggcetttttg
3300
tcecgatgtgt
3960
gecgcctcaaa
4020
caggltggccc
4080
aagggcagcet
4140
ggacagccaa
4200
actctccecate
4260
aagtctgcte
4320
ttgtcacttg
4380
tgtgccggcea
4440

attcaaggca

ccagtgtttyg

agttcatgtg

gacctgcagt

gccgecacaygd

ccttagccag

acagcagctt

atttcectgceca

gagagttgga

gcgcakttagg

ttttgcacca’

tetggagtyg

tttggaaatyg

ctgaatgttc

ggtggtattg

ES 2433012713

ggtatag;aa
gctc?tggtt
gatgccagge
cagtccqttc
ttcttggctc
cccttoocggy
ggtgagaact
taaaaccgtt
cttgattggg
cggatgccett
ggctgcctgce
atgtgattga
atttgcatga

gggtccctca

tagcttccac

ctggtgtota

agggccagad

agtcgtgact

cggttctgta

ggagggcatc

cggaagggct

tccaaggagyg

gaaggtggca

tctgtecgetg

agtgcagetc

agatttcaga

ggaagttgca

gcccacctgg

113

ccatcatgtce

tgttgggggc

ccacacagcc

acaggtctty

gggacaggca

caccctcecteca

gatgtcgtea

aggctgagta

ggtggagttg

tctcactctg

tgcacacctyg

gaggtcattg

aacgacttcet

gccgtgacct

tcagccatgg
gggggtctet
aggaaaggga
tttttteege
ctgaatctge
ggggatcctg
tcagaggcct
acccagttca
ggaggttggy
gggcaggatc
aacgtgttct
gaggctttte
gcaggctgag

caagtgtcca



4500
cbtgctgagtg
4560
ttcgttcecctg
4620
cctgacactg
4680
ggtggccatyg
4740
cagaaccyggy
4800
cgcaagggcc
4860
caggctttct
4920
gcagcagaaa
43880
agctcgtgtt
5040
gtccacecgte
5100
ttgctgeccectt
5160
acctgtcetg
5220
cctgtctgta
5280

tttagagaayg

tgagtggctt
accatgccct
ggcacctgtg
teccttecket
tctgagetgg
cttcagcege
cacctgcaca
ctceatecagee
gtcctecatgg
caaggtgctyg
cgtggtgtaa
agaa;aaaac
cttctgggga

atgcaagcag

ES 2433012713

tgcaggcctg

gggccectte

cccctagcaa

agccacatgce

agatttttect

tggctctgge

cggttaggcc

cctttgttac

ccgtggggtec

cagaaagcad

cttttaagaa

tcctggaatce

gagaccagga

cagatagtct

gtggtgggag
agtctgectg
gceccacctgyg
cctggtggcc
ctgagaacct
ttccectgact
attttcagtg
ttcagaacgc
ttgggtgcga
ctaggctett
cacttacggg
gtgatcaagt
acatcactgg

ccatgeggcet

114

agectcaggce
cggctctgtg'
cacacgagga
g;tccattgt
gcagttgtgce
cctcagggeg
ctcgtgggca
ctgcccacat

acaggagatg

ttaggatgtt

aatgtgctceca

ccagtgttaa

actcctcatc

ggtacttttt

tcectectte

gcatccctge

gggagyggty

gagcﬁttgtg

tgcagccgea

tgttcacccc

gtcacggaca

gcatcttotg

ctgagctgtg

tctattctgg

tagaaccatc

cgtggeccaa

cccgtaatta

ttgtbtgtttt



5340
ttgagacagg
5400
tgaggcectca
5460
accacaggca
5520
ccatgttgcect
5580
ccaaagtgct
5640
atgggaatga
5700
cetgeceggce
5760
tgtgtgggtt
5820
cattaggaaa
5880
cttgcagcag
5940 .
ctggcageceyg
6000
ctttgaagge
6060
gagccttaag

6120

gtecttgeoctet
acctactagg
cccaccacca
caggttggtc
gggattacag
gactgtgcaa
étcaggggct
ttggectgat
gcgctgtgec
gagctgtgce
ccacctgeac
ttgttgtgtg

ccatgcgage

ES 2433012713

gtcacctggyg
ctcaagetgt
ccatgcttgy
tcgaactcecec
gegtgageeco
accgtggact
gctgaccggyg
tctécatttg
atctgatcat
ctgcctgggt
ccgbgcactt
ttttgtgatt

tgtcggecty

ctggagtgca

ctgcecogect

ctaacttgtt

gatctcaggt

ctgcgcecccca

accctgtgtc

agaccagecca

gttgtttctg

gagcacctct

aggcacccac

gtttctccté

tctttgagaa

ggaacccaga

115

gagcggcgat
tagcctcececa
tttgtagaga
gatccacceg
gccttgggge
acccacagcet
gagcacgagg
ggggccatgt
gcacc¢cctg
taggtaggac
acagtttcaa
tatgagttgyg

ctteccaget

catggctccc
agtagctggy
tggagttttg
cctoggecte
ctgtctttga
cagtggectg
gggtcaggge
agcctgecctg
gtaaggtgac
cggagcaatce
gtaaatcegt
acggaggcga

tcttgaggaa



gtgtcagatt
6180
gtggttogtce
6240
agggacccag
6300
cattatctge
6360
gaggatctca
6420
tttagcatag
6480
tgctaattéa
6540
tcaaagtaca
6600
atgcagggga
6660
fggcactaag
6720
caacgcgaga
6780
tcacaggccg
6840
acgggcacac
6900
aaaaatgcaa

6960

tccegegttg

ctgtgtecctt

aggagttcgg

aacgaggaca

ttgatcttte

acagtgaaag

tgctgttage

ccctegattg

acaggaacgc

gacacgggcoc

gccoccaggeat

gaaggaggca

agccttgttce

atacttaatt

ES 2433012713

acagaaggga

ccctttgacc

gcceeagtag

gatatgggag

ttttgtgttt

tacccoctgt

tbggaattgt

gcagaaattg

aggtggggca

cagggactgg

gggccacgca

ggtggactac

cagttgcaaaa

tttatcaatt

gcattgaagg
tggcatcaga
attttcttag
ggaatgtgect
actaaactca
tctcatccea
agaaacagga
gcaagtgtga
gctgttttgg
catctgcatc
gggatgttca
ggtggagcca
caagtgagag

catgtgtyggg

116

gatgeccttgg

ggitgtctcga

atttaagcca

gagagccagd

tatgttettyg

gecteecegt

tgttttccat

ttttccaagt

ggacagctgg

ctgaggtgtc

ttgctacact

cccatgetgt

atggtattgg

gaaaagctga

agcceccagaca

gtecectacce

aagtgagttg

cagatgaact

taaacagtte

gagtcactgc

ggtaatgcac

gttggcagtg

tactagctca

cacccteggyg

gtgacaactg

cacctggcag

tgtaacatgt

agatacgegt
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gggaatggty
7020
aaaagtaagyg
7080
attacgagaé
7140
gtgcccaggg
7200
ccacatagcc
7260
tgggtccceeyg
7320
tggtgggtgt
7380
gtcetgtoct
7440
aacgagtcac
7500
ccacagactg
7560
gggactaaat

7608

<210> 20
<211> 21
<212> ADN

tggtcacttc

atcgcatggac

cccecectett

gcagtgacct

tgccagctgce

gcggtgggtg

ttccttctet

ggggcecaage

ttgctacaag

gagacgcacc

gtggcgtett

<213> Homo sapiens

<400> 20

ES 2433012713

taggggtgte
agaactagca
ttctgtgtgyg
gcéggcccac
ggctgcttcc
tttecttete
aaggtttgct
cacggggtca
cagcaccatg
ccgatttccece

tcatatgttt

gtgaagaagg atgagttctc c¢

21

<210> 21
<211> 20
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 21

agctgagcat cacaatctcc

20

<210> 22
<211>25
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 22

ggagggdgtaga

tctagttcacc

ttcagaaaca

ccactgecat

tgggtgeccct

cggggagagc

gctgttteca

tcctecagetg

cagcctectyg

aggtcacagg

ctcttacata

117

acttcaactg
tgttgatcet
agcccetcayg
ctcecgetggt
ccagggagad
aggggategt
ggcctttétg
cactgggecgt
tctggacgag
gggaagtgtg

ttttattt

ttttgecttta
gatacégtgg
acaggacaca
cteggggttyg
caggggateyg
gggtccccgg
tggggectgy
gocaaccaca
accctgcceec

gatctgataa
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ggagcttcce caactcataa atgcec

25

<210> 23

<211> 25

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 23
gcatgatgte tgatgtggtc agtaa

25

<210> 24

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 24
tgcgaagctyg cttcaccgat

20

<210> 25

<211> 21

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 25
ggcecgtacat gcactcecact g

21

<210> 26

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 26
gagaacctgce agttgtgctg

20

<210> 27

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 27
atggtgctge. ttgtagcaag

20

<210> 28

<211> 21

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 28
tgcccatatg agatgacgag g

21

<210> 29

<211> 21

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 29
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acactcagca gtggacactt g

21

<210> 30

<211>24

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 30
ggcaaatgct ggacccaaca caaa

24

<210> 31

<211>24

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 31
ctaggcatgyg gagggaacaa ggaa

24

<210> 32

<211> 21

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 32
gactgggctg cgtgctcatc ¢

21 .

<210> 33

<211>24

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 33 4
aggccctgtg gtcactcata ctgc

24

<210> 34

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 34
aggggctaac aatggacacc

20

<210> 35

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 35
ccgaagataa gggggaacta ct

22

<210> 36

<211> 21

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 36
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ccggcgggag gcaggaggag b
21

<210> 37

<211>24

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 37
gcggcggtag gtcaggcagt tgtc

24

<210> 38

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 38
tgegaagcectg cttcaccgat

20

<210> 39

<211> 21

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 39
ggccgtacat gcactccact g

21

<210> 40

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 40
gtgaagtcgg gacgttttgt ga

22

<210> 41

<211> 21

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 41
ccgtggtggg gcecettigtg g

21
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REIVINDICACIONES

1. Una molécula aislada de acido nucleico de BNO1 que se cartografia en el cromosoma humano 16q24.3 y que
comprende la secuencia de nucleétidos expuesta en SEQ ID Numeros: 1 o0 3.

2. Una molécula aislada de acido nucleico de BNO1 que comprende la secuencia de nucleétidos expuesta en
SEQ ID Numeros: 1 o 3, que codifica un polipéptido capaz de formar parte de un complejo de ubicuitina-ligasa implicado
en el direccionamiento de proteinas mediante ubicuitinacion para una degradacion en el proteasoma.

3. Una molécula aislada de acido nucleico de BNO1 que es al menos 95% idéntica a una molécula de ADN que
consiste en la secuencia de nucleotidos expuesta en SEQ ID Numeros: 1 o 3 y que codifica un polipéptido capaz de
formar parte de un complejo de ubicuitina-ligasa implicado en el direccionamiento de proteinas mediante ubicuitinacion
para una degradacion en el proteasoma.

4, Una molécula aislada de acido nucleico de BNO1 que codifica un polipéptido que tiene la secuencia de ami-
noacidos expuesta en SEQ ID Numeros: 2 0 4.

5. Una molécula de acido nucleico aislada que consiste en la secuencia de nucleétidos expuesta en SEQ ID
Numeros: 1 0 3.

6. Un vector de expresion que comprende una molécula de acido nucleico tal y como se ha definido en una cual-
quiera de las reivindicaciones 1 a 5, ligado funcionalmente a elementos de control adecuados.

7. Una célula aislada transformada con el vector de expresion segun la reivindicacion 6.

8. Una célula segun la reivindicacion 7, en la que la expresion de BNO1 recombinante se puede interrumpir.

9. Una célula segun una cualquiera de las reivindicaciones 7 u 8, que es una célula eucariota.

10. Un método de preparacion de un polipéptido codificado por cualquiera de los acidos nucleicos segun las reivin-

dicaciones 1 a 5, que comprende las etapas de:

(1) cultivar una célula tal como se define en la reivindicacion 7 o 9 en condiciones eficaces para la produccion
del polipéptido; y

(2) recoger el polipéptido.

11. Un polipéptido aislado de BNO1 que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID Numeros: 2
04.
12. Un polipéptido aislado de BNO1, que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID Numeros:

2 0 4, que es capaz de formar parte de un complejo de ubicuitina-ligasa implicado en la degradacion de proteinas a
través de la ubicuitinacion.

13. Un polipéptido aislado de BNO1 capaz de formar parte de un complejo de ubicuitina-ligasa implicado en la
degradacion de proteinas a través de la ubicuitinacion que tiene al menos 95% de identidad con la secuencia de ami-
noacidos expuesta en SEQ ID Numeros: 2 0 4.

14. Un polipéptido aislado de BNO1 que consiste en la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID Numeros: 2
04.
15. Un anticuerpo para la deteccion de BNO1 que es inmunolégicamente reactivo con un polipéptido tal y como se

define en una cualquiera de las reivindicaciones 11 a 14, preferentemente un anticuerpo monoclonal, un anticuerpo
humanizado, un anticuerpo quimérico o un fragmento de anticuerpo que incluye un fragmento Fab, un fragmento F(ab')z,
un fragmento Fv, anticuerpos de cadena sencilla y anticuerpos de dominio Unico.

16. El uso de una molécula de acido nucleico segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en la preparacion
de un medicamento para el tratamiento de un trastorno asociado con una disminucion de la expresion o de la actividad
de BNO1.

17. El uso segun la reivindicacion 16, en el que la molécula de acido nucleico es una parte de un vector de expre-
sion que también incluye elementos de control adecuados.

18. El uso de un antagonista de BNO1 en la preparacion de un medicamento para el tratamiento de un trastorno
asociado con el aumento de la expresion o la actividad de BNO1, en donde dicho antagonista es un anticuerpo segun la
reivindicacion 15.

19. El uso de una molécula de acido nucleico aislada que es el complemento de una molécula de acido nucleico tal
y como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, cuyo producto de transcripcion es un ARNm que se
hibrida con el ARNm codificado por BNO1, en la preparacién de un medicamento para el tratamiento de un trastorno
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asociado con el aumento de la actividad o de la expresién de BNO1.

20. Un método para escrutar un compuesto capaz de modular la actividad de BNO1 que comprende combinar un
péptido segun una cualquiera de las reivindicaciones 11 a 14, y un compuesto candidato, y determinar la unién de dicho
compuesto candidato con dicho péptido.

21. Un método para escrutar candidatos a farmacos que comprende las etapas de:
(1) proporcionar una célula seguin una cualquiera de las reivindicaciones 7 0 9;
(2) afiadir un candidato a farmaco a dicha célula; y

(3) determinar el efecto de dicho candidato a farmaco sobre la expresion de BNO1 en dicha célula.

22. El uso de un acido nucleico segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, para escrutar candidatos a
farmacos.
23. El uso in vitro de un acido nucleico segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, para el diagnéstico o el

prondstico de trastornos asociados con una disfuncion de BNO1 o una predisposicion a tales trastornos.

24, El uso in vitro de un polipéptido segun cualquiera de las reivindicaciones 11 a 14, para el diagnoéstico o el
prondstico de trastornos asociados con una disfuncion de BNO1 o una predisposicion a tales trastornos.

25. El uso in vitro de un anticuerpo segun se ha definido en la reivindicacion 15, para el diagndstico o el prondstico
de un trastorno asociado con BNO1 o una predisposicion a tales trastornos.

26. Un método in vitro para el diagnéstico o el prondstico de un trastorno asociado con mutaciones en BNO1, o una
predisposicién a tales trastornos en un paciente, que comprende las etapas de:

comparar BNO1 o un acido nucleico que codifica BNO1 procedente de una muestra que se debe obtener a par-
tir de un paciente con BNO1 de tipo silvestre o un acido nucleico que lo codifica con el fin de establecer si la
persona expresa un BNO1 mutante.

27. Un método segun la reivindicacion 26, en el que se compara la secuencia de nucleotidos del ADN del paciente
con la secuencia de ADN que codifica BNO1 de tipo silvestre.

28. Un método in vitro para el diagnoéstico o el prondstico de un trastorno asociado con una expresion o una activi-
dad anormal de BNO1, o una predisposicién a tales trastornos, que comprende las etapas de:

(1) establecer un perfil para la expresion normal de BNO1 en sujetos no afectados;

(2) medir el nivel de expresion de BNO1 en una persona sospechosa de tener una expresion o actividad anor-
mal de BNO1; y

(3) comparar el nivel de expresion medido con el perfil de expresiéon normal.

29. Un método segun la reivindicacion 28, en el que se emplea una transcriptasa inversa-PCR para medir los nive-
les de expresion.

30. Un método segun la reivindicacion 28, en el que un ensayo de hibridacion que utiliza una sonda obtenida a
partir de BNO1, o un fragmento del mismo, se emplea para medir los niveles de expresion.

31. Un método segun la reivindicacion 30, en el que la sonda tiene al menos 50% de identidad de secuencia con
una secuencia nucleotidica que codifica BNO1, o un fragmento del mismo.

32. Un método in vitro para el diagndéstico o el prondstico de un trastorno asociado con BNO1, o una predisposicion
a tales trastornos, que comprende las etapas de:

(1) establecer una propiedad fisica de BNO1 de tipo silvestre;

(2) medir la propiedad de un BNO1 expresado por una persona que es sospechosa de tener una anormalidad
de BNO1;y

(3) compararla con la propiedad establecida para BNO1 de tipo silvestre con el fin de establecer si la persona
expresa un BNO1 mutante.

33. Un método segun la reivindicacion 32, en el que la propiedad es la movilidad electroforética.
34. Un método segun la reivindicacion 32, en el que la propiedad es el patrén de escision proteolitica.
35. Un animal no humano modificado genéticamente seleccionado entre el grupo que consiste en ratas, ratones,

122



10

ES 2433012713

hamsteres, cobayas, conejos, perros, gatos, cabras, ovejas, cerdos y primates no humanos tales como monos y chim-
pancés, transformado con una molécula de acido nucleico aislada tal y como se define en una cualquiera de las reivindi-
caciones 1 a 5.

36. Un animal no humano modificado genéticamente seleccionado entre el grupo que consiste en ratas, ratones,
hamsteres, cobayas, conejos, perros, gatos, cabras, ovejas, cerdos y primates no humanos tales como monos y chim-
panceés, en el que el gen BNO1 homologo y la funcidn génica se han desactivado.

37. El uso de un animal no humano modificado genéticamente tal como se define en una cualquiera de las reivindi-
caciones 35 o 36, en el escrutinio en busca de compuestos farmacéuticos candidatos.

38. Una micromatriz para detectar BNO1 que comprende un acido nucleico que codifica o bien una isoforma de

BNO1, o un fragmento de la misma, o acidos nucleicos que codifican ambas isoformas de BNO1, o fragmentos de las
mismas.
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Figura 2

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
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-T)inormalizacion con ciclofilina

ES 2433012 T3
Figura 4

Expresion del ARNm de BNO1 (exon 5
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