ES 2 556 704 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

@Namero de publicacion: 2 556 704
@Int. Cl.:

C12Q 1/68 (2006.01)
GO1N 33/53 (2006.01)
GO1N 33/566  (2006.01)
C12N 15/113 (2010.01)

@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Fecha de presentacion y namero de la solicitud europea:  05.12.2003  E 10075508 (1)
Fecha y nimero de publicacion de la concesién europea: 16.09.2015  EP 2316966

Tl'tulo: Proteina de replicacion Cizl

Prioridad:

05.12.2002 GB 0228337

Fecha de publicacién y mencion en BOPI de la
traduccion de la patente:
19.01.2016

@ Titular/es:

CIZZLE BIOTECHNOLOGY LIMITED (100.0%)
Innovation Centre York Science Park
Heslington, York YO10 5DG, GB

@ Inventor/es:
COVERLEY, DAWN

Agente/Representante:
ISERN JARA, Jorge

Aviso: En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacion en el Boletin europeo de patentes, de
la mencién de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del
Convenio sobre concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 556704 T3

DESCRIPCION
Proteina de replicacion Cizl

La presente memoria descriptiva se refiere a un método de deteccion para la identificacion de agentes que modulan
la actividad de una proteina de replicacién del ADN como diana para la intervencion en la terapia contra el cancer e
incluye agentes que modulan dicha actividad.

La invencién también se refiere al uso de la proteina de replicacion del ADN y sus transcritos de ARN en el
pronoéstico y diagnostico de una enfermedad proliferativa, por ejemplo, cancer.

Introduccién

El inicio de la replicacion del ADN es uno de los principales puntos de control del ciclo celular en los mamiferos,
ademas del punto de accion de muchos productos génicos que cuya regulacion esté alterada en el cancer (Hanahan
y Weinberg, 2000). El proceso de inicio implica el ensamblaje de proteinas del complejo de prerreplicacion, que
incluye las proteinas Cdc6, Cdtl y Mcm del complejo de reconocimiento de origen (ORC), en los origenes de
replicacién durante la fase G1 del ciclo celular. A continuacion, actia un segundo grupo de proteinas que facilita la
carga de las ADN polimerasas y de sus factores accesorios, incluyendo el PCNA, y la transicion a la fase S. El
proceso de inicio se encuentra regulado por la proteina quinasa 2 dependiente de ciclina (Cdk2), Cdc7-dbf4 y el
inhibidor de Cdt1 llamado geminina (para una revisién véase Bell y Dutta, 2002). En el nucleo de las células en fase
S, las horquillas de replicacion se agrupan formando cientos de "focos" o fabricas de replicacion (Cook, 1999). Las
fabricas de replicacion se unen aparentemente a un marco estructural dentro del nicleo; sin embargo, la naturaleza
de las moléculas que forman la unién y su papel en la actividad de las horquillas de replicacion sigue sin conocerse
con exactitud.

La identificacion de las proteinas implicadas en la replicacion del ADN eucariético y el analisis de las rutas basicas
que regulan su actividad durante el ciclo celular ha estado dirigida principalmente por la genética de las levaduras.
Estas proteinas y rutas generalmente se encuentran conservadas en levaduras y ser humano. Sin embargo, en
organismos multicelulares, que se diferencian a lo largo de diversas rutas de desarrollo, se estdn descubriendo
capas adicionales de complejidad. Por ejemplo, en vertebrados, varias proteinas implicadas en la diferenciacion
neuronal también regulan la transicion de fases G1 a S (Ohnuma et al., 2001). Estos incluyen el inhibidor de cdk
p21CIPYWAFLSDIL 016 “esta implicado en la diferenciacion de los oligodendrocitos tras la detencion del crecimiento
(Zezula et al., 2001), y en la diferenciacion terminal de otros tipos celulares (Parker et al., 1995).

El inicio de la replicacion del ADN puede reconstituirse in vitro con nucleos aislados y extractos citosolicos
procedentes de células de mamifero (Krude, 2000; Krude et al., 1997; Laman et al., 2001; Stoeber et al., 1998).
Ademas, utilizando Cdk2 recombinante en complejo con las ciclinas E o A, el ensamblaje del complejo de replicacion
y la activacion de la sintesis del ADN pueden reconstituirse independientemente (Coverley et al., 2002). Los
inventores han estudiado la etapa de activacién, catalizada in vitro por ciclina A-cdk2, y han demostrado que una
proteina relativamente no estudiada, la proteina de dedo de cinc de interaccion con p21-Cipl (Cizl) funciona
durante la etapa del proceso de inicio. La Ciz1 humana fue identificada anteriormente utilizando una modificacion del
cribado de dos hibridos de levadura con ciclina E-p21, y el andlisis bioquimico corroboré la existencia de una
interaccion con p21 (Mitsui et al., 1999). Se propuso, aunque no demostrd, un papel potencial en la transcripcion, y
no se atribuyd ninguna otra funcion a Ciz1l. Mas recientemente, se ha aislado el gen Ciz1 a partir de una biblioteca
de ADNCc derivada de meduloblastoma humano utilizando un modelo de tumorigénesis in vivo (Warder y Keherly,
2003). El andlisis de los presentes inventores demuestra por primera vez que Cizl ejerce una funcién positiva en el
inicio de la replicacion del ADN.

Se produce una serie de cambios en las proteinas unidas a la cromatina al activarse la sintesis de ADN in vitro con
ciclina A-cdk2 recombinante. La presente invencion se refiere al resultado de que un antigeno relacionado con cdcé,
p85, se correlaciona con el inicio de la replicacion del ADN y de que se encuentra regulado por la ciclina A-cdk2. La
proteina ha sido clonada a partir de una biblioteca embrionaria de raton y ha sido identificada como Ciz1 de raton.

El analisis in vitro ha demostrado que la proteina Ciz1 regula positivamente el inicio de la replicacion del ADN y que
su actividad se encuentra modulada por la fosforilacion de cdk en la treonina 191/2, ligandola a las rutas
dependientes de cdk que controlan el inicio. La forma embrionaria de Ciz1 de ratén se somete a corte y empalme
alternativo, en contraste con las formas predichas y somaticas. La Ciz1l humana también se somete a corte y
empalme alternativo, con variabilidad en los mismos exones que la Cizl de ratén. Se ha encontrado que la forma
embrionaria recombinante de Cizl estimula el inicio de la replicacion del ADN de mamifero y que los canceres
pediatricos expresan formas "de tipo embrionario” de Cizl. Sin limitarse a ninguna teoria en particular, los inventores
proponen que el corte y empalme erréneo de Cizl produce formas de tipo embrionario de Cizl en tiempos
inadecuados del desarrollo. Esto estimula la replicacion incorrectamente regulada del ADN y contribuye a la
formacion o avance de linajes de células de cancer.
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Se han desarrollado varias técnicas en los Ultimos afios que pretenden eliminar especificamente genes y/o
productos génicos. Por ejemplo, la utilizacién de moléculas de acidos nucleicos antisentido para unirse y de esta
manera bloquear o inactivar moléculas de ARNm diana es un medio efectivo para inhibir la produccién de productos
génicos.

Una técnica mucho mas reciente para eliminar especificamente la funcion génica es a través de la introduccion de
ARN de doble cadena, también denominado ARN inhibidor (ARNi), en una célula, que tiene como resultado la
destruccion del ARNm complementario a la secuencia incluida en la molécula de ARNi. La molécula de ARNi
comprende dos cadenas complementarias de ARN (una cadena de sentido y una cadena antisentido) hibridadas
entre si formando una molécula de ARN de doble cadena. La molécula de ARNI tipicamente deriva de la secuencia
exonica o codificante del gen que debe anularse.

Tanto los acidos nucleicos como las proteinas presentan una estructura de secuencia lineal, definida por su
secuencia de bases o de aminoacidos, y también una estructura tridimensional que en parte esta determinada por la
secuencia lineal y también el ambiente en el que se localizan dichas moléculas. Las moléculas terapéuticas
convencionales son moléculas de tamafio reducido, por ejemplo, péptidos, polipéptidos o anticuerpos, que se unen a
moléculas diana, produciendo un efecto agonista o antagonista. Se ha puesto de manifiesto que las moléculas de
acidos nucleicos también presentan un potencial con respecto a la provision de agentes con las propiedades de
unién necesarias que podrian presentar utilidad terapéutica. Estas moléculas de &cidos nucleicos tipicamente se
denominan aptameros. Los aptdmeros son moléculas de acidos nucleicos pequefias, habitualmente estabilizadas,
que comprenden un dominio de unién para una molécula diana.

Los aptameros pueden comprender por lo menos una base nucleotidica modificada. La expresion "base nucleotidica
modificada" comprende nucleétidos con una base y/o azicar modificado covalentemente. Por ejemplo, entre los
nucleétidos modificados se incluyen nucleétidos que presentan azlcares que se unen covalentemente a grupos
organicos de bajo peso molecular diferentes de un grupo hidroxilo en la posicion 3'y diferentes de un grupo fosfato
en la posicion 5'. De esta manera, los nucleétidos modificados también pueden incluir azGcares 2'-sustituidos, tales
como 2'-O-metilo, 2-O-alquilo, 2-O-alilo, 2'-S-alquilo, 2'-S-alilo, 2'-fluoro, 2'-halo o 2-azido-ribosa, anélogos
carbociclicos de azlcares, azUcares a-andémericos, azdcares epiméricos tales como arabinosa, xilosas o lixosas,
azUcares piranosa, azUcares furanosa y seudoheptulosa.

Los nucledtidos modificados son conocidos de la técnica y comprenden, a titulo de ejemplo no limitativo, purinas y/o
pirimidinas alquiladas, purinas y/o pirimidinas aciladas, u otros heterociclos. Estas clases de pirimidinas y purinas
son conocidas de la técnica e incluyen pseudoisocitosina, N4, N4'-etanocitosina, 8-hidroxi-Németiladenina, 4-
acetilcitosina, 5- (carboxihidroxilmetil) uracilo, 5-fluorouracilo, 5-bromouracilo, 5carboximetilaminometil-2-tiouracilo, 5-
carboximetilaminometil-uracilo, dihidrouracilo, inosina, N6-isopentiladenina, 1metiladenina, 1-metilpseudouracilo, 1-
metilguanina, 2,2-dimetilguanina, 2-metiladenina, 2-metilguanina, 3-metilcitosina, 5-metilcitosina, N6-metiladenina, 7-
metilguanina, 5-metilaminometil-uracilo, 5-metoxi-aminometil-2-tiouracilo, B-D-manosilqueosina, 5-
metoxicarbonilmetiluracilo, 5-metoxiuracilo, 2-metiltio-N6-isopenteniIadenina, metil-éster de &cido uracilo-5-
oxiacético, pseudouracilo, 2-tiocitosina, 5-metil-2-tiouracilo, 2-tiouracilo, 4-tiouracilo, 5-metiluracilo, metil-éster de
acido N-uracil-5-oxiacético, acido uracil-5-oxiacético, queosina, 2-tiocitosina, 5Spropiluracilo, 5-propilcitosina, 5-
etiluracilo, 5-etilcitosina, 5-butiluracilo, 5-pentiluracilo, 5-pentilcitosina y 2,6-diaminopurina, metilpseudouracilo, 1-
metilguanina y 1-metilcitosina;

Los aptameros pueden sintetizarse utilizando nucleotidos convencionales unidos mediante enlaces fosfodiéster,
mediante técnicas de estandar sintesis en fase sdlida o de solucion o en fase solucion conocidas de la técnica. Los
enlaces entre nucledtidos pueden utilizar moléculas de unién alternativas. Por ejemplo, grupos de union de férmula
P(O)S, (tioato); P(S)S, (ditioato); P(O)NR'2; P(O)R'; P(O)OR6; CO; o CONR'2 en los que R es H (o una sal) o alquilo
(C1-12) y R6 es alquilo (C1-9) unido a nucleétidos contiguos mediante —O— 0 —S—.

Otras técnicas que pretenden anular especificamente genes y/o producto génicos se centran en modular la funcion o
interferir en la actividad de las moléculas de proteina. Las proteinas pueden ser las dianas de inhibidores quimicos,
obtenidos de, por ejemplo, bibliotecas existentes de moléculas pequefias.

Pueden cultivarse anticuerpos, preferentemente monoclonales, por ejemplo en ratones o ratas frente a diferentes
isoformas de proteina. Los anticuerpos, también conocidos como inmunoglobulinas, son moléculas de proteina que
presentan especificidad para moléculas foraneas (antigenos). Las inmunoglobulinas (Ig) son una clase de proteinas
relacionadas estructuralmente que consisten de dos parejas de cadenas polipeptidicas, un par de cadenas ligeras
(L) (de bajo peso molecular) (K o A) y un par de cadenas pesadas (H) (y, a, 1, 5y E), las cuatro unidas mediante
enlaces disulfuro. Tanto las cadenas H como las L presentan regiones que contribuyen a la unién de antigenos y
gue son muy variables de una a otra molécula de Ig. Ademas, las cadenas H y L contienen regiones que son no
variables o constantes.

Las cadenas L estan constituidas por dos dominios. El dominio carboxi-terminal es esencialmente idéntico en las
cadenas L de un tipo dado y se hace referencia al mismo como region "constante" (C). El dominio amino-terminal
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varia de una cadena L a otro y contribuye al sitio de unién del anticuerpo. Debido a su variabilidad, se denomina
region "variable" (V).

Las cadenas H de las moléculas de Ig son de varias clases, q, 4, 0, a, y y (de la que existen varias subclases). Una
molécula de Ig ensamblada esta constituida por una o mas unidades de dos cadenas H y L idénticas, deriva su
nombre de la cadena H que presenta. De esta manera, existen cinco isotipos de Ig: IgA, IgM, IgD, IgE e IgG (con
cuatro subclases basadas en las diferencias entre las cadenas H, es decir, IgG1, 1gG2, 1gG3 e 1gG4). Puede
encontrarse mas informacién sobre la estructura del anticuerpo y sus diversas funciones en: Using Antibodies: A
laboratory manual, Cold Spring Harbour Laboratory Press.

Los anticuerpos quiméricos son anticuerpos recombinantes en los que la totalidad de las regiones V de un
anticuerpo de ratén o rata se combinan con regiones C de anticuerpo humano. Los anticuerpos humanizados son
anticuerpos hibridos recombinantes que fusionan las regiones determinantes de complementariedad de una region V
de anticuerpo de roedor con las regiones de marco de las regiones V de anticuerpo humano. Las regiones C del
anticuerpo humano también se utilizan. Las regiones determinantes de LA complementariedad (CDR) son las
regiones en el dominio N-terminal de las cadenas tanto pesada como ligera del anticuerpo en la que se restringe la
mayor parte de la variacion de la regién V. Estas regiones forman bucles en la superficie de la molécula de
anticuerpo. Estos bucles proporcionan la superficie de unién entre el anticuerpo y el antigeno.

Los anticuerpos procedentes de animales no humanos provocan una respuesta inmunoldgica frente al anticuerpo
extrafio y su eliminacién de la circulacion. Los anticuerpos tanto quiméricos como humanizados presentan una
antigenicidad reducida cuando se inyectan en un sujeto humano debido que existe una cantidad reducida de
anticuerpo de roedor (es decir, extrafio) dentro del anticuerpo hibrido recombinante, mientras que las regiones de
anticuerpo humano no inducen una respuesta inmunoldgica. Esto resulta en una respuesta inmunoldgica mas débil y
en una reduccién de la eliminacién del anticuerpo. Esto resulta claramente deseable al utilizar anticuerpos
terapéuticos en el tratamiento de enfermedades humanas. Los anticuerpos humanizados estan disefiados para
presentar menos regiones de anticuerpo "extrafio" y, por lo tanto, se cree que son menos inmunogénicas que los
anticuerpos quiméricos.

Entre otras técnicas para apuntar al nivel de proteinas se incluyen la utilizacion de péptidos generados
aleatoriamente que se unen especificamente a proteinas, y cualquier otra molécula que se una a proteinas o
variantes de proteina y modifique la funcion de las mismas.

La comprension del proceso de replicacion del ADN resulta de especial interés en el campo de la terapia del cancer.
Es conocido que las células de cancer pueden adquirir resistencia frente a agentes quimioterapéuticos y pueden
evitar la deteccion por parte del sistema inmunolégico. Existe una necesidad continuada de identificaciéon de dianas
para la terapia del cancer de manera que puedan identificarse nuevos agentes. El proceso de replicacion del ADN
representa una diana importante para la intervencion farmacoldgica en la terapia del cancer. Existe una necesidad
de identificar productos génicos que modulen la replicacion del ADN y que contribuyan a la formacion o avance de
linajes de células de cancer y de desarrollar agentes que afectan a su funcion.

Declaraciones de la invencién

De acuerdo con un primer aspecto de la presente invenciéon se proporciona un método diagndstico in vitro para la
identificacion de un trastorno proliferativo, comprendiendo el método detectar la presencia o la expresion de una
variante de corte y empalme de Cilzl, en el que el método proporciona una medida cuantitativa de una variante de
la proteina Ciz1 en una muestra de un sujeto y la variante proteica es una secuencia de proteinas sometida a corte y
empalme alternativo humana en la que la secuencia:

(2) QQLQRLQQQQLQQQQLQQQQLLQLQQLLQQSPP, o )
MFSQQQQQQLQQQQQQLQQLAQQQLQQQQLQQQQLLALQQLLQQSPPQA esta ausente;
(b) GLDQFAMPPATYDTAGLTMPTATL esta ausente;

(c) DSSSQ esta ausente;

(d) PQVQPQAHSQPPRQVQLQLQKQVQTQTY; o
PQVQPQAHSQGPRQVOLQQEAEPLKQVQPQVQPQAHSQPPRQVQLQLQKQVQTQTY,
o}

QVQSQTQPRIPSTDTQVQPKLQKQAQTQTSPEHLVLQQKQVQPQLQQEAEPQKQVQPQ
VQPQAHSQGPROVQLQQEAEPLKQVQPQVQPQAHSQPPRQVQLOLQKQVQTQTY

esta ausente; o
(e) VEEELCKAQ esta ausente.

De acuerdo con otro aspecto de la presente invencién se proporciona un método diagnéstico in vitro para la
identificacion de un trastorno proliferativo, comprendiendo el método detectar la presencia o la expresion de una
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variante de corte y empalme de Cilzl, en el que el método proporciona una medida cuantitativa de una variante de
ARN de Cizl en una muestra de un sujeto y en el que la variante de ARN de Cizl es una secuencia de ARN
sometida a corte y empalme alternativo humana en la que la secuencia:

@)

TGGGGGCTGCGGGGCCGGGCCCATCCGTGGGGGCGACTTGAGCGTTGAGGGCG
CGCGGGGAGGCGAGCCACCATGTTCAGCCAGCAGCAGCAGCAGCTCCAGCAACAGC
AGCAGCAGCTCCAGCAGTTACAGCAGCAGCAGCTCCAGCAGCAGCAATTGCAGCAG
CAGCAGTTACTGCAGCTCCAGCAGCTGCTCCAGCAGTCCCCACCACAGGCC,

CAGCAGCTCCAGCAGITACAGCAGCAGCAGCTCCAGCAGCAGCAATTGCAGCAGCA
GCAGTTACTGCAGCTCCAGCAGCTGCTCCAGCAGTCCCCACCACA ™

esta ausente;
(b)

(b) GGACTGGACCAGTTTGCAATGCCACCAGCCACGTATGACACTGCCGGTCTCACCA
T GCCCACAGCAACACTG ™

esta ausente;
(c) AGGATTCTTCTTCTC est4 ausente;
(d)

(d) CCACAGGTGCAGCCCCAGGCACATTCACAGCCCCCAAGGCAGGTGCAGCTGCAG
CTGCAGAAGCAGGTCCAGACACAGACATATCC,

CCACAGGTACAGCCACAGGCACATTCACAGGGCCCAAGGCAGGTGCAGCTGCAGCA
GGAGGCAGAGCCGCTGAAGCAGGTGCAGCCACAGGTGCAGCCCCAGGCACATTCAC
AGCCCCCAAGGCAGGTGCAGCTGCAGCTGCAGAAGCAGGTCCAGACACAGACATAT,

CAGGTGCAGTCACAGACTCAGCCGCGGATACCATCCACAGACACCCAGGTGCAGCC
AAAGCTGCAGAAGCAGGCGCAAACACAGACCTCTCCAGAGCACTTAGTGCTGCAAC
AGAAGCAGGTGCAGCCACAGCTGCAGCAGGAGGCAGAGCCACAGAAGCAGGTGCA
GCCACAGGTACAGCCACAGGCACATTCACAGGGCCCAAGGCAGGTGCAGCTGCAGC
AGGAGGCAGAGCCGCTGAAGCAGGTGCAGCCACAGGTGCAGCCCCAGGCACATTCA
CAGCCCCCAAGGCAGGTGCAGCTGCAGCTGCAGAAGCAGGTCCAGACACAGACATA
T

esta ausente; o
(e) GTTGAGGAGGAACTCTGCAAGCAG esta ausente.
En una forma de realizacion, el trastorno proliferativo es cancer.

En otra forma de realizacién, el cancer es un cancer pediatrico seleccionado del grupo que consiste en
retinoblastoma, neuroblastoma, linfoma de Burkitt, meduloblastoma y tumores de la familia del sarcoma de Ewings.

En otra forma de realizacion, el cancer es carcinoma, adenocarcinoma, linfoma o leucemia.
En otra forma de realizacion, el cancer es cancer de higado, de pulmén o de piel.

En otra forma de realizacion, el método de diagndstico comprende uno o mas de las siguientes etapas:

5
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(a) poner en contacto la muestra con un agente que se une especificamente a un polipéptido con actividad Cizl y
medir la union del agente al polipéptido en la muestra;

(b) usar la PCR con transcripcion inversa o la PCR en tiempo real para controlar la expresion de la isoforma de Cizl
y medir los niveles de expresion;

(c) medir la presencia de mutaciones en el acido nucleico o aminoacido en base a las propiedades de conformacion
de la molécula alteradas.

En una forma de realizacion, el agente que se une especificamente a un polipéptido con actividad de Cizl es un
anticuerpo anti-Ciz1.

El anticuerpo puede ser un anticuerpo monoclonal.

También se describe en el presente documento el uso de secuencia de nucleétidos o de polipéptido de Cizl, o
cualquier fragmento o variante de la misma, como un objetivo para la identificacion de agentes que modulan la
replicaciéon del ADN.

Tal como se utiliza en el presente documento, el término "fragmento” o "variante" se utiliza para hacer referencia a
cualquier secuencia de &cido nucleico o de aminoacidos que deriva de la secuencia de nucleétidos o de
aminoacidos de longitud completa de Cizl o deriva de una variante de corte y empalme de la misma. En una
realizacién, el fragmento es de longitud suficiente y / o de suficiente homologia con la Ciz1 de longitud completa para
retener la actividad de replicacion de ADN de Ciz1l. En una realizacién alternativa se utilizan fragmentos de Cizl
inactivos. El término "fragmento” o "variante" se refiere también a transcritos de ARN de Cizl descritos en el
presente documento y a isoformas de proteinas (o partes de los mismos).

Tal como se utiliza en el presente documento, el término "modular" se utiliza para hacer referencia a aumentar o
disminuir la replicacion del ADN, por encima y por debajo de los niveles que normalmente se observa en ausencia
del agente especifico (es decir, cualquier alteracién en la actividad de replicaciéon de ADN que esta directamente o
indirectamente relacionados con el uso del agente). El término "modular" también incluye la referencia a un cambio
de organizacién espacial o temporal de la replicacién del ADN.

También se describe en el presente documento un método de deteccidn selectiva para la identificacion de agentes
gue modulan la replicacion del ADN en el que el método de deteccion selectiva comprende el uso secuencias de
nucleétidos o de polipéptidos de Cizl o fragmentos o variantes de los mismos.

El método de deteccion selectiva puede comprender detectar o medir el efecto de un agente en una molécula de
acido nucleico seleccionada de los grupos que consisten en:

a) una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia de acido nucleico representada en cualquiera de
las Figuras 14, 15, 0 21;

b) una molécula de acido nucleico que hibrida con la secuencia de acido nucleico de (a) y que tiene una actividad de
Ciz1 o actividad de una variante de la misma;

¢) una molécula de acido nucleico que tiene una secuencia de acido nucleico que es degenerada debido al cddigo
genético con las secuencias en a) y b) y un agente candidato que se va a analizar;

d) una molécula de &cido nucleico derivado de la secuencia genémica en el locus Ciz1l o una molécula de acido
nucleico que hibrida con la secuencia gendmica.

La molécula de acido nucleico puede modificarse por delecion, sustitucion o adicion de al menos un residuo de acido
nucleico de la secuencia de acido nucleico.

Como alternativa, el método de deteccion selectiva comprende las etapas de:

(i) formar una preparacién que comprende una molécula de polipéptido, o un fragmento activo del mismo, codificado
por una molécula de acido nucleico seleccionada del grupo que consiste en:

a) una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia de acido nucleico representada en las Figuras 14,
15, o 21;

b) una molécula de acido nucleico que hibrida con la secuencia de acido nucleico de (a) y que tiene una actividad de
Ciz1 o actividad de una variante de la misma;

¢) una molécula de acido nucleico que tiene una secuencia de acido nucleico que es degenerada debido al codigo
genético con las secuencias en a) y b) y un agente candidato que se va a analizar;

d) una molécula de acido nucleico derivado de la secuencia genémica en el locus Cizl o una molécula de acido
nucleico que hibrida con la secuencia genémica; y

(i) detectar o medir el efecto del agente sobre la actividad de dicho polipéptido.
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Los ensayos para la deteccion de la replicacién del ADN son conocidos en la técnica. La actividad residente en Cizl,
o fragmentos de péptidos derivados, y el efecto de los potenciales agentes terapéuticos sobre dicha actividad se
analizaria in vitro o in vivo.

Los ensayos in vitro para la actividad de la proteina Ciz1l comprenderia ntcleos en fase G1 aislados sincronizados vy,
extracto en fase S o extracto en fase G1 complementados con quinasas dependientes de ciclina. La inclusion de
Cizl o fragmentos peptidicos derivados estimula la iniciacion de la replicacion de ADN en estas circunstancias y se
puede monitorizar visualmente (anotando los nicleos que han incorporado los nucleétidos fluorescentes durante las
reacciones in vitro) o midiendo la incorporacion de nucleétidos radiactivos. El ensayo para reactivos terapéuticos que
interfieren con la funcién de la proteina Ciz1l implicaria buscar la inhibicion de la replicacion del ADN en estos
ensayos. El efecto de los agentes en la localizacién nuclear de Cizl, la unién a la cromatina, la estabilidad, la
modificacién y las interacciones proteina-proteina también podria monitorizarse en estos ensayos.

Los ensayos in vivo incluirdn la creacion de modelos celulares y de ratdn que sobreexpresan subexpresan Cizl o
fragmentos derivados, lo que da lugar a la proliferacién celular alterada. La preparacién de animales transgénicos se
conoce generalmente en la técnica y dentro del ambito de la persona experta. El ensayo para reactivos terapéuticos
implicaria analisis del tiempo del ciclo celular, la iniciacion de la replicacion del ADN y la incidencia de cancer en
presencia y ausencia de farmacos que afectan a la actividad de la proteina Ciz1, o interfieren con la produccién de
Ciz1 apuntando a Cizl y a sus variantes a nivel de ARN.

Las condiciones de hibridacion pueden ser rigurosas.

Las condiciones de hibridacion/lavado rigurosas son bien conocidas en la técnica. Por ejemplo, los hibridos de acido
nucleico que son estables después de lavar en 0,1 x SSC, 0,1 % de SDS a 60 °C. En la técnica se sabe bien que las
condiciones de hibridacion 6ptimas pueden calcularse si se conoce la secuencia del &cido nucleico. Tipicamente, las
condiciones de hibridacion utilizan 4 - 6 x SSPE (20 x SSPE contiene 175,3 g de NaCl, 88,2 g de NaH,PO4, H.O y
7,4 g de EDTA disuelto en 1 litro y el pH ajustado a 7,4); la solucién 10 x Denhardts (50 x solucién Denhardts
contiene 5 g de Ficoll (Tipo 400, Pharmacia), 5 g de polivinilpirrolidona y 5 g de seroalbimina bovina; 100 pg — 1,0
mg/ml de ADN salmén / arenque sometidos a ultrasonidos; 0,1 — 1,0 % de dodecil sulfato de sodio; opcionalmente
40 — 60 % de formamida desionizada. La temperatura de hibridacion variar4 dependiendo del contenido de GC de la
secuencia de acido nucleico diana, pero sera tipicamente entre 42— 65 °C.

Dicho polipéptido puede madificarse por delecion, sustitucion o adicion de al menos un residuo de aminoéacido de la
secuencia de polipéptido.

Un modificado o variante, es decir un fragmento de polipéptido y polipéptido de referencia, se puede diferenciar en la
secuencia de amino&cidos en una 0 mas sustituciones, adiciones, deleciones, fusiones y truncamientos, que pueden
estar presentes en cualquier combinacién. Entre las variantes preferidas se encuentran aquellas que varian de un
polipéptido de referencia por sustituciones de aminoacidos conservadoras. Dichas sustituciones conservadores son
aquellas que sustituyen un aminoacido dado por otro aminoacido de caracteristicas similares. La siguiente lista de
aminoacidos no limitante se considera reemplazos conservativos (similares): a) alanina, serina, y treonina; b) acido
glutdmico y acido aspartico; c) asparagina y glutamina d) arginina y lisina; y) isoleucina, leucina, metionina y valina 'y
f) fenilalanina, tirosina y triptéfano. Se prefieren las variantes que retienen la misma funcion bioldgica y actividad que
el polipéptido de referencia del que varia. Como alternativa, las variantes incluyen aquellos con una funcién biol6gica
alterada, por ejemplo, variantes que actuan como antagonistas, llamadas variantes “dominantes negativas".

Como alternativa, o ademas, las sustituciones no conservadoras pueden dar la actividad biolégica deseada, véase
Cain SA, Williams DM, Harris V, Monk PN. Selection of novel ligands from a whole—molecule randomly mutated C5a
library. Protein Eng. 2001 Mar, 14(3):189 — 93.

Una secuencia polipeptidica funcionalmente equivalente como se describe en el presente documento es una
variante en la que uno o mas restos de aminoacidos estan sustituidos con restos de aminoacidos conservados o no
conservados, 0 una en la que uno o mas restos de aminoacidos incluye un grupo sustituyente. Las sustituciones
conservadoras son los reemplazos, uno por otro, entre los aminoacidos alifaticos Ala, Val, Leu e lle; intercambio de
los restos hidroxi Ser y Thr, intercambio de los restos acidos Asp y Glu; sustitucion entre los restos amida Asn y Gin;
intercambio de los restos basicos Lys y Arg; y reemplazos entre los restos aromaticos Phe y Tyr.

En el presente documento se describen secuencias de nucleotidos o de polipéptidos que tiene al menos un 50 % de
identidad con las secuencias de nucledtidos o polipéptidos descritas en el presente documento, o fragmentos y
polipéptidos funcionalmente equivalentes de los mismos. En una realizacion, las secuencias de nucleétidos o de
polipéptidos tienen al menos de un 75 % a 85 % de identidad, mas preferiblemente al menos un 90 % de identidad,
incluso mas preferiblemente al menos un 95 % de identidad, todavia mas preferiblemente al menos un 97 % de
identidad, y mas preferiblemente al menos un 99 % de identidad con las secuencias de nucleétidos y de
aminoacidos ilustradas en el presente documento.
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En un método preferido de la invencion, dicha molécula de acido nucleico comprende la secuencia de acido nucleico
que codifica la secuencia de aminoacidos de Cizl descrita en las figuras 20A y 20B. En un método preferido
adicional de la invencion, dicha molécula de acido nucleico consiste en la secuencia de acido nucleico que codifica
la secuencia de aminoacidos de Ciz1 descrita en las figuras 20A y 20B.

En un método preferido adicional de la invencion, dicha molécula de polipéptido comprende la secuencia de
aminoacidos de Cizl descrita en las figuras 20A y 20B. En un método preferido adicional de la invencién, dicha
molécula de polipéptido consiste en la secuencia de aminoacidos de Ciz1 descrita en las figuras 20A y 20B.

Dicho polipéptido puede ser expresado por una célula, preferiblemente una célula de mamifero, o animal y dicho
método de deteccidn selectiva un método de deteccién selectiva basado en células.

Dicha célula puede expresar naturalmente el polipéptido Ciz 1. Como alternativa, dicha célula se transfecta con una
molécula de acido nucleico que codifica un polipéptido de Ciz 1 (o una molécula variante del mismo, que se
encuentra, por ejemplo, en linajes celulares de cancer).

En el presente documento se describe un agente que puede obtenerse por el método descrito en el presente
documento.

Dicho agente puede ser un antagonista de la replicacion del ADN de Ciz1 medicada. Como alternativa, dicho agente
puede ser un antagonista de la replicacion del ADN de Ciz1 medicada.

En un método preferido adicional descrito en el presente documento, dicho agente se selecciona del grupo que
consiste en: polipéptido; péptido; aptdmero; sustancia quimica; anticuerpo; acido nucleico; o polipéptido o una sonda
nucleotidica.

Preferiblemente, el agente comprende una secuencia que es complementaria o de homologia suficiente para dar de
union especifica a la diana y puede usarse para detectar el nivel de &cido nucleico o proteina con fines de
diagnostico.

El agente identificado por el método descrito en el presente documento puede ser un agente terapéutico y se puede
utilizar para el tratamiento de la enfermedad.

En una realizacion de la invencion, el agente es una molécula de anticuerpo y se une a cualquiera de las secuencias
representadas por las figuras 16, 17 o 20.

Preferiblemente, dicho anticuerpo es un anticuerpo monoclonal.

En el presente documento se describe un agente que es una molécula de acido nucleico antisentido que se une a 'y,
de este modo, bloguea o inactiva el ARNm codificado por cualquiera de las secuencias de &cido nucleico de (i)
anteriores.

En una realizacion alternativa, dicho agente es una molécula de ARNi y comprende dos cadenas complementarias
de ARN (una hebra sentido y una hebra antisentido) hibridadas entre si para formar una molécula de ARN de doble
cadena. Preferiblemente, la molécula de ARNi deriva de la secuencia exénica del gen de Cizl o de otro gen
solapante.

El ARNm no sometido a corte y empalme puede ser el objetivo del ARNi para inhibir la produccién de la variante de
corte y empalme o el ARNm variante de corte y empalme puede eliminarse sin afectar al ARNm no variante.

Dicho péptido puede ser un péptido modificado.

Sera evidente para un experto en la técnica que los aminoacidos modificados incluyen, a modo de ejemplo y no a
modo de limitacion, 4-hidroxiprolina, 5-hidroxilisina, N°acetytlysine, N°-metillisina, N®, N°-dimetillisina, N° N° N°-
trimetillisina, ciclohexialanina, D-aminoé&cidos, ornitina. Otras modificaciones incluyen aminoacidos con un grupo R
alquilo C,, C3 0 C4 opcionalmente sustituido con 1, 2 o 3 sustituyentes seleccionados de halo (por ejemplo, F, Br, 1),
hidroxi o alcoxi C1—Ca.

Como alternativa, dicho péptido se modifica mediante acetilacion y / o amidacion.
Los polipéptidos o péptidos pueden modificarse por ciclacion. La ciclacidon se conoce en la técnica, (véase Scott et al

Chem Biol (2001), 8:801 — 815; Gellerman et al J. Peptide Res (2001), 57: 277 — 291; Dutta et al J. Peptide Res
(2000), 8: 398 — 412; Ngoka y Gross J Amer Soc Mass Spec (1999), 10:360 — 363).
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También se describe en el presente documento un vector como medio de liberacion para, por ejemplo, un
antisentido o una molécula de ARNi que inhibe Ciz1 o variantes de la misma y, de este modo, permite el uso como
objetivo de células que expresan la proteina diana.

Un vector viral puede ser usado como medio de liberacion.

Preferiblemente, los vectores que incluyen el casete de expresion estan adaptados para la expresion de genes
eucariotas. Tipicamente, dicha adaptacién incluye, por ejemplo y no a modo de limitacion, la provision de secuencias
de control de la transcripcion (secuencias promotoras) que median la expresion especifica de célula / tejido. Estas
secuencias promotoras pueden ser especificas de célula / tejido, inducibles o constitutivas.

Los elementos promotores tipicamente incluyen también las denominadas caja ATA y secuencias de seleccion de
iniciacion de la ARN polimerasa, que funcionan seleccionando un sitio de iniciacion de la transcripcion. Estas
secuencias también se unen polipéptidos que funcionan, entre otras cosas, para facilitar la seleccion de la iniciacién
de la transcripcion por la ARN polimerasa.

Las adaptaciones también incluyen la provision de marcadores seleccionables y secuencias de replicacion
auténoma que facilitan el mantenimiento de dicho vector en o la célula eucariota o huésped procariota. Los vectores
gue se mantienen autbnomamente se conocen como vectores episomales. Otras adaptaciones que facilitan la
expresion de genes codificados en el vector incluyen la provision de secuencias de terminacion de la transcripcion.

Estas adaptaciones son bien conocidos en la técnica. Hay una cantidad significativa de bibliografia publicada con
respecto a la construccion del vector de expresion y técnicas de ADN recombinante en general. Véase, por ejemplo,
Sambrook et al (1989) Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbour Laboratory, Cold Spring
Harbour, NY y las referencias en el mismo; Marston, F (1987) DNA Cloning Techniques: A Practical Approach Vol llI
IRL Press, Oxford UK; DNA Cloning: F M Ausubel et al, Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons,
Inc. (1994).

Segun la presente invencidén, se proporciona un método de diagndstico para la identificacion de trastornos
proliferativos que comprende la deteccion de la presencia o expresion del gen de Cizl, variantes de corte y empalme
de Ciz1 y mutaciones en la secuencia gendmica o de proteinas del mismo.

El método de diagndstico de la invencion puede proporcionar una medida cuantitativa de ARN de Ciz1 o variantes
proteicas en una muestra.

También se describe en el presente documento el uso de un agente que modula el ADN de Ciz1 o de la proteina, o
variantes del mismo, como un producto farmacéutico.

Dicha sustancia farmacéutica puede comprender un agente descrito en el presente documento en combinacion o
asociacion con un vehiculo, excipiente o diluyente farmacéuticamente aceptable.

Preferiblemente, dicha sustancia farmacéutica es para administracion oral o tépica o para administracion por
inyeccion. En una forma de realizacion alternativa, la sustancia farmacéutica se administra en forma de aerosol.

También se describe en el presente documento el uso de un agente descrito en el presente documento para la
fabricacién de un medicamento para uso en el tratamiento de enfermedades proliferativas. Preferiblemente, dicha
enfermedad proliferativa es cancer.

Preferiblemente, dicho cancer es un cancer pediatrico seleccionado de entre el grupo que consiste en
retinoblastoma, neuroblastoma, linfoma de Burkett, meduloblastoma y tumores de la familia del sarcoma de Ewing
(ESFT).

En otra forma de realizacion alternativa, el cancer es carcinoma, adenocarcinoma, linfoma o leucemia.

En otra forma de realizacion alternativa, la enfermedad es cancer de higado, de pulmén o de piel 0 metastasis.
También se describe en el presente documento un método para tratar una enfermedad proliferativa que comprende
administrar a un animal, preferiblemente un ser humano, un agente que puede obtenerse por el método descrito en

el presente documento.

También se describe en el presente documento el uso de un agente descrito en el presente documento para la
fabricacién de un medicamento para ralentizar la division o el crecimiento celular.

En el presente documento se describe el uso de la secuencia de aminoacidos de Cizl y la estructura proteica en el
disefio racional de farmacos y el uso de secuencias de nucle6tidos y aminoacidos de Cizl de los mismos o variantes
de los mismos para la deteccion selectiva de bibliotecas quimicas de agentes que se unen especificamente a Ciz1.
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En el presente documento también se describe un kit que comprende un agente de diagndstico, prondstico o
terapéutico identificado por el método descrito en el presente documento.

En una realizacién alternativa se usa un chip de secuenciacién basado en una matriz para la deteccion de Cizl
alterada.
Descripcion detallada

A continuacién se describira una realizacion de la presente a modo de ejemplo Unicamente en referencia a las
figuras siguientes:

La Fig. 1 ilustra el efecto de la ciclina A-cdk2 sobre los ndcleos en fase G1 tardia. A) El anticuerpo anti-Cdc6 V1
detecta el Cdc6 de raton y un segundo antigeno en transferencias Western de extracto de células completas 3T3,
gue migra con una Mr aproximada de 100 kDa (segun la movilidad de la proteina Mcm3, se estimé previamente en
un valor mas proximo a 85 kDa, de manera que el antigeno se denomind p85; los inventores han mantenido el
mismo nombre en la presente memoria en aras de la claridad). P85 se encuentra presente tanto en la fraccion
soluble con en la fraccién nuclear insoluble (preparada para condiciones de replicacion in vitro). B) Inicio de la
sintesis del ADN en nucleos en fase G1 "competentes para la replicacion" con extracto en fase G1 suplementado
con ciclina A-cdk2 recombinante. La barra control muestra la proporcion de nucleos ya en fase S (no sombreada), y
aquéllas que han iniciado la replicacion en el extracto de células en fase S (sombreada). C) Tras 15 minutos en
condiciones de replicacion sin células, se lavaron los nicleos y se aisl6 nuevamente la fraccién de cromatina y se
separé mediante SDS-PAGE y se transfirié para identificar Mcm2 y Mcm3. D) Los mismos nucleos transferidos con
el anticuerpo V1. El antigeno p85 es més abundante en nucleos expuestos a concentraciones de ciclina A-cdk2 que
inducen el inicio. Se utilizé anticuerpo V1 para clonar el gen de p85 a partir de una biblioteca de expresion de
embriones de raton que se identificé como Ciz1.

Fig. 2. Alineacion de variantes de Cizl de ratén. La secuencia de aminoacidos de Cizl de longitud completa
predicha ("Completa") es idéntica a un clon de ADNc de tumor mamario de ratdn (BC018483), mientras que la Ciz1l
embrionaria ("ECiz1", AJ575057) y un clon derivado de melanoma (AK089986) no presentan dos secuencias
internas discretas. Ademas, la primera metionina disponible en ECiz1 se encuentra en la parte central del exén 3
(Met84), que excluye una region rica en poliglutamina del extremo N-terminal. EI AKO89986 derivado de melanoma
puede encontrarse incompleto, ya que finaliza 77 codones antes del extremo C-terminal de todos los demas clones
de ratén y humanos. Los asteriscos indican los aminoacidos modificados mediante mutagénesis dirigida a sitio en
las construcciones mostradas en D. Los aminoacidos que corresponden a los codones diana de los ARNip se
encuentran subrayados. B) La Ciz1 de ratdén se encuentra codificada por, como minimo, 17 exones. Los exones
codificantes se muestran en gris, las regiones de corte y empalme alternativo se muestran en negro y las regiones
no traducidas, en blanco. Se incluyen dos secuencias del exén 1 alternativas en algunos transcritos de Cizl (no
representadas), pero todavia no se ha encontrado un sitio de inicio traduccional alternativo cadena arriba de los dos
ilustrados en la presente memoria. C) Caracteristicas de secuencia y dominios putativos en ECiz1l. Se muestran la
secuencia predicha de localizacion nuclear (NLS), los sitios putativos de fosforilacién de quinasa dependiente de
ciclina, los dedos de cinc de tipo C2H2 y un dominio C-terminal con homologia respecto a la proteina de matriz
nuclear matrina 3 (Nakayasu y Berezney, 1991). Las posiciones de las secuencias ausentes de ECizl se indican
mediante triangulos. D) ECiz1 y mutantes derivados por truncamiento y puntuales utilizados en los experimentos de
replicacién de ADN libres de células. Los nimeros entre paréntesis se refieren a las posiciones de aminoacidos en la
forma de longitud completa de la Cizl de ratdn, mostrada en A. Los asteriscos indican los sitios putativos de
fosforilacion anulados mediante mutagénesis dirigida a sitio.

La Fig. 3. muestra los efectos de la proteina Cizl y fragmentos derivados en experimentos de replicacion del ADN
libre de células e ilustra que ECizl estimula el inicio de la replicacion del ADN en mamiferos. A) La ECizl
recombinante estimula el inicio de la replicacion del ADN en nucleos en fase G1 "competentes para la replicacion”
durante la incubacion en extracto en fase S. El histograma muestra el nimero promedio de ndcleos que incorporaron
nucleétidos biotinilados in vitro (en negro), en presencia o en ausencia de ECizl ectdpico, con desviaciones
estandar calculadas a partir de cuatro experimentos independientes. El 17 % de los ndcleos que ya se encontraban
en fase S al crear la preparacion nuclear se muestran en blanco. Las imagenes muestran nucleos en replicacion in
vitro, con o sin ECiz1 1 nM. Todos los nucleos se contratifieron con yoduro de propidio (rojo). B) La respuesta a
ECiz1 recombinante era dependiente de la concentracion, con un 6ptimo brusco en el rango nM. En el presente
experimento, y en todos aquellos mostrados en B-1, los resultados se expresan como % del inicio y no como % de
replicacién. Esto se calcula a partir del nimero de nucleos con inicio in vitro y del nimero de nicleos que son
"competentes” para el inicio in vitro (véase la seccion de métodos). C) Las treoninas 191/2 estan implicadas en la
regulacion de la actividad de replicacion del ADN de Cizl, ya que el mutante T (191/2) A del sitio cdk de ECizl
escapaba a la supresion a concentraciones elevadas. D) El mutante T (293) A del sitio de Cdk estimula el inicio con
un perfil similar a ECiz1 pero a concentraciones mas bajas. E) ECiz1 truncado (Nterm 442) carece de las secuencias
C-terminales, pero estimula el inicio in vitro en un grado similar a ECiz1 F) Cterm 274 no conservaba ninguna
actividad de replicacion del ADN en el presente ensayo. G, H, I) El andlisis adicional de delecion en los dos tercios
N-terminales de la proteina ECiz1l mostraba que una regién corta situada en 3' respecto al exén 8 resultaba
necesaria para la funcion de Ciz1 al someterla a ensayo in vitro.

Fig. 4 Caracterizacion de anticuerpos policlonales anti-Ciz1 e identificacion de las bandas relacionadas con Cizl de
125 kDa. A) Gel de SDS-poliacrilamida tefiido con Coomassie que muestra el fragmento de ECiz1l recombinante
purificado Nterm442, y transferencias de tipo Western de Nterm442 recombinante utilizando el anticuerpo V1 anti-
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Cdc6 y los anticuerpos 1793 y 1794 anti-Ciz1. B) Transferencia de tipo Western de extracto de células 3T3
completas. De las dos bandas detectadas por el anticuerpo 1793 anti-Ciz1, una presentaba la misma movilidad que
p85-Ciz1 (100 kDa) reconocida por el anticuerpo Z1 y la otro presentaba una Mr aparente de 125 kDa. El anticuerpo
1794 anti-Ciz1 reconoce Unicamente la forma de 125 kDa de Ciz1 (y un segundo antigeno de aproximadamente 80
kDa). C) Inmunoprecipitacion a partir de extracto nuclear de células 3T3 utilizando anticuerpo V1 o 1793 anti-Ciz1.
Ambos anticuerpos precipitaron p85, que se reconoce por el anticuerpo reciproco en transferencias de tipo Western.
P125 precipita por accion del anticuerpo 1793, y en menor grado por el anticuerpo V1, y estos son reconocidos por
1793 en las transferencias de tipo Western. Mcm3 se muestra como control.

Fig. 5 Analisis de inmunofluorescencia de Ciz1l enddgena. La Ciz1 reside en focos subnucleares que se solapan con
sitios de replicacion del ADN. A) Ciz1 end6gena (en rojo) en células 3T3 fijadas antes (sin tratar) o después (tratadas
con detergente) de la exposicion a Triton X100, detectadas con anticuerpo 1793 anti-Cizl. Los nucleos se
contratifieron con Hoescht 33258 (azul). A titulo comparativo se muestra Cdc6 (en verde) detectado con anticuerpo
monoclonal especifico para Cdc6. B) La inclusién de la Cizl recombinante bloquea la reactividad del anticuerpo
1793 con los nucleos tratados con detergente. C) La Cizl resistente a detergente (en rojo) se encontraba presente
en todos los nucleos en poblaciones ciclantes, mientras que el PCNA resistente a detergente (en verde) persistia
Unicamente en nucleos en fase S. D) Secciones confocales a alto aumento de Cizl y PCNA resistentes a
detergente, e imagen fusionada que muestra la colocalizacién de los focos (en amarillo). E) Graficos de linea de
fluorescencias roja y verde de la imagen fusionada en D, en las posiciones indicadas (i e ii). F) Gréafico de
correlaciones cruzadas (Rubbi y Milner, 2000; van Steensel et al., 1996) para focos verdes en comparacion con los
rojos en la totalidad de la imagen fusionada en D, y (grafico insertado) para la seccién sefialada tras la busqueda de
valores umbral a los niveles mostrados en Eii. La linea roja en el gréfico insertado en F muestra la pérdida de
correlacion al rotar 90° la imagen de Cizl con respecto a PCNA. La barra es 10 oM.

Fig. 6. Interferencia de ARN. La deplecién de Ciz1 inhibe la fase S. A) ARNip dirigidos a los transcritos de Cizl en
cuatro sitios (véase la fig. 2A) se aplicaron individualmente a células 3T3 ciclantes en forma de una sola dosis de 3
nM y se realizé un seguimiento del nimero de células en los tiempos indicados. Se muestran imagenes de
poblaciones celulares a las 16 y 40 horas tras la transfeccion con ARNip 8 (silueta roja) o células tratadas de forma
simulara (silueta azul). B) Proteina Ciz1 detectada con 1793 anti-Ciz1 (en verde) 48 horas después de la exposicion
a ARNip de Cizl (4 y 8) o ARNip de GAPDH de control. C) Niveles de transcritos de Ciz1l, GAPDH y o—actina en
células expuestas durante 24 horas a ARNip de Cizl (4 y 8). Los numeros entre paréntesis reflejan la intensidad de
las bandas en unidades arbitrarias, y la reduccion global de los transcritos de Ciz1l y GAPDH (normalizados frente a
la o—actina) se expresa en porcentaje. D) La proporcion de células que incorporaron BrdU en el ADN (en verde) se
redujo significativamente en las células con niveles reducidos de Ciz1 48 horas después del tratamiento con ARNip
de Cizl. El histograma muestra los resultados promedio de cuatro experimentos independientes. E) El nimero de
ndcleos con Mcma3 resistente a detergente (en verde) se incrementa en poblaciones tratadas con ARNip de Cizl. F)
La proporcién de nucleos con PCNA resistente a detergente (en verde) también se incrementa bajo estas
condiciones. Todos los ndcleos se contratifieron y se muestran en color falso (rojo).

Fig. 7. Andlisis de RT-PCR de la expresidn de una variante de corte y empalme alternativo de los exones 3/4 de Ciz1
en células germinales primordiales de raton y en células madre embrionarias. Los exones 3 y/o 4 se someten a corte
y empalme alternativo en estos tipos celulares, pero no en el corazén neonatal. Estos datos son consistentes con la
hipétesis de que la Cizl de longitud completa es la forma predominante en el tejido somatico neonatal, y que las
variantes se observan mas frecuentemente antes durante el desarrollo y en tejidos de la linea germinal.

Fig. 8. Transfeccion transitoria de células 3T3 de raton. A. Se transfectaron construcciones de Cizl marcadas con
GFP en células NIH3T3, o B. Se microinyectaron en el prondcleo macho de huevos de ratén fertilizados en la etapa
unicelular. A las 24 horas, Cizl y ECiz1 se habian localizado en el nicleo formando un patrén moteado subnuclear,
mientras que GFP solo se encontraba presente tanto en el nacleo como en el citoplasma. C. Imagenes de alto
aumento de nucleos de células 3T3 vivas 24 horas después de la transfeccion que muestran la organizacion
subnuclear de Cizl y ECiz1 marcadas con EGFP y fragmentos derivados en los que se ha eliminado el fragmento C-
terminal (equivalente a Cterm274). En ausencia de los dominios C-terminales, GFP-ECiz1 se localiza difusamente
en el ndcleo 24 horas después de la transfeccién, mientras que GFP-Ciz1 se agrega formando uno o dos agregados
de gran tamafio en el interior del nucleo. D. El dominio 274 C-terminal solo es citoplasmatico hasta después de que
las células hayan pasado la mitosis (muy probablemente debido a la falta de secuencias de localizacion nuclear y a
la entrada pasiva al nicleo), aunque una vez dentro se une a estructuras nucleares y se condensa con cromosomas.
E. Se muestran imagenes representativas de GFP-Cizl (verde), BrdU (rojo) y ndcleos totales (azul) en una
poblacion marcada con BrdU durante las primeras 12 horas tras la transfeccidon. Los histogramas muestran la
proporcion de células transfectadas (en verde) que han incorporado BrdU en comparacién con el nimero de células
no transfectadas (gris) en tres ventanas de marcaje separadas. Durante el periodo de 0 a 22 horas posterior a la
transfeccion, las células en ciclado rapido mostraron un incremento consistente de la fraccion marcada con BrdU al
ser transfectadas con Ciz1 o ECiz1. Se obtuvieron resultados similares con cultivos densos en los que la mayoria de
células habia salido del ciclo celular y habia entrado en quiescencia. Sin embargo, al exponer las células en ciclado
rapido a BrDu durante un pulso corto (de 20 minutos) 22 horas después de la transfeccion, el nimero de células en
las que se producia sintesis de ADN se redujo en las poblaciones transfectadas con Ciz1l y ECiz1 en comparacion
con los controles no transfectados y con células transfectadas con GFP solo. Esto indica que, a las 22 horas, la
sintesis de ADN habia cesado en células que expresaban Ciz1l.

Fig. 9. Potencial de proliferacién y morfologia celular alterados en poblaciones transfectadas. Agrupaciones celulares
gue aparecen en las poblaciones transfectadas de células 3T3. A. Las células se transfectaron con los dos tercios N-
terminales de Ciz1 o ECiz1 (Nterm442) marcados con GFP y se mantuvieron bajo seleccion con 50 og/ml de G418.

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 556704 T3

Tras tres semanas bajo seleccion, los agregados celulares eran visibles con células positivas para GFP en el
interior.

Fig. 10 Variantes de corte y empalme de la Cizl humana en canceres pediatricos. Existen siete ADNc de Cizl
humana en las bases de datos publicas, pero solo uno se deriva de tejido adulto normal (células B) y contiene todos
los exones predichos. Los otros seis se derivan de células embrionarias o de canceres pediatricos. Cinco de ellos se
someten a corte y empalme alternativo con variabilidad en los exones 2, 3, 6 y 8 (por ejemplo la ECiz1 de raton) y
también en el exén 4 (tal como las células ES de ratén, las células germinales primordiales vy testiculares). El sexto
(AF159025) carece de la primera metionina y contiene polimorfismos de un Unico nucleétido que dan lugar a
sustituciones de aminoacidos. Todas las diferencias respecto a la secuencia predicha (AB030835) estan marcadas.
Fig. 11. Andlisis de la secuencia EST. En cada mapa se incluye una representacion esquematica de la proteina Cizl
como referencia, que muestra las posiciones de los exones alternativamente procesados (en negro), los dominios
putativos de interaccién con la cromatina (en gris) y los dedos de cinc predichos (lineas verticales negras). Todas las
secuencias EST estan acompafiadas de su nimero de acceso Genbank con la biblioteca a partir de la que derivaron
indicada entre paréntesis. Las secuencias ausentes de las EST de Cizl debido al corte y empalme alternativo se
muestran en amarillo, los desplazamientos de marco en rojo y las deleciones putativas en gris. Los polimorfismos de
un unico nucledtido que dan lugar a sustituciones de aminoacidos se indican con puntos negros y algunos de ellos
se producen en un sitio de fosforilacion cdk de consenso que los presentes inventores han demostrado que resulta
importante para la regulacion de la actividad de Ciz1l (puntos azules). La posiciéon de la secuencia insertada en la
linea celular de carcinoma MGC102 se indica con un triangulo.

A) EST traducidas procedentes de canceres pediatricos y de canceres neurales adultos.

B) EST traducidas procedentes de diversas células y tejidos no cancerosos

C) EST traducidas procedentes de leucemias, linfomas y de células hematopoyéticas y linfociticas normales

D) EST traducidas procedentes de carcinomas

E) EST traducidas procedentes de un abanico de otros canceres

F) Resumen de las regiones sometidas a corte y empalme alternativo en la Ciz1 humana que muestra secuencias
incluidas condicionalmente.

Fig. 12 Expresién de la variante de corte y empalme de Ciz1 en lineas celulares tumorales de sarcoma de Ewings
(ESFT) y en lineas celulares de neuroblastoma. A. Muestras de ARN completas de seis lineas celulares de ESFT
independientes, dos neuroblastomas y una linea celular control (células HEK293) se sometieron a analisis mediante
RT-PCR usando 4 conjuntos de cebadores diferentes. Las lineas celulares ESFT son: 1) A673, 2) RDES, 3) SKES1,
4) SKNMC, 5) TC3, 6) TTC466. Las lineas celulares de neuroblastoma son 1) IMR32 y 2) SKNSH

B) Analisis de productos de PCR de los exones 3/4/5 de Cizl en ESFT y neuroblastoma. Los productos de los
cebadores h3 y h4 (que comprendian los exones potencialmente variables 4 y 6) se analizaron con mayor detalle.
Se purificaron los fragmentos de PCR a partir de geles de agarosa mediante procedimientos estandar, se
subclonaron y se secuenciaron para identificar la fuente de las variaciones de tamafio de los fragmentos. Se
secuenciaron entre uno y once clones individuales para cada una de las siete lineas celulares y se resumen los
resultados en forma de tabla. Ciz1 de las lineas celulares ESFT no presenta exén 4 en 31 % de los transcritos
globalmente, y en algunas lineas ESFT este nivel es mas proximo a 50 %. DSSSQ mas frecuentemente se
encuentra ausente en las dos lineas celulares de neuroblastoma sometidas a ensayo en el presente documento.

Fig. 13. Isoformas de Ciz1 en fibroblastos humanos normales (Wi38) y en lineas celulares de cancer de préstata
metastasico (PC3 y LNCAP). A. Ambas lineas celulares de cancer de préstata contienen un exceso de la variante
p125 de Ciz1 de mayor tamafio en la fraccion nuclear, en comparacion con la linea celular no de cancer. B. Modelos
para la produccion de p85 (100) a partir de variantes de p125 mediante procesamiento de las proteinas durante el
inicio de la replicacion del ADN.

La Fig. 14 llustra la secuencia de ARNm de ratén de longitud completa.

La Fig. 15 llustra la secuencia de ARNm de ser humano de longitud completa.

La Fig. 16 llustra la secuencia de proteinas de raton de longitud completa.

La Fig. 17 llustra la secuencia de proteinas de ser humano de longitud completa.

La Fig. 18. llustra las secuencias de proteina sometidas a corte y empalme alternativo. Las secuencias mostradas se
encuentran ausentes en las secuencias proteicas sometidas a corte y empalme.

La Fig. 19. llustra las secuencias de ARNm sometidas a corte y empalme alternativo. Las secuencias mostradas se
encuentran ausentes en las secuencias proteicas sometidas a corte y empalme.

Las Figs. 20A y B. llustran las secuencias de union Unicas creadas en las proteinas Ciz1l humanas por exones que
faltan. Las secuencias de unién representan los sitios diana principales para agentes terapéuticos identificados por
el método de la invencion.

Las Figs. 21A a H ilustran las secuencias de unidn creadas en el ARNm de la Ciz1 humana.

Identificacion de Cizl. Se ha aprovechado un anticuerpo policlonal (anticuerpo V1) producido la Cdc6 humana
recombinante (Coverley et al., 2000; Stoeber et al., 1998; Williams et al., 1998) con el fin de identificar y estudiar un
antigeno desconocido cuyo comportamiento se correlaciona con el inicio de la replicacion del ADN in vitro. El
antigeno presenta una Mr aparente de 100 kDa (denominado p85) y es faciimente detectable en extractos
procedentes de células 3T3 (fig. 1A).
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La sintesis de ADN puede activarse en experimentos de replicacion libres de células utilizando ndcleos en fase G1
tardia "competentes para la replicacion”, en extractos en G1 y ciclina A-cdk2 recombinante. En estas condiciones,
los nucleos incorporan nucleétidos marcados en el ADN naciente, de un modo estrictamente dependiente de la
concentracién de proteina quinasa activa (fig. 1B). En valores superiores e inferiores a la concentracion 6ptima no
tiene lugar inicio de la replicacién del ADN. Sin embargo, se producen otros sucesos inversamente correlacionados
con el inicio (Coverley et al., 2002). En el presente documento, los presentes inventores utilizan la activacion de la
sintesis del ADN (Fig. 1B) y la fosforilacién de Mcm2 (que resulta en una movilidad incrementada, Fig. 1C), con el fin
de calibrar los efectos de la ciclina A-cdk2 recombinante en experimentos de replicacion libres de células, y
correlacionan el comportamiento de p85 con la activacion de la sintesis de ADN.

En los nlcleos en G1 aislados nuevamente a partir de reacciones que contienen concentraciones inductoras de
inicio de ciclina A-cdk2, el antigeno p85 es mas prevalente en comparacion con los nulcleos expuestos a
concentraciones mas bajas o mas altas de quinasa (Fig. 1D). Esto sugiere que p85 se encuentra regulada a cierto
nivel por la ciclina A-cdk2 de una manera que es coincidente con la activacion de la sintesis del ADN. Ningun otro
antigeno se correlaciona de modo tan estrecho con esta etapa en el proceso de inicio libre de células, por lo tanto
los presentes inventores utilizaron anticuerpo V1 para clonar el gen para p85 de ratdon. Cuando se aplica a una
biblioteca de expresién de ADNc derivada de embriones de ratén de 11 dias, el anticuerpo V1 seleccion6 dos clones
gue sobrevivieron miltiples rondas de cribado (véanse los métodos). Uno codificaba la Cdc6 de raton, mientras que
la otra codificaba 716 aminoacidos del homdélogo murino de la Ciz1 humana (Mitsui et al., 1999). La Ciz1 humana y
de raton de longitud completa presentan una homologia global de aproximadamente 70 % a nivel de los
aminoécidos, con una homologia maxima (>80 %) en las regiones N-terminales y C-terminales. Ciz1l se encuentra
conservada entre los vertebrados debido a que existen homdlogos en la rata y el fugu, pero no han podido
identificarse proteinas con un grado elevado de homologia o con una estructura de dominios similar en los
eucariotas inferiores, planteando la posibilidad de que Cizl evolucion6 para llevar a cabo una funcién especializada
en el desarrollo de los vertebrados.

Una publicacion anterior sobre la Ciz1 humana (Mitsui et al 1999) ha demostrado que interactiia con la proteina de
ciclo celular p21-CIP1, llevando a que se investigase la proposicién de que actda como factor de transcripcion, no
como factor de replicacion del ADN. Un segundo articulo Warder y Keherly, 2003) publicado tras la fecha de
prioridad de la presente solicitud de patente sugiere un papel para Cizl en la tumorigénesis, pero no demuestra
ninguna funcién en la replicacion del ADN ni reconoce la importancia de la expresion de variantes de corte y
empalme de Cizl.

Multiples isoformas de Cizl El marco de lectura abierto de Cizl de raton predicho y un ADNc derivado de una
biblioteca de tumor mamario de ratén (BC018483) contiene tres regiones que no se encuentran presentes en el clon
embrionario de la presente invencién (AJ575057), en lo sucesivo denominado ECizl (Fig. 2A). Las regiones
variables en ECiz1 aparentemente son el resultado del corte y empalme alternativo de los exones 2/3, 6 y 8 (fig. 2B).
El clon de melanoma de raton AK089986 no presenta dos de las tres regiones de ECiz1l (Fig. 2A), mientras que la
tercera codifica un tramo poliglutamina N-terminal que también se encuentra ausente de los clones derivados de
meduloblastoma humano. Un cuarto bloque de secuencia derivado de los exones 3/4 se encuentra ausente de los
transcritos de Ciz1 derivados de las células ES de raton y del exén 4 en las células germinales primordiales de ratén
(fig. 7). La Ciz1 humana también se procesa alternativamente a nivel de ARN, rindiendo transcritos que excluyen
combinaciones de los mismos cuatro bloques de secuencia que Cizl de raton (véase posteriormente). De hecho,
todas las variaciones conocidas de los ADNc de Cizl de ratén presentan paralelos humanos estrechamente
similares, algunos de los cuales son idénticos al nivel de los aminoacidos. Esto sugiere que las diferentes isoformas
de Cizl presentan un significado funcional. Una quinta region variable (todavia no observada en el ratén) se somete
a corte y empalme alternativamente en los transcritos de Ciz1 humana derivados principalmente de carcinomas.

Los datos sugieren que las formas mas cortas de Cizl (que no presentan los exones alternativamente procesados)
son mas prevalentes precozmente durante el desarrollo y en linajes celulares que dan lugar a la linea germinal. En el
andlisis mostrado en la fig. 7, tnicamente Ciz1 procedente de corazén neonatal totalmente desarrollado no mostraba
ningun procesamiento alternativo, mientras que todos los tipos embrionarios contienen formas sometidas a corte y
empalme alternativo. Ademas, los Unicos ADNc de Cizl completos en las bases de datos publicos (humanos o de
raton) se derivan de tipos celulares no embrionarios y los Unicos derivados de fuentes embrionarias se someten a
corte y empalme alternativo. Por lo tanto, la expresion de una variante de corte y empalme de Cizl aparentemente
se produce diferencialmente en tipos celulares que todavia no se han diferenciado por completo.

Notablemente, los ADNc de Cizl procedentes de canceres pediatricos también se someten a corte y empalme
alternativo (ver posteriormente). Esto conduce a la hip6tesis de que la expresion de la isoforma de Cizl correcta en
el punto correcto del desarrollo conduce a una actividad de Ciz1 incorrectamente regulada. Esto podria contribuir a
una proliferacion y transformacion celular no programadas.

ECiz1 estimula la replicaciéon del ADN in vitro. Tras la exposicion a extracto citosolico procedente de células en fase
S, los nicleos en fase G1 tardia inician la replicacién del ADN e inician la sintesis de ADN naciente (Krude et al.,
1997). Los inventores usaron este ensayo libre de células para someter a ensayo el efecto de ECiz1, y fragmentos
recombinantes derivados, sobre la sintesis del ADN (fig. 3). La proteina ECizl de longitud completa
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consistentemente incrementd el nimero de nucleos que se replicaban in vitro, de 30 % (+/-0,9 %) a 46 % (+/-5,5 %),
lo que sugiere que Cizl es limitante para el inicio en extractos en fase S (Fig. 3A). Unicamente dos otras clases de
proteina (las quinasas dependientes de ciclina, Coverley et al., 2002; Krude et al., 1997; Laman et al., 2001, y la
proteina Cdc6, Coverley et al., 2002; Stoeber et al., 1998) se ha encontrado previamente que estimulan el inicio libre
de células. De esta manera, ECiz1 es la primera proteina que presentando esta actividad no se conocia ya su
participacion en el proceso de la replicacion. El efecto positivo de ECiz1 recombinante sobre el inicio libre de células
apoya que la Cizl endégena desempefie un papel positivo en la replicacién del ADN en las células de mamifero.

La estimulacion libre de células del inicio es dependiente de la concentracién, con actividad maxima en el extracto
en fase S en aproximadamente 1 nM (fig. 3B). Este resultado es similar al obtenido en analisis libres de células
anteriores con otras proteinas recombinantes (Coverley et al., 2002; Krude et al., 1997), en la que la estimulacion del
inicio tipicamente alcanza un maximo y después cae nuevamente al nivel no estimulado a concentraciones altas.
Para ECiz1, el motivo de la caida de actividad a concentraciones altas todavia se desconoce. Sin embargo, los
estudios de mutagénesis (ver posteriormente) sugieren que el mecanismo de restricciobn probablemente se
encuentra activo y es especifico, y no que se debe a un desequilibrio general de la composicién de los complejos de
proteinas de orden mas alto.

La regulacion por disminucién de ECiz1 implica las treoninas 191/192. Probablemente Ciz1 es una fosfoproteina in
vivo, ya que contiene numerosos sitios putativos de fosforilacién y muestra una movilidad alterada al tratar extractos
de células 3T3 con fosfatasa lambda (no mostrado). La Ciz1 murina contiene dos motivos de union de RXL-ciclina y
cinco sitios putativos de fosforilacién de cdk, que se encuentran presentes en todas las variantes conocidas. Cuatro
de ellas se encuentran localizadas en el fragmento N-terminal de ECiz1 que contiene actividad de replicacion in vitro
(véase posteriormente) y uno es contiguo al sitio en el que el exén 6 se somete a corte y empalme alternativo para
excluir un motivo de secuencia DSSSQ corto (SEC ID N° 1) (Fig. 2A, C). Debido a que este motivo es 100 % idéntico
y sometido a corte y empalme alternativo tanto en el raton como en el ser humano, se considerd que la inclusion
condicional podria servir para regular la actividad de Cizl, identificando esta region de la proteina como
potencialmente importante. lo tanto, se eligié centrarse en el sitio cdk, que se encuentra cuatro restos cadena arriba
y que también se encuentra conservado en el ratén y en el ser humano, mediante la combinacion de un enfoque
genético y ensayos de replicacion libres de células. Partiendo de ECiz1, se cambiaron las treoninas en 191 y 192 por
dos alaninas, generando ECiz1T (191/2) A (fig. 2D). Al someterla a ensayo in vitro para determinar la actividad de
replicacién del ADN, ECiz1T (191/2) A estimuld el inicio en nlcleos en G1 tardia en un grado similar a ECiz1 (fig.
3C). Sin embargo, al contrario que ECizl, la estimulacién del inicio se mantuvo a través de un abanico amplio de
concentraciones que se extendia abrazando por lo menos tres 6rdenes de magnitud. Por lo tanto, existe un
mecanismo que restringe la actividad del exceso de ECiz1 y que funciona en un ambiente libre de células. En una
construccion separada, la treonina en la posicién 293 también se cambi6 por alanina, generando ECiz1T (293) A (fig.
2D), aunque esta alteracion presento poco efecto sobre la actividad de ECiz1 segin el ensayo in vitro (fig. 3D).

Estos resultados demuestran que la regulacién negativa de la actividad de ECizl implica la treonina 191/2 y
probablemente esta causada por la fosforilacion mediada por quinasa dependiente de ciclina en este sitio. Esto liga
la actividad de Cizl a las rutas dependientes de cdk que controlan todos los sucesos principales del ciclo celular,
incluyendo el inicio de la replicacion del ADN.

La mayoria de proteinas del complejo de prerreplicacion y muchas proteinas de la horquilla de replicacion se
encuentran fosforiladas in vivo, con frecuencia por quinasas dependientes de ciclina quinasas (Bell y Dutta, 2002;
Fujita, 1999). Los datos de los inventores sugieren que la acumulacién nuclear de antigeno p85-Ciz1 se encuentra
regulada (directa o indirectamente) por ciclina A-cdk2, y demuestra que un sitio de fosforilacién de cdk de consenso
en la treonina 191/192 participa en el control de la actividad de Ciz1 Al provocar que este sitio no sea fosforilable, se
mantiene la actividad de Ciz1l en un abanico mas amplio de concentraciones en ensayos libres de células. Por lo
tanto, la actividad de Ciz1 normalmente se encuentra regulada por disminucién por la modificacién en este sitio. Las
funciones de los demas sitios de fosforilacion de cdk conservados, y el efecto de la inclusién condicional de un
motivo de unién de RXL-ciclina en la parte N-terminal procesada alternativamente de Cizl, todavia no se han
determinado. De esta manera, la simple relacion negativa entre la actividad de Ciz1 y la fosforilacion dependiente de
cdk que se ha descubierto en la presente memoria es improbable que sea la historia completa. Sin embargo, el
analisis de los presentes inventores hasta el momento relaciona Cizl con las rutas dependientes de cdk que
controlan todas las transiciones principales del ciclo celular, y por lo tanto concuerda con la conclusion principal de
que Cizl participa en el inicio de la replicacion del ADN.

La actividad de replicacién in vitro_reside en el extremo N-terminal. Ciz1l presenta varias actividades C-terminales
gue podrian anclar la proteina dentro del nacleo. El dominio de matrina 3 sugiere la interaccion con la matriz nuclear
y los tres dedos de cinc implican la interaccién con acidos nucleicos. En efecto, datos recientes sugieren que la Cizl
humana se une a ADN de una manera débilmente especifica de secuencia (Warder y Keherley, 2003). Para
determinar si los dominios C-terminales resultan importantes para la actividad de replicacion de ECiz1 se dividié la
proteina en dos fragmentos (fig. 2D). Nterm442 (que contiene el NLS, dos sitios cdk conservados, un dedo de cinc y
todos los sitios conocidos en los que se ha observado procesamiento variable) estimula el inicio en un grado similar
y a la misma concentracion que ECiz1 (fig. 3E). En contraste, la parte C-terminal (Cterm274) no contiene ninguna
actividad de replicacion residual (fig. 3F). Por lo tanto, el dominio de matrina 3, uno de los sitios de fosforilacion de la
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quinasa dependiente de ciclina, y dos de los dedos de cinc no resultan necesarios para la actividad de replicacion
del ADN de ECiz1, al someterlos a ensayo in vitro. Sin embargo, debe indicarse que dicho analisis mide la actividad
de ECiz1 in trans bajo condiciones en las que las consecuencias de la localizacion incorrecta resulta improbable que
se detecten. Por lo tanto, sigue siendo una posibilidad que el dominio de matrina 3 y los dedos de cinc actden in vivo
dirigiendo la actividad de Cz1 a sitios especificos en el nlicleo y limitando de esta manera el alcance de la actividad
de Cizl.

Cizl enddgena. El anticuerpo V1 reconoce Cdc6, asi como p85-Cizl (fig. 1A), de manera que no resulta adecuado
para experimentos de inmunofluorescencia destinados a visualizar la localizaciéon subcelular de la Ciz1l enddgena.
Por lo tanto, los inventores generaron dos nuevos antisueros policlonales de conejo contra el fragmento
recombinante de ECiz1 llamado Nterm442, denominados 1793 y 1794 anti-Ciz1. Tal como se esperaba, Nterm442
purificado resulta reconocido por los anticuerpos 1793 y 1794 anti-Cizl en filtros western, aunque también resulta
reconocido por el anticuerpo V1 (fig. 4A), apoyando la conclusion de que p85 (p100) es, en efecto, Cizl.

Cuando se aplica a extractos de proteinas derivados de células 3T3 en cultivo, el anticuerpo 1793 anti-Cizl
reconocia dos antigenos, con Mr de 125 y 100 kDa (fig. 4B), cuyas proporciones relativas varian de preparacion a
preparacion. La banda de 100 kDa comigra con el antigeno sensible a ciclina A que resulta reconocido por el
anticuerpo V1 (figs. 1 y 4B), lo que sugiere que ambos anticuerpos reconocen la misma proteina in vivo. Los
inventores confirmaron mediante inmunoprecipitacion que las bandas de p100-Ciz1 reconocidas por los anticuerpos
V1 'y 1793 son la misma proteina (fig. 4C). El anticuerpo V1 precipité una banda de 100 kDa que result6 reconocido
en transferencias de tipo Western por 1793, y viceversa. Ademas, en el mismo experimento, 1793, y en menor grado
el anticuerpo V1, precipitaron un antigeno de 125 kDa, que se fue reconocido en los filtros western como 1793.
Conjuntamente, las observaciones de los presentes inventores demuestran que la banda de 100 kDa en efecto es
Cizl (previamente conocida como p85) y sugieren que la proteina Cizl existe en por lo menos dos formas en las
células ciclantes.

Ademas de la evidencia de inmunoprecipitacion proporcionada anteriormente, otras observaciones llevan a la
conclusion de que p125 también es una forma de Cizl. En primer lugar, los dos anticuerpos anti-Ciz1 de la presente
invencion (1793 y 1794) presentan dicha banda en comun. Ambos anticuerpos producen el mismo patron de tincion
nuclear en experimentos de inmunofluorescencia, el cual resulta alterado en células tratadas con ARNip de Cizl
(véase mas adelante). En segundo lugar, las proporciones relativas de p100 y p125 varian entre preparaciones, y
por lo tanto podrian ser el resultado de la escision proteolitica. En tercer lugar, los resultados de los presentes
inventores son inesperadamente similares a los de Mitsui et al (1999) cuyo anticuerpo monoclonal anti-Ciz1 humano
detect6 dos antigenos con Mr aparente de 120 kDa y 95 kDa en células HEK293. Propusieron que la forma de 120
kDa de la proteina Cizl humana se procese para producir la forma de 95 kDa y los resultados de la presente
invencién son consistentes con esta propuesta.

La banda de 125 kDa reconocida por el anticuerpo 1793 en células de raton y humanas se resuelve en tres bandas
relacionadas con Cizl durante la electroforesis de alta resolucién de material derivado de células humanas no
transformadas (Wi38, ver posteriormente) y de células de raton (NIH3T3, no mostrado). Esto puede ser el resultado
de la modificacion post-traduccional de la proteina Ciz1 o del procesamiento alternativo del transcrito de Ciz1.

Distribucion subcelular de Cizl. Se utilizé 1793 anti-Ciz1 para visualizar la distribucion subcelular de la proteina Cizl
(p85 y p125) en células 3T3 (fig. 5A) y en células HelLa (no mostradas). En ambos tipos celulares, 1793 reaccion6
con un antigeno especifico nuclear y esto se bloquedé mediante la inclusion del fragmento recombinante Nterm442
(fig. 5B). Al contrario que Cdc6, que se muestra a titulo comparativo (fig. 5A), Cizl es claramente detectable en
todas las células 3T3 en esta poblacion ciclante. Por lo tanto, Ciz1l se encuentra presente en el nlcleo durante toda
la interfase, aunque variaciones menores de cantidad o isoforma no resultarian detectables mediante este método.
Tras el tratamiento con detergente, se redujo la tincién nuclear total de Ciz1 en todos los nicleos, lo que sugiere que
Cizl se encuentra presente en el nicleo tanto en forma de fraccién soluble como también unido a estructuras
nucleares insolubles.

Cuando proteina soluble se elimina mediante lavado, el antigeno inmovilizado insoluble se resuelve en un patron
moteado subnuclear de puntos a alta magnificacion (fig. 5C, D). Las manchas de Cizl muestran un intervalo y
distribucion de tamafios similares a los de los "focos" o "fabricas" de replicacion, los sitios en los que tiene lugar la
sintesis del ADN en la fase S. Para saber si Cizl era coincidente con los sitios de las fabricas de replicacion, se
compararon la posicién de las manchas de Cizl con la posicion del PCNA, un componente de los complejos de
replicacién en las células en fase S (fig. 5C). En una seccion confocal, los focos de PCNA eran menos abundantes
gue los focos de Cizl, aunque practicamente todos eran coincidentes con Cizl (fig. 5D, E, F). Esto resulta
particularmente inesperado para los focos en el intervalo de tamafios intermedios. En las imagenes fusionadas, el
solapamiento entre las posiciones de los focos de PCNA y de Cizl resulta en manchas amarillas, mientas que lo
focos de Cizl restantes que no son coincidentes con PCNA son rojos. Los focos verdes (solo PCNA) se encuentran
practicamente ausentes, lo que sugiere que Cizl se encuentra presente en todos los sitios en los que se han
formado fabricas de replicacién de ADN.

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 556704 T3

Ciz1 también se encuentra presente en sitios que no contienen PCNA (fig. 5D) y al contrario que PCNA, los focos de
Cizl persisten durante toda la interfase (fig. 5A). Una interpretacion de estas observaciones que Cizl marca las
posiciones en el nucleo en las que las fabricas de replicacion que contienen PCNA pueden formarse en la fase S,
pero que no todos estos sitios se usan al mismo tiempo. Todavia no se ha determinado si diferentes focos de Cizl
se convierten en sitios activos de replicacion del ADN en diferentes tiempos en la fase S, o si también se producen
otras actividades nucleares en sitios en los que se encuentra unido Ciz1l. De hecho, en esta etapa también sigue
siendo posible que las variantes de 100 kDa y de 125 kDa de Cizl presenten diferentes actividades y que residan en
sitios nucleares con diferentes funciones.

Cizl es esencial para la proliferacién celular. Hasta el momento se ha demostrado que el comportamiento de p85
(p100) -Cizl correlaciona con el inicio de la replicacion del ADN en ensayos libres de células, que la Cizl
recombinante estimula la frecuencia del inicio y que Ciz1 reside en los mismos sitios nucleares que la maquinaria de
replicacién del ADN. Sin embargo, estos datos no muestran que Cizl presente una funcion esencial en las células
en proliferacién. Con el fin de someter a ensayo esta posibilidad, se utilizé la interferencia de ARN (ARNi) para
reducir selectivamente los niveles de transcritos de Cizl en células NIH3T3. Se seleccionaron cuatro secuencias
diana dentro de Ciz1 (ver la fig. 2A) y se produjeron in vitro moléculas de ARN de interferencia pequefio (ip). Cuando
se aplican a las células, la totalidad de los cuatro ARNip de Ciz1l restringio el crecimiento (fig. 6A) y provocé una
reduccion visible del nivel de la proteina Cizl tras 48 horas (fig. 6B). El efecto de la reduccion de Cizl sobre la
proliferacion se pone de manifiesto entre las 23 y las 40 horas después de la transfeccion, lo que sugiere que el
primer ciclo celular sin ARN de Cizl resulta relativamente no afectado. A las 40 horas, los controles y las células
tratadas con ARNip de Cizl divergieron significativamente, sin proliferacion adicional en poblaciones con niveles
reducidos de Ciz1. Para verificar la especificidad de la reduccién de los niveles de Ciz1, se realiz6 un seguimiento de
los niveles de transcrito a las 24 horas, antes de que la proliferacion resultase inhibida significativamente (fig. 6C).
En este punto, los transcritos de Cizl se habian reducido a 42 % del nivel observado en las células de control
tratadas con ARNip de GAPDH. Estos experimentos demuestran que Cizl resulta necesario para la proliferacion
celular y son consistentes con la existencia de una funcién primaria en la replicacioén del ADN.

Para someter a ensayo adicionalmente lo anterior, las células se marcaron con un pulso de BrdU 48 horas después
del tratamiento de ARNIp con el fin de determinar la fraccion de células en las que se esta produciendo la sintesis de
ADN (fig. 6D). Al reducir los niveles de Ciz1, la fraccion marcada con BrdU también se reduce, sugiriendo que la
sintesis del ADN se encuentra inhibida bajo estas condiciones. Ademas, las células en la poblacion con nivel
reducido de Ciz1l que habia incorporado BrdU (aproximadamente 15 % de la poblacién) se encontraban marcadas
menos intensamente. Por lo tanto, en algunas células con Ciz1 tratadas con ARNIp, la fase S se ralentiza en lugar
de encontrarse inhibida por completo, posiblemente debido a una reduccion incompleta de los niveles

La inhibicién de la sintesis de ADN por parte de los ARNip de Ciz1 podria ser una consecuencia secundaria de una
disrupcién general de la funcion nuclear. Por lo tanto, se investigé en mayor detalle un abanico de otras proteinas de
replicacién cuyos niveles se encuentran regulados de un modo dependiente del ciclo celular, para averiguar si las
células con niveles reducidos detienen el ciclo aleatoriamente, o si produce una acumulacion en un punto particular
del ciclo.

Durante el inicio de la replicacion del ADN eucarittico, las proteinas del complejo Mcm se ensamblan en los
origenes de replicacion en la etapa G1 tardia de un modo dependiente de Cdc6. Cierto tiempo después, las ADN
polimerasas y los factores accesorios de las mismas (incluyendo el PCNA) se unen a la cromatina y se activan los
origenes. Esto se asocia a la exportacién nuclear y a la protedlisis de la mayoria de Cdc6 y, a medida que se
produce la sintesis del ADN, al desplazamiento gradual del complejo Mcm respecto de la cromatina (Bell y Dutta,
2002). Con el fin de identificar el punto de accion de Cizl, se utilizd6 inmunofluorescencia para realizar un
seguimiento de Mcm3 y del PCNA. En las células con niveles reducidos de Ciz1 (figs. 6E, F), ambas proteinas eran
detectables dentro del ndcleo unidas a estructuras nucleares resistentes a detergente. Por lo tanto, dichos factores
es improbable que se unan directamente a Cizl, o que sean dependientes de Ciz1 para su ensamblaje. De hecho,
en cuatro experimentos independientes, el nimero medio de células con Mcm3 unido a cromatina y resistente a
detergente se incrementé de 31 % (+/-6 %) a 51 % (+/-5 %) (fig. 6E). Un nivel incrementado de Mcm3 indica que la
etapa dependiente de Cizl se produce tras el ensamblaje del complejo de prerreplicacion (aunque antes de que se
complete la fase S). En las mismas poblaciones celulares, también se incrementd la fraccion positiva para PCNA, de
32 % (+/- 5 %) a 49 % (+/- 6 %) (fig. 6F), localizando el punto de accion de Cizl en un periodo posterior al
ensamblaje del PCNA. De esta manera, Cizl muy probablemente actla facilitando la replicacién del ADN durante
una etapa tardia del proceso de inicio, mientras que su inaccion inhibe el avance a través de la fase S, dejando en
su sitio a Mcm3 y PCNA.

En conjunto, las investigaciones libres de células o con células de los presentes inventores dibujan un sélido
esquema de la funcién primaria de Ciz1. Sugieren que Cizl es un nuevo componente de las fabricas de replicacion
del ADN, y demuestran que Ciz1l desempefia un papel positivo en el ciclo celular de los mamiferos, actuando en la
promocidn del inicio de la replicacién del ADN.

Tres de las lineas de investigacion sugieren que Cizl resulta necesario durante una etapa tardia del proceso de
inicio después de la formacién del complejo de prerreplicaciéon de ciclina A-cdk2 que activan la sintesis de ADN, lo
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que implica que Cizl actda durante esta etapa y no durante etapas mas tempranas de ensamblaje del complejo de
replicacién (Coverley et al., 2002). En segundo lugar, los estudios funcionales con nicleos en la etapa G1 tardia
demuestran que el ECiz1 recombinante incrementa el nimero de nlcleos que incorporan nucleétidos marcados in
vitro. Por lo tanto, Ciz1 debe encontrarse activo en una etapa que convierte los nlcleos preparados para iniciar la
sintesis del ADN en nucleos en sintesis activa de ADN. En tercer lugar, los estudios de interferencia de ARN
apuntan a la existencia de una etapa dependiente de Cizl posterior a la formaciéon del complejo Mcm vy tras el
ensamblaje de PCNA sobre el ADN, aunque anterior al desplazamiento de estas proteinas. Estas diferentes lineas
de investigacion conducen a conclusiones inesperadamente similares acerca del punto de accién de Cizl, situandolo
en las etapas posteriores del proceso de inicio.

ARNip anti-Ciz1l como estrategia terapéutica. El andlisis demuestra que Cizl resulta esencial para la proliferacion
celular, y que apuntar a Ciz1l como diana es una estrategia viable para limitar la proliferacion. Las formas sometidas
a corte y empalme alternativo de Ciz1 que se observan en diversos canceres (ver posteriormente) implican que Cizl
podria seleccionarse como diana de un modo selectivo para limitar la proliferacion en un subconjunto de células
dentro de una poblacion.

A titulo de ejemplo, lo anterior podria llevarse a cabo dirigiendo los ARNip a la secuencia de unién creada en los
transcritos de Ciz1 en el caso de que falte la secuencia C-terminal GTTGAGGAGGAACTCTGCAAGCAG (SEC ID N°
2) en células de carcinoma pulmonar de células pequefias, o mediante la utilizacion de proteina Ciz1 que no
presenta la secuencia VEEELCKQ (SEC ID N° 3) correspondiente para seleccionar inhibidores quimicos especificos.

De acuerdo con lo expuesto anteriormente, la presente invencion también proporciona la utilizacion de secuencias
de unién creadas en los transcritos y proteinas de Ciz1l en el caso de que no se encuentren presentes secuencias
sometidas a corte y empalme alternativo, a modo de marcador diagndstico, indicador prondstico o diana terapéutica.

La forma embrionaria de Ciz1l se localiza en el nicleo. El andlisis de RT-PCR de exones potencialmente variables
sugiere que las células 3T3 expresan predominantemente Ciz1 de longitud completa, de modo que el trabajo de los
presentes inventores de inmunolocalizacion de la Cizl end6gena (fig. 5) no refleja necesariamente el
comportamiento de ECiz1, el cual no presenta varios bloques de secuencia y posiblemente, por lo tanto, informacion
que se utiliza para localizar la proteina. Con el fin de comparar directamente la localizacion de ECizl y la Cizl de
longitud completa, se transfectaron construcciones marcadas con GFP mejorada en células 3T3 (fig. 8A) y se
microinyectaron en pronucleos de raton (fig. 8B). En todos los casos, los Cizl y ECizl marcados eran
exclusivamente nucleares, mientras que una construccion de control que expresaba GFP solo se encontraba
presente en el nucleo y en el citoplasma. Tanto GFP-Ciz1l como GFP-ECiz1 eran visibles en células vivas en forma
de focos subnucleares, similares a los focos de replicacion observados en células fijadas mediante
inmunofluorescencia. De esta manera, los tres bloques de secuencia que se encuentran ausentes de ECizl
aparentemente no contribuyen a la localizacion nuclear de Ciz1.

Durante el periodo de tres dias posterior a la transfeccion no se observé division celular en las células transfectadas
con GFP-Cizl y con GFP-ECizl. Estos datos sugieren que la sobreexpresion de la Ciz1 funcional presenta un efecto
inhibidor del ciclo celular (en células que presentan rutas reguladoras intactas).

Coalescencia. Al transfectar células 3T3 con construcciones marcadas con GFP en los que el tercio C-terminal de
Ciz1 habia sido eliminado, se observaron diferencias entre ECiz1 y Cizl de longitud completa (fig. 8C). A las 48
horas, FL Ciz1 N-term (equivalente a 442) se habia fusionado formando grandes agregados intranucleares que solo
resultaron aparentes en la poblacion transfectada con ECiz1 N-term442 el dia 3 o después. . Antes de este tiempo,
ECiz1l N-term442 se localizaba en forma de patron especificamente nuclear pero difuso. De esta manera, la
capacidad de coalescencia es diferente en términos cuantificables en el caso de Cizl y de ECiz1, y por lo tanto
resulta afectada por uno de los tres exones procesados alternativamente (2/3, 6 u 8).

Al igual que las células transfectadas con Cizl de longitud completa y ECizl, no se observd que las células
transfectadas con construcciones en las que el tercio C-terminal habia sido eliminado se multiplicasen durante el
periodo de seguimiento de tres dias.

Los dominios C-terminales anclan Cizl a las estructuras nucleares. Tal como se ha indicado anteriormente, la
diferencia entre Ciz1l y ECiz1 N-term se encuentra enmascarada cuando los dominios C-terminales también se
encuentran presentes (fig. 8A). Ademas, el fragmento C-terminal solo dirige el marcador GFP a la cromatina,
formando un patrén irregular que no es tan moteado (focal) como Cizl o ECizl, pero que sigue unido a los
cromosomas durante la mitosis (fig. 8D). Esto sugiere que los dominios C-terminales se encuentran implicados en la
inmovilizacion de Cizl sobre un marco estructural en el nlcleo. Notablemente, las células transfectadas
transitoriamente con fragmento C-terminal siguieron dividiéndose, resultando en la dilucién gradual de la
fluorescencia verde.

La Cizl ectépica estimula entrada prematura en la fase S. Se analizaron los sucesos que se producian durante el
primer dia después de la transfeccion. La fraccion en fase S de células transfectadas (verde) se comparé con la
fraccion en fase S de células no transfectadas mediante el marcaje con BrdU en diversos intervalos. Durante largas
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ventanas de marcaje, incluyendo 0 a 22 horas (fig. 8E), 0 a 12 horas y 0 a 7 horas (no mostrado), se estaba
produciendo la sintesis de ADN consistentemente en mas células transfectadas con Cizl y con ECizl que en células
no transfectadas. Esto sugiere que Ciz1l y ECiz1 presentan un efecto positivo sobre la transicién G1-S, promoviendo
la entrada no programada en la fase S. Se obtuvieron resultados similares con poblaciones de células 3T3
densamente sembradas en placas antes de la transfeccion. Esto se llevo a cabo con el fin de minimizar la fraccién
de la poblacion no transfectada que se encontraba en la fase S como parte del ciclo celular normal. En estas
condiciones, la diferencia entre las poblaciones transfectadas y no transfectadas era maxima, demostrando
claramente el efecto de la Cizl ectdpica sobre el inicio de la replicacién del ADN.

A la inversa, al marcar células con un pulso corto de BrdU administrado a las 22 horas (fig. 8E), 0 10 o 12 horas
después de la transfeccién (no mostrado), la fraccion marcada se habia reducido consistentemente en las
poblaciones transfectadas con Ciz1 y con ECiz1. Esto sugiere que la fase S que resulta inducida por Ciz1l o ECizl
ectopicos es anormal, con una sintesis del ADN lenta o nula que no resulta suficiente para marcar las células
durante ventanas cortas de exposicion a BrdU.

Por lo tanto, Cizl y ECizl ectdpicas presentan dos efectos sobre la fase S en las células en cultivo. Estimulan la
replicacién del ADN, pero resultando en una sintesis del ADN lenta o nula.

Clones con potencial de proliferacion alterado. Se realizé asimismo un seguimiento de poblaciones transfectadas de
células 3T3 durante un periodo de tres semanas. En células transfectadas con GFP-Nterm442 o el equivalente no
procesado alternativamente y mantenido bajo seleccion con G418, se observaron grandes focos que contenian
cientos de células (fig. 9A). Estas agrupaciones contenian un gran ndmero de células que expresaban GFp,
demostrando que la sobreexpresion de la parte N-terminal de ECiz1 (en la que reside la actividad de replicacion) no
es lenta, y sugiriendo que la sobreexpresion conduce a un fenotipo de proliferacion alterado, en comparacion con las
células no transfectadas, incluyendo la pérdida de inhibiciébn por contacto y la incapacidad para formar una
monocapa. Este comportamiento alterado dependiente de Ciz1l podria contribuir a la formacién de tumores. Una
version truncada de Cizl de ratén que no presentaba los dominios de interaccion putativos con la cromatina ha sido
aislada anteriormente a partir de un melanoma de raton (fig. 2).

Ciz1 humana y cancer

ADNCc de Cizl en bases de datos publicas. Tal como se ha indicado anteriormente, la Ciz1l humana se procesa
alternativamente al nivel del ARN, rindiendo transcritos que no presentan tres de los mismos exones que la Cizl
embrionaria de raton. Se han registrado siete ADNc de Cizl humanos en las bases de datos publicas (fig. 10),
presentadas por Mitsui et al (1999), Warder y Keherly (2003) y proyectos a gran escala de andlisis del genoma
(proyecto NIH-MGC, proyecto NEDO de secuenciacion del ADNc humano). Unicamente uno deriva de tejido adulto
normal y éste contiene todos los exones predichos (AB030835). El resto deriva de células embrionarias (AK027287),
0 notablemente de cuatro tipos diferentes de cancer pediatrico (meduloblastoma, AF159025, aAF0234161,
retinoblastoma, AK023978, neuroblastoma, BC004119 y linfoma de Burkitt, BC021163). La forma embrionaria y las
formas derivadas del cancer no presentan bloques de secuencia de las mismas tres regiones que el clon
embrionario de ratén de los presentes inventores y de una cuarta regién que corresponde al exén 4. Por lo tanto, los
limitados datos sugieren que las formas sometidas a corte y empalme alternativo son mas prevalentes en etapas
tempranas del desarrollo. Esta correlacion no ha sido observada anteriormente en la literatura cientifica. La
presencia de Ciz1 sometida a corte y empalme alternativo en canceres pediatricos plantea la posibilidad de que el
procesamiento incorrecto de Ciz1 esté asociado a una proliferacion celular inadecuada.

Por ejemplo, uno de los exones variables codifica un motivo de secuencia DSSSQ conservado corto que se
encuentra ausente en la ECiz1 de ratén y en un meduloblastoma humano. Este esta directamente adyacente al sitio
de fosforilacion de cdk de consenso que los presentes inventores han demostrado que se encuentra implicado en la
regulacion de la funciéon de EGizl. La inclusién condicional de la secuencia DSSSQ podria convertir a Cizl en el
objeto de la regulacién por parte de la familia ATM/ATR de proteina quinasas, las cuales fosforilan las proteinas en
las secuencias SQ, limitando de esta manera la funcién de inicio de Ciz1 en respuesta al dafio al ADN.

Andlisis de los marcadores de secuencia expresada. La presencia de Cizl sometida a corte y empalme alternativo n
canceres pediatricos ha motivado un analisis detallado de las EST de Cizl. Existen 567 marcadores de secuencia
expresada (EST) dentro de la Unigene cluster del NCBI n® Hs.23476 (Ciz1 humana). Estas se derivan de un amplio
abanico de tejidos y lineas celulares normales y enfermas. Las secuencias se han traducido y mapeado frente a la
secuencia de aminoacidos de longitud completa predicha de la Ciz1 humana. Se han registrado alteraciones de
secuencias que dan lugar a sustituciones o deleciones de aminoacidos, a desplazamientos de marco o a la
terminacion prematura de la traduccién.

También se han observado variantes de corte y empalme alternativo de Ciz1 en estos datos de EST y se incorporan
como referencia en la presente memoria. Los cuatro bloques de secuencia que los presentes inventores habian
informado anteriormente que se habian sometido a corte y empalme alternativo en la Ciz1 humana y de raton (fig. 2)
han sido observadas en las secuencias de EST, asi como la variante previamente no detectada que carece de la
secuencia derivada del exén 14 VEEELCKQ. Todos estos bloques de secuencia recurrentemente variantes se
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encuentran limitados por sitios de corte y empalme adecuados. Se ha identificado un sexto bloque de secuencia
variable en una biblioteca derivada de carcinoma, causado por la inclusién de

GCCACCCACACCACGAAGAGATGTGTTIGCCCACGTTCCAGTGCAGGGGTGGAG
CACAGCCCGGCTTGTTACAGATAT (SEQ ID NO: 4).

Las EST se agrupan segun el tipo celular a partir del que se derivaron, con las divisiones primarias presentes entre
las células neoplasicas de origen adulto, infantil o embrionario. Las EST de tejido normal de origen embrionario o
adulto se incluyen a titulo comparativo. Los mapas de la proteina Ciz1 derivada de EST se muestran en la fig. 11A-E
y los exones sometidos a corte y empalme alternativo se resumen en la fig. 11F.

Tres blogues de secuencia en el extremo N-terminal de la Ciz1 humana no se encuentran presentes en transcritos
procedentes de meduloblastomas y neuroblastoma (fig. 11A) y ocasionalmente no se encuentran en transcritos de
Ciz1 procedentes de otros canceres. Los presentes inventores también encontraron un corte y empalme alternativo
similar en un tercer cancer pediatrico, el sarcoma de Ewings (véase mas adelante). Las secuencias sometidas a
corte y empalme alternativo asociadas a cancer pediatrico proceden de los exones 2/3 (por lo menos dos versiones),
del exdn 4 y del exon 6.

Las variantes del exdn 8 en las que no se encuentran presentes una o0 mas copias de una repeticion degenerada
rica en Q han sido observadas en transcritos derivados de células normales (de origen neural embrionario o adulto)
y de diversos canceres. El corte y empalme alternativo en dicha regién podria producir Ciz1 con una actividad
inapropiada; por lo tanto, la expresion de variante del exén 8, o la presencia de mutaciones puntuales que influyan
sobre el procesamiento en esta region, podrian resultar Gtiles como marcadores diagnésticos o pronésticos de
cancer. Las repeticiones del exdn 8 degeneradas sometidas a corte y empalme alternativo se detallan
posteriormente y se resumen en la fig. 11F.

En la mitad C-terminal de la proteina Ciz1 humana, dos bloques de secuencia someten a corte y empalme de modo
variable. Una de éstas no se encuentra presente en los transcritos derivados de tres de cada cinco bibliotecas de
carcinoma pulmonar y de carcinoide pulmonar, y de tres otras bibliotecas de carcinoma (pero muy raramente de
transcritos de otros tipos celulares).

El segundo bloque de secuencia variante se debe a la inclusion incorrecta de secuencia adicional en transcritos
procedentes de la biblioteca del carcinoma epidermoide (MGC102).

Dichas secuencias y las secuencias de union formadas en las proteinas Ciz1, y los transcritos de Cizl en el caso de
que estos segmentos sean excluidos o incluidos, son dianas potenciales para la inhibiciébn selectiva de la
proliferacion celular en un amplio abanico de cénceres diferentes. Las secuencias no variantes restantes son dianas
potenciales para la inhibicién no selectiva de la proliferacion celular.

Ademas de variantes de corte y empalme, se ha observado la presencia en algunos canceres de otros transcritos de
Ciz1 no tipicos. En los rabdomiosarcomas, Ciz1l se termina prematuramente, conduciendo a una proteina predicha
gue no presenta dominios de unién nuclear C-terminales. Esto podria conducir a una replicacion incorrecta del ADN
y por lo tanto podria ser una diana terapéutica o un marcador en este tipo de cancer.

Varios transcritos contienen mutaciones puntuales que conducen a sustituciones de aminoacidos en sitios putativos
de fosforilacion de quinasa (cdk) dependiente de ciclina. En la biblioteca MGC12 del carcinoma cervical, lo anterior
se produce dos veces. Los presentes inventores han demostrado que se encuentran implicados dos sitios de
fosforilacion cdk en la limitacion de la actividad de Ciz1 (fig. 3C y D), implicando a estas mutaciones en la alteracion
de la regulacién de la proliferacion en las células de cancer. Uno de ellos es el mismo que el mutante derivado del
carcinoma mencionado anteriormente (fig. 11E). Los transcritos derivados de cancer con mutaciones puntuales en
Ciz1 también podrian ser dianas para la interferencia de ARN, o presentar un valor como indicadores diagnésticos o
prondsticos.

Investigacion de la expresién de variantes de Cizl en los canceres pediatricos

Se ha investigado la expresiéon de variantes de Cizl en 6 lineas celulares tumorales de la familia del sarcoma de
Ewings (ESFT) y en dos lineas celulares de neuroblastoma, utilizando RT-PCR con conjuntos de cebadores que
comprenden tres regiones de variabilidad conocida de Ciz1 (fig. 12A). Este andlisis ha demostrado que el patrén de
expresion variante de Cizl es diferente en las células ESFT y en las células del neuroblastoma y en células no
transformadas, aunque aparentemente es muy similar en conjuntos de lineas celulares del mismo tumor. Por lo
tanto, la expresion variante de Cizl podria presentar un potencial pronéstico o diagnéstico para estos canceres.
Algunas variaciones menores dentro de un conjunto de lineas del mismo tipo tumoral podrian presentar valor
pronéstico.

Mediante la subclonacién y secuenciacion de transcritos amplificados, los presentes inventores encontraron que la
totalidad de las seis lineas ESFT sometidas a ensayo expresaban una forma exén 4 menos de Giz1l. Debido a que
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Cizl resulta esencial para la proliferacion celular (ver posteriormente), ofrece una posible via para la limitacion
selectiva de las células ESFT. Los transcritos de las dos lineas celulares de neuroblastoma sometidas a ensayo
raramente carecen de exon 4 pero frecuentemente carecen de secuencias con el motivo DSSSQ codificado por el
exon 6 (fig. 12B).

Dicho analisis experimental confirma que los canceres pediatricos expresan formas de Ciz1 con inclusién variable de
los exones 4, 6 y probablemente de los exones 2/3.

Dos versiones de la secuencia que comprende el exdén 8 y una forma de la secuencia que abarca la secuencia de
codificacion VEEELCKQ se detectaron en ESFT, neuroblastomas y control, sugiriendo que estas regiones no
contribuyen a la desregulacion de Cizl en dichos canceres pediatricos.

En todos los casos, los productos de RT-PCR de Cizl eran mas abundantes en reacciones llevadas a cabo con
muestras de ARN procedentes de lineas celulares de cancer, comparado con los controles (Wi38, HEK293, NIH3T3
y osteoblastos humanos primarios). Esto es consistente con que se encuentre incrementada la expresion de las
variantes de Ciz1 en los tumores.

Andlisis de la expresidn de la proteina Ciz1 en lineas celulares de cancer de préstata

Andlisis de la expresion de la proteina Cizl en lineas celulares de cancer prostético Los fibroblastos pulmonares
humanos no transformados normales (y las células NIH3T3 de raton) expresan dos formas mayores de Cizl que se
detectan con el anticuerpo policlonal anti-Ciz1 1793 en transferencias de tipo Western (fig. 13A). La banda mas
grande (aproximadamente 125 kDa) se resuelve en tres bandas diferentes que se encuentran presentes en
proporciones iguales en células Wi38, pero en proporciones muy desiguales en las lineas celulares de cancer
prostatico PC3 y LNCAP (y en lineas de células ESFT, no mostradas). Los presentes inventores postulan que estas
isoformas de proteina se generan mediante la expresion de exones sometidos a corte y empalme de forma variable.
Ambas lineas celulares tumorales también contienen mas antigeno Cizl que las células Wi38, lo que es consistente
con la sobreexpresion de Cizl en dichas lineas celulares de cancer.

En conjunto, los resultados de los presentes inventores (experimentales y el andlisis bioinformético de los datos
gendmicos) apoyan la conclusién de que Cizl se encuentra incorrectamente regulado en un amplio abanico de
canceres humanos. Los presentes inventores han demostrado que la proteina Ciz1 desempefia un papel positivo en
el proceso de la replicacion del ADN; por lo tanto, una Ciz1 mutante podria contribuir a la transformacion celular y no
ser una consecuencia de la misma. En el caso de que la alteracion de la regulacion de Cizl sea una etapa comun en
este proceso, representaria una diana muy atractiva para el desarrollo de agentes terapéuticos.

Los inventores también han relacionado asimismo cambios particulares con canceres especificos, con lo que es una
posibilidad real que Ciz1 resulte util como marcador diagndstico o prondstico.

Estos incluyen:

. Corte y empalme alternativo en la parte N-terminal de la proteina (que contiene actividad de replicacion in
vitro) en canceres pediatricos.

. Mutaciones puntuales en sitios de fosforilacion de quinasa dependiente de ciclina, las cuales es conocido que
se encuentran implicadas en la limitacion de la actividad de replicacion de Ciz1.

. Expresion no tipica y propiedades de union nuclear de formas de Ciz1-p125 en lineas celulares de carcinoma
prostético, posiblemente debido al procesamiento incorrectamente regulado de las repeticiones degeneradas en el
exon 8, o en otros exones.

. Exclusion condicional de un motivo discreto (VEEELCKQ) en el extremo C-terminal de Cizl (que
probablemente participa en la localizaciéon de la proteina Ciz1l dentro del nicleo) en el carcinoma pulmonar de
células pequefias y en otros carcinomas.

. Niveles incrementados de proteina y ARN de Cizl (detectados mediante transferencia western y mediante
RT-PCR) en todas las lineas celulares derivadas de cancer sometidas a ensayo hasta el momento, en comparacion
con los niveles en fibroblastos pulmonares embrionarios normales Wi38, de ARN de osteoblastos humanos y en
fibroblastomas NIH3T3 de raton.

Las secuencias mostradas en las figuras 14 a 21 resultan utiles para el desarrollo de reactivos terapéuticos,
diagndsticos o pronosticos.

Materiales y procedimientos
Clonacién. .Se utilizé una biblioteca de expresion de ADNc enriquecida de longitud completa del tramo 5' triplEx de
lambda, derivada de embriones de raton de 11 dias (Clontech n® ML5015t) para infectar E. coli X11blue segun el

protocolo recomendado (Clontech). Se levantaron las placas sobre filtros de nitrocelulosa de 0,45 micrémetros
previamente sumergidos en IPTG 10 mM (Sigma). Se aplic6 anticuerpo V1 purificado mediante afinidad, en
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aproximadamente 3 X 10° placas a una dilucién de 1/1.000 en PBS, leche en polvo desnatada al 10 %, Tween-20 al
0,4 %, tras bloquear durante 30 minutos en ausencia del anticuerpo. Tras dos horas, se lavaron tres veces los filtros
con el mismo tampén vy las placas reactivas se visualizaron con anticuerpo secundario anticonejo conjugado con
peroxidasa de rabano picante (Sigma) y quimioluminiscencia mejorada (ECL, Amersham) siguiendo procedimientos
estandar. Se recolectaron 43 placas independientes, pero solo dos cepas de fago sobrevivieron tres rondas
adicionales de deteccion selectiva. Estas se convirtieron en pTriplEX mediante transformacién en BM25.8 y se
secuenciaron. Una codifica para la Cdc6 de raton (clon P) y la otra (clon L) para una proteina de raton desconocida
que es homodloga de la Ciz1 humana. Los inventores hacen referencia a esta Ciz1 embrionaria (ECizl) y se presento
al EMBL bajo el nimero de acceso AJ575057.

Expresion bacteriana. Se utilizaron construcciones de expresion bacteriana basados en pGEX (Amersham) para
producir proteinas ECizl para el analisis in vitro. Se gener6 pGEX-ECiz1 mediante la insercién de un fragmento
Smal-Xbal (extremos romos) de 2,3 kb procedente del clon L en el sitio Smal de pGEX-6P-3. Se gener6 pGEX-
Nterm442 mediante la insercion del fragmento Xmal-Xhol de 1,35 kb en pGEX-6P-3 digerido con Xmal-Xhol y
pGEX-Cterm274 mediante la insercion del fragmento Xhol de 0,95 kb en pGEX-6P-3 digerido con Xhol. Se genero
pGEX-T (191/2) A partir de pGEX-ECiz1 mediante mutagénesis dirigida a sitio (Stratagene Quikchange) utilizando
los cebadores AACCCCCTCTTCCGCCGCCCCCAATCGCAAGA (SEC ID N° 5) y
TCTTGCGATTGGGGGCGGCGGAAGAGGGGGTT (SEC ID N° 6). Se generé pGEX-T(293)A a partir de pGEX-
ECiz1 utilizando los cebadores AAGCAGACACAGGCCCCGGATCGGCTGCCT (SEC ID N° 7) vy
AGGCAGCCGATCCGGGGCCTGTGTCTGCTT (SEC ID N° 8). La integridad y marco de lectura de todos los clones
se verificaron mediante secuenciacion.

Se produjeron Cizl recombinante, fragmentos de Cizl y mutantes puntuales en BL21-pLysS (Stratagene) en forma
de proteina marcada con glutation-S-transferasa. Esto se purificé a partir de lisados bacterianos sometidos a
ultrasonidos y clarificados mediante la unién a glutation-sefarosa 4B (Amersham). La proteina recombinante se eluyd
mediante escision del marcador GST utilizando proteasa de precision (tal como recomienda el fabricante,
Amersham) en tampon (Tris-HCI 50 mM, pH 7,0, NaCl 150 mM, DTT 1 mM). Esto proporciond preparaciones de
proteina de entre 0,2 y 2,0 mg/ml. Para las réplicas de ensayo, se prepararon diluciones en serie en Hepes 100 mM,
pH 7,8, DTT 1 mMy glicerol al 50 %, de manera que no se afiadiese mas de 1 ml de solucién de proteina a 10 ml de
ensayo de replicacién, dando las concentraciones mostradas. Consistente con las observaciones anteriores (Mitsui
et al., 1999; Warder y Keherly, 2003), la Ciz1 recombinante y el fragmento derivado N-term442 migraron en el SDS-
PAGE con un peso molecular anémalamente elevado. Se produjo ciclina A-cdk2 en bacterias tal como se ha descrito
anteriormente (Coverley et al., 2002).

Anticuerpos anti-Cizl. Se cultivd anticuerpo V1 policlonal de conejo (Coverley et al., 2000; Stoeber et al., 1998;
Williams et al., 1998) contra un fragmento interno del Cdc6 humano expresado en bacterias, correspondiente a los
aminoéacidos 145 a 360, y se purificé mediante afinidad siguiendo procedimientos estandares (Harlow y Lane, 1988).
Este anticuerpo reacciona fuertemente con p100-Cizl enddgena y también con el fragmento Nterm442 de ECizl. La
alineacion de Nterm442 con Cdc6 aminoacidos 145 a 360 sugiere que el epitopo compartido podria encontrarse en
294-298 o en 304-312 en la Cizl de raton. Se utilizd Nterm442 recombinante para generar dos antisueros
policlonales especificos de Ciz1l denominados 1793 y 1794 (Abcam). De forma rutinaria se ha usado 1793 en los
experimentos descritos en el presente documento. Su especificidad se verific6 mediante inmunoprecipitacion
reciproca y analisis de transferencia western con anticuerpo V, mediante inclusion de Nterm442 (25 ug/ml en tampén
para anticuerpo, BSA 10 mg/ml, SDS al 0,02 %, Triton X100 al 0,1 % en PBS), que blogued la reactividad con
epitopos enddgenos, y mediante reduccion mediada por ARNip de Cizl que redujo especificamente la tincion
nuclear de 1793.

Inmunoprecipitacion. Las células 3T3 se lavaron en PBS en crecimiento asincrono, se aclararon en tampén de
extraccion (Hepes 20 mM, pH 7,8, acetato potasico 5 mM, cloruro magnésico 0,5 mM) suplementado con céctel
inhibidor de proteasa sin EDTA (Roche) y se recolectaron mediante raspado al igual que los extractos de replicacion.
Las células se lisaron con Triton X100 al 0,1 % y la fraccion de sedimento resistente a detergente se extrajo con
NaCl 0,3 M en tampén de extraccion. Se utilizaron 5 ol de 1793 o 2 ol de anticuerpo V por cada 100 ol e extracto y
se incubaron durante 1 hora a 4 °C. Se extrajeron los complejos de antigeno-anticuerpo con 100 ol de proteina G-
sefarosa (Sigma) y las perlas se lavaron cinco veces con Tris 50 mM, pH 7,8, EDTA 1 mM, NP40 al 0,1 %, NaCl 150
mM. Los complejos se sometieron a ebullicion en tampon de carga (DTT 100 mM, SDS al 2 %, Tris 60 mM, pH 6,8,
azul bromofenol al 0,001 %) y se resolvieron mediante electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida al 6,5 %

Inmunofluorescencia. Se cultivaron células sobre cubreobjetos y se fijaron en paraformaldehido al 4 %, con o sin una
breve preexposicién a Triton X100 al 0,05 % en PBS. Se detect6 Cizl enddgena con suero 1793 diluido 1/2.000 en
tampon para anticuerpo siguiendo procedimientos estandar. Se detecté Mcm3 con el anticuerpo monoclonal sc9850
(1/1.000), Cdc6 con el anticuerpo monoclonal sc9964 (1/100) y PCNA con el anticuerpo monoclonal PC100 (1/100,
todos de Santa Cruz Biotechnology). El andlisis de colocalizacion de imagenes confocales fluorescentes doblemente
tefiidas se llevo a cabo tal como se ha descrito (Rubbi y Milner, 2000; van Steensel et al., 1996).

Sincronia celular. Se sincronizaron células 3T3 de raton mediante salida de la quiescencia tal como se ha descrito
anteriormente (Coverley et al., 2002). Los nucleos preparados a partir de células recolectadas 17 horas después de
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la salida (denominadas "de G1 tardia") se utilizaron en todos los experimentos de replicacién libres de células
descritos en el presente documento. Esto proporcioné poblaciones que contenian nicleos en fase S, nicleos en G1
tardia competentes para la replicacion y nucleos en G1 temprana/G0O no sensibles, en proporciones variables. Los
extractos de 3T3 receptores en plena etapa Gl se prepararon a las 15 horas (tipicamente contienen
aproximadamente 5 % de células en fase S). La serie de experimentos de replicacion libres de células descritos en
la presente memoria requirié grandes cantidades de extracto estandarizado; por lo tanto, se utilizaron células HelLa
debido a que se sincronizan facilmente en masa. Se prepararon extractos de HelLa en fase S a partir de células que
habian salido de la quiescencia durante dos horas procedentes de dos bloqueos secuenciales en fase S inducidos
con timidina, tal como se ha descrito (Krude et al., 1997)

Replicacion del ADN libre de células. Se llevaron a cabo ensayos de replicacion del ADN tal como se ha descrito
(Coverley et al., 2002; Krude et al., 1997). Brevemente, se incubaron 10 ol de extracto en fase G1 o S media
(suplementado con sistema regenerador de energia, nucleétidos y dUTP biotinilado) y 5 x 10* nucleos en fase G1
tardia, durante 60 minutos a 37 °C. Las reacciones se suplementaron con lisado baculovirico que contenia ciclina
Acdk2 (Fig. 1B y C), en el que 0,1 ol de lisado presentaba la misma actividad especifica que 1 nM de quinasa
purificada (Coverley et al., 2002). Todas las proteinas recombinantes se diluyeron en serie en Hepes 100 mM, pH
7,8, DTT 1 mM, glicerol al 50 %, de manera que no se afiadiesen mas de 1 ol por cada 10 ol de ensayo de
replicacién, generando las concentraciones indicadas. Las reacciones se detuvieron con 50 ol of 0,5 % de Triton
X100 al 0,5 % y se fijaron mediante la adicion de 50 ol de paraformaldehido al 8 % durante 5 minutos. Todas las
transferencias a los nucleos en cubreobjetos se tifieron con estreptavidina-FITC (Amersham) y se contratifieron con
Toto-3-yoduro (Molecular Probes). Se cuantific6 la proporcién de nucleos marcados mediante inspeccion a un
aumento de 1.000X y todos los nucleos con focos fluorescentes o marcaje uniforme intenso se consideraron
positivos. Las imagenes de los nudcleos en replicacion in vitro se generaron mediante microscopia confocal a un
aumento de 600X, de muestras contratefiidas con yoduro de propidio. Para el andlisis de las proteinas nucleares, los
nudcleos se aislaron nuevamente tras la exposicién durante 15 minutos a condiciones iniciadoras, mediante dilucion
de dos veces de las reacciones con PBS frio y centrifugacion suave.

Analisis y presentacion de los datos. Antes de la utilizacién en los ensayos de inicio, cada preparacion de nucleos en
etapa G sincronizados se sometié a ensayo para determinar la proporcion de nucleos que ya se encontraba en fase
S ("% en S"). Para ello, dichos nucleos se incubaron en un extracto que era incapaz de inducir el inicio de la sintesis
de ADN (procedente de células en plena etapa G1 recolectadas 15 horas después de su salida de la quiescencia)
pero que permitian eficientemente la sintesis de elongacion del ADN a partir de origenes iniciados in vivo. La
fraccion de nudcleos en elongacion incorporaba nucleotidos eficientemente durante los ensayos de inicio in vitro pero
no proporciona ninguna informacion. Rutinariamente esta fraccién se preestablecié y resto de los datos crudos. Las
poblaciones sincronizadas en las que 20 % o menos de las células se encontraban en fase S se utilizaron para los
ensayos de inicio.

Al hacer salir de la quiescencia las células 3T3 utilizando el protocolo utilizado en el presente documento, una
proporcion no superior al 70 % de la poblacién total entra en la fase S (Coverley et al., 2002). Sin embargo, la
frecuencia de replicacion méxima observada in vitro se aproxima mas a 50 %; habitualmente obtenida mediante
incubacién con ECizl. Para la poblacion en G1 de nucleos 3T3 utilizada en la presente memoria, el 17 % se
encontraba en fase S (% en S) y el nUmero maximo que se replicaba en cualquier ensayo in vitro era de 51 % (% en
replicacién). Por lo tanto, el 34 % de esta poblacién es competente para iniciar la replicacién in vitro (% de C). De
esta manera, para cada punto de datos en las Figs. 3B a F, % en inicio = (% en replicacion - % en S) /% de C x 100.

ARNA de interferencia Se utiliz6 como diana Cizl enddgena en células NIH3T3 proliferantes utilizando ARNip
transcritos in vitro (kit Ambion Silencer) dirigido contra cuatro regiones de la Cizl de ratén. Las secuencias
oligonucleotidicas que se utilizaron para generar los ARNip son AAGCACAGTCACAGGAGCAGACCTGT (SEC ID
N° 9) CTC y AATCTGCTCCTGTGACTGTGCCCTGTCTC (SEC ID N° 10) para ARNip 4, AATCTGTCAC
AAGTTCTACGACCTGTCTC (SEC ID N° 11) y AATCGTAGAACTTGTGACAGACCTGTCTC (SEC ID N° 12) para
ARNip 8, AATCGCAAGG ATTCTTCTTCTCCTGTCTC (SEC ID N° 13) y AAAGAAGAAGAA
TCCTTGCGACCTGTCTC (SEQ ID NO: 14) para ARNip 9, y AATCTGCAGCAGTTCTTTCCCCCTGTCTC (SEQ ID
NO: 15) y AAGGGAAAGAACTGCTGCAGACCTGTCTC (SEC ID N° 16) for Siria 11 para ARNip 11. Las secuencias
diana que se encuentran distribuidas en todo el transcrito de Cizl se seleccionaron basandose en predicciones
reducidas de estructura secundaria y en localizaciones dentro de los exones que se expresan consistentemente en
todas las formas conocidas de Cizl (secuencias 4, 8 y 11), con la excepcion de uno (ARNip 9) que se sabe que se
somete a corte y empalme alternativo. Los controles negativos no se trataron, se trataron falsamente (reactivos de
transfeccion pero no ARNip) y las células se trataron con ARNip de GAPDH (Ambion). Se utilizaron ARNip marcados
con Cy3 (Ambion) para estimar la eficiencia de transfeccién, que se encontré que era superior al 95 %. Los
experimentos de interferencia de ARN se llevaron a cabo en un formato de 24 pocillos partiendo de 2x104 células
por pocillo en 500 ol de medio (DMEM con glutamax suplementado con FCS al 4 %). Los ARNip se afiadieron 12
horas después de la siembra en placa utilizando reactivo oligofectamina para la introduccion (Invitrogen). A menos
que se indique lo contrario, los ARNip se utilizaron por parejas (a una concentracién total de 2 nM en medio), en
forma de dos dosis, administrando la segunda dosis en medio fresco 24 horas después de la primera. Los resultados
se evaluaron 48 horas después de la primera exposicion, mediante recuento del nimero de células, marcaje en la
fase S e inmunotincion. Se llevaron a cabo transferencias de tipo Northern en ARN aislados a partir de células
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tratadas durante 24 horas con una unica dosis de ARNip, en reacciones que se ampliaron en 5 veces. Se prepar6
ARN utilizando reactivo Trizol (Invitrogen) y las muestras se sometieron a electroforesis a través de agarosa al 1 %,
se transfirieron a membrana de nilén Hybon N+ (Amersham) y se hibridaron secuencialmente a 50 °C con sondas de
ADNCc utilizando reactivos del kit NorthernMax (Ambion), siguiendo las instrucciones del fabricante. La membrana se
aclaré entre cada hibridacion utilizando soluciéon de SDS al 0,5 % a 90 °C, se dej6 que se enfriase lentamente hasta
la temperatura ambiente. Las sondas se marcaron con [32P]—dCTP utilizando el sistema de marcaje de ADN de
cebadores aleatorios (Gibco BRL),) y se utilizaron en el orden siguiente: i. un fragmento Xmal-Xhol de 1,35 kb
derivado a partir de ECiz1. ii. ADNc de o—actina (Clontech) (Clontech) vy iii. ADNc de GAPDH de raton (RNWAY
laboratories). La membrana se lavo dos veces en 2X SSC SDS al 0,2 % durante 30 — 60 minutos cada vez, seguido
de un lavado en in 0,2X SSC 0,2 % SDS durante 30 minutos a una temperatura de 55 — 65 °C, dependiendo de la
sonda utilizada. Las sefiales de hibridacion se cuantificaron utilizando un aparato de captura de imagenes
Amersham Biosciences Typhon 9410 en modo variable y software Image Quant TL (v2002). Las intensidades de
banda se expresan en unidades arbitrarias (entre paréntesis) y los resultados para Cizl y GAPDH se normalizaron
respecto a los de la o—a-actina y se expresaron en %.

Marcaje en la fase S. La fraccion de nicleos en los que se estaba produciendo sintesis de ADN in vivo se sigui
mediante la suplementacion del medio de cultivo con bromodesoxiuridina 20 oM (BrdU, Sigma) durante 20 minutos.
La BrdU incorporada se visualizo tras el tratamiento &cido con anticuerpo monoclonal anti-BrdU conjugado con FITC
(Alexis Biochemicals) siguiendo las instrucciones del fabricante. Los nlcleos se contratifieron con un aparato
Hoescht 33258 y se contaron con aumento alto (1.000X).

Ciz1 marcada con proteina fluorescente verde

Se obtuvo ADNc de Cizl de raton de longitud completa del UK HGMP Resource Centre (MGC clon n° 27988) y se
verificd por completo la secuencia. Se ligaron en el mismo marco con proteina fluorescente verde mejorada (EGFP)
un fragmento Smal-Xbal (de extremos romos) de 2,8 kb de longitud completa de Cizl a partir de dicho clon y un
fragmento Smal-Xbal (de extremos romos) de 2,3 kb de ECizl a partir de pTriplEx-clon L, en el sitio Smal de
pEGFP-C3 (Clontech). Se utiliz6 pEGFP-C3 sin insercién a modo de control. Las construcciones se transfectaron en
células NIH3T3 utilizando TransIT-293 (Mirus), siguiendo instrucciones del fabricante o se microinyectaron en el
pronucleo macho de huevos de raton fertilizados en el estadio unicelular. Las células 3T3 en crecimiento
transfectadas con EGFP-Ciz1 de longitud completa o EGFP-ECiz1 se analizaron mediante microscopia fluorescente
de células vivas hasta tres dias después de la transfeccion. Se realizé un seguimiento de la sintesis del ADN durante
las primeras 24 horas después de la transfeccion, mediante la inclusion del analogo de nucleétido BrdU en el medio
de cultivo celular durante diversos periodos de tiempo tal como se indica en las leyendas de las figuras. Tal como se
ha indicado anteriormente, cualquier célula en la que se esté produciendo sintesis de ADN mientras se encuentra
expuesta a tincion de BrdU con anticuerpo monoclonal anti-BrdU genera nucleos rojos.

Las células transfectadas con Ciz1 también se mantuvieron bajo seleccién con 50 ug/ml de G418 en medio de
cultivo estandar (DMEM Glutamax mas suero de feto bovino al 10 %) durante como maximo un mes, rindiendo
poblaciones celulares de morfologia alterada.

Andlisis de las secuencias de EST

Se tradujeron marcadores de secuencia expresada (EST) individuales localizadas en el Unigene cluster del NCBI n°®
Hs.23476 (Ciz1 humana), utilizando Genejockey y la secuencia de aminoéacidos predicha se compar6 con la
secuencia predicha para la Cizl de longitud completa, con el fin de identificar los cambios recurrentes en las células
cancerosas. Con el fin de excluir errores reflejo de una secuenciacion de ADN de mala calidad, tal como la que se
produce al final de analisis largos de secuenciacion, Unicamente se han incluido en este andlisis aquellos cambios
situados mas de 8 aminoacidos del final de la secuencia ininterrumpida. Los desplazamientos de marco restaurados
por una segunda alteracion posteriormente en la lectura y los desplazamientos de marco seguidos de un codoén de
parada Unicamente se incluyen en el caso de que a continuacion se encuentre una secuencia ininterrumpida. De
esta manera, se excluyen de este andlisis la mayoria de los errores de secuenciaciéon. Sin embargo, se espera que
muchas de las mutaciones puntuales que queden (incluyendo los desplazamientos de marco y las paradas) reflejen
errores introducidos durante la secuenciacién. Por lo tanto, este andlisis pretende descubrir tendencias, ponderando
las mutaciones puntuales Gnicamente en el caso de que aparezcan en mas de una ocasion.

De las 567 secuencias, localizadas en el Unigene cluster de Cizl, se han analizado la mayor parte (todos los
canceres pediatricos, los carcinomas de prostata y de pulmon, las leucemias y los linfomas y un amplio abanico de
tejidos no enfermos). Algunos no se mapearon debido a que son lecturas extremadamente cortas o porque
proporcionaban secuencias de aminoacidos muy cortas tras realizarse la traduccion, y para un nimero pequefio los
presentes inventores detectaron una falta de homologia con la secuencia codificante de Ciz1. Se excluyé un namero
pequefio de EST del andlisis debido a multiples desplazamientos de marco que produjeron tramos de homologia en
la totalidad de los tres marcos, sin indicaciones de que se utilice el marco de lectura in vivo. Todos ellos procedian
de material derivado de cancer, habitualmente de adenocarcinomas.
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Andlisis mediante RT-PCR de la expresion de isoformas de Cizl. EI ARN se aislé usando reactivo trizol tras los
procedimientos recomendados, se tratd con DNAsa y se sometié a transcripcion inversa usando hexameros al azar y
superscript Il, después se amplificé con cebadores especificos de Cizl: —

h/m5 CAGTCCCCACCACAGGCC (SEC ID N° 17),

h/m2 GGCTTCCTCAGACCCCTCTG (SEC ID N° 18).

H/m3 ACACAGACCTCTCCAGAGCACTTAG (SEC ID N° 19)
H/m4 ATGGTGACCTTCAGGGAGC (SEC ID N° 20)

H4 TCCTTGGCGA TGTCCTCTGG GCAGG (SEC ID N° 21)
H3 TCCCTCCTCA ACGGCTCCAT GCTGC (SEC ID N° 22)
H6 CG TGGGGGCGAC TTGAGCGTTG AGG (SEC ID N° 23)
H1 GATGCCAGGGGT ATGGGGCGCC GGG (SEC ID N° 24)
H2 TCCGAGCCCT TCCACTCCTC TCTGG (SEC ID N° 25)

Analisis de las isoformas de la proteina Cizl en lineas celulares de cancer

Se cultivaron células en DMEM con FCS al 10 % hasta la subconfluencia, se aclararon en solucién salina
tamponada con Hepes frio suplementado con el cdéctel inhibidor de proteasa sin EDTA (Roche) y después se
recolectaron y se suplementaron con Triton X100 al 0,1 %. El material insoluble en detergente (incluyendo los
ndcleos) se sedimenté mediante centrifugacion suave, dando fracciones de sobrenadante (SN) y de sedimento (P).
Estas fracciones se sometieron a ebullicion en tampoén para muestras de SDS-PAGE reductor y las proteinas se
resolvieron mediante electroforesis en SDS-PAGE al 8 %. Tras la transferencia a nitrocelulosa, las isoformas de Ciz1
se detectaron con anticuerpo anti-Cizl 1793). Todos los métodos utilizados en este andlisis han sido bien
documentados en otras partes.
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REIVINDICACIONES

1. Un método diagnéstico in vitro para la identificacién de un trastorno proliferativo, comprendiendo el método
detectar la presencia o la expresion de una variante de corte y empalme de Cilzl, en el que el método proporciona
una medida cuantitativa de una variante de la proteina Ciz1l en una muestra de un sujeto y la variante proteica es
una secuencia de proteinas sometida a corte y empalme alternativo humana en la que la secuencia:

(2) QQLQQLQQQQLQQQQLQQQQLLQLQQLLQQSPP, o
MFSQQQQQQLQQQQQQLQAQALQAQQAQLAQQQLQAQQQLLALQQLLQQSPPQA esta ausente;
(b) GLDQFAMPPATYDTAGLTMPTATL esta ausente;

(c) DSSSQ esta ausente;
(d) PQVQPQAHSQPPRQVQLQLQKQVQTQTY;

PQVQPQAHSQGPRQVOLQQEAEPLKQVQPQVQPQAHSQPPRQVQLQALAKQ
VaTaTy,

QVQSQTQAPRIPSTDTQVAPKLAQKQAQTQTSPEHLVLQAQKQVAQPQLQQEAEPQKQVQ
PQVQPQAHSQGPRQVALQQEAEPLKQVQPQVQPQAHSQPPRQVALQLOKQVQTQT
Y esta ausente; o
(e) VEEELCKQ est4 ausente.
2. Un método diagnéstico in vitro para la identificacion de un trastorno proliferativo, comprendiendo el método
detectar la presencia o la expresion de una variante de corte y empalme de Cilz1, en el que el método proporciona

una medida cuantitativa de una variante del ARN de Ciz1l en una muestra de un sujeto y en el que la variante del
ARN de Cizl es una secuencia de ARN sometida a corte y empalme alternativo humana en la que la secuencia:

@)

(a) TGGGGGCTGCGGGGCCGGGCCCATCCGTGGGGGCGACTTGAGCGTTGAGG
GCGCGCGGGGAGGCGAGCCACCATGTTCAGCCAGCAGCAGCAGCAGCTCCAGCA
ACAGCAGCAGCAGCTCCAGCAGTTACAGCAGCAGCAGCTCCAGCAGCAGCAATTG
CAGCAGCAGCAGTTACTGCAGCTCCAGCAGCTGCTCCAGCAGTCCCCACCACAGG
CC, o

CAGCAGCTCCAGCAGTTACAGCAGCAGCAGCTCCAGCAGCAGCAATTGCAGCAGC
AGCAGTTACTGCAGCTCCAGCAGCTGCTCCAGCAGTCCCCACCACA estaausente;

esta ausente;
(b)
GGACTGGACCAGTTTGCAATGCCACCAGCCACGTATGACACTGCCGGT

CTCACCAT GCCCACAGCAACACTG

esta ausente;
(c) AGGATTCTTCTTCTC esta ausente;

(d)
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(d) CCACAGGTGCAGCCCCAGGCACATTCACAGCCCCCAAGGCAGGTGC
AGCTGCAGCTGCAGAAGCAGGTCCAGACACAGACATATCCG, o

0]

CCACAGGTACAGCCACAGGCACATTCACAGGGCCCAAGGCAGGTGCAGCT
GCAGCAGGAGGCAGAGCCGCTGAAGCAGGTGCAGCCACAGGTGCAGCCCCAGGC
ACATTCACAGCCCCCAAGGCAGGTGCAGCTGCAGCTGCAGAAGCAGGTCCAGACA
CAGACATAT, o

CAGGTGCAGTCACAGACTCAGCCGCGGATACCATCCACAGACACCCAGET
GCAGCCAAAGCTGCAGAAGCAGGCGCAAACACAGACCTCTCCAGAGCACTTAGTG
CTGCAACAGAAGCAGGTGCAGCCACAGCTGCAGCAGGAGGCAGAGCCACAGAAG
CAGGTGCAGCCACAGGTACAGCCACAGGCACATTCACAGGGCCCAAGGCAGGTG
CAGCTGCAGCAGGAGGCAGAGCCGCTGAAGCAGGTGCAGCCACAGGTGCAGCCC
CAGGCACATTCACAGCCCCCAAGGCAGGTGCAGCTGCAGCTGCAGAAGCAGGTCC
AGACACAGACATAT estaausente; o

esta ausente; o

(e) GTTGAGGAGGAACTCTGCAAGCAG esta ausente.

3. El método de acuerdo con la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, en el que el trastorno proliferativo es cancer.
4. El método de acuerdo con la reivindicacion 3, en el que el cancer es un cancer pediatrico seleccionado del grupo
gue consiste en retinoblastoma, neuroblastoma, linfoma de Burkitt, meduloblastoma y tumores de la familia del

sarcoma de Ewings.

5. El método de acuerdo con la reivindicacion 3, en el que el cancer es carcinoma, adenocarcinoma, linfoma o
leucemia.

6. El método de acuerdo con la reivindicacion 3, en el que el cancer es cancer de higado, de pulmoén o de piel.

7. El método de acuerdo con la reivindicacion 1 o la reivindicacién 2, en el que el método diagnoéstico comprende
una o mas de las etapas siguientes:

(a) poner en contacto la muestra con un agente que se une especificamente a un polipéptido con actividad Cizl y
medir en la muestra la union del agente con el polipéptido;

(b) usar la PCR con transcripcion inversa o la PCR en tiempo real para controlar la expresién de la isoforma de Cizl
y medir los niveles de expresion;

(c) medir la presencia de mutaciones en el acido nucleico o0 aminoacido en base a las propiedades de conformacion
de la molécula alteradas.

8. El método de acuerdo con la reivindicacién 7, en el que el agente que se une especificamente a un polipéptido
con actividad de Cizl es un anticuerpo anti-Ciz1.

9. El método de acuerdo con la reivindicacion 8, en el que el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal.
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Figura 10
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Figura 10 continuacion
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Embrion de 10 semanas
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Figura 14

CATGTTCAAC CCGCAACTCC AGCAGCAGCA ACAGTTGCAG CAGCAGCAGC
AACAGTTGCA GCAGCAGCTC CAGCAGCAGC AGCTCCAGCA GCAGCAACAG
CAGATACTGC AGCTCCAACA GCTGCTGCAA CAGTCCCCAC CACAGGCCTC
CTTGTCCATT CCTGTCAGCC GGGGCCTCCC CCAGCAGTCA TCCCCGCAAC
AGCTTCTGAG TCTCCAGGGC CTCCACTCGA CCTCCCTGCT CAATGGCCCC
ATGCTGCAAA GAGCTTTGCT CCTACAGCAG TTGCAAGGAC TGGACCAGTT
TGCAATGCCA CCAGCCACGT ATGACGGTGC CAGCCTCACC ATGCCTACGG
CAACACTGGG TAACCTCCGT GCTTTCAATG TGACAGCCCC AAGCCTAGCA
GCTCCCAGCC TTACACCACC CCAGATGGTC ACCCCAAATC TGCAGCAGTT
CTTTCCCCAG GCTACTCGAC AGTCTCTGCT GGGGCCTCCT CCTGTTGGGG
TCCCAATAAA CCCTTCTCAG CTCAACCACT CAGGGAGGAA CACCCAGAAA
CAGGCCAGAA CCCCCTCTTC CACCACCCCC AATCGCAAGG ATTCTTCTTC
TCAGACGGTG CCTCTGGAAG ACAGGGAAGA CCCCACAGAG GGGTCTGAGG
AAGCCACGGA GCTCCAGATG GACACATGTG AAGACCAAGA TTCACTAGTC
GGTCCAGATA GCATGCTGAG TGAGCCCCAA GTGCCTGAGC CTGAGCCCTT
TGAGACATTG GAACCACCAG CCAAGAGGTG CAGGAGCTCA GAGGAGTCCA
CCGAGAAAGG CCCTACAGGG CAGCCACAAG CAAGGGTCCA GCCTCAGACC
CAGATGACAG CACCAAAGCA GACACAGACC CCGGATCGGC TGCCTGAGCC
ACCAGAAGTC CAAATGCTGC CGCGTATCCA GCCACAGGCA CTGCAGATCC
AGACCCAGCC AAAGCTGCTG AGGCAGGCAC AGACACAGAC CTCTCCAGAG
CACTTAGCGC CCCAGCAGGA TCAGGTAGAG CCACAGGTAC CATCACAGCC
CCCATGGCAG TTGCAGCCAC GGGAGACAGA CCCACCGAAC CAAGCTCAGG
CACAGACCCA GCCTCAGCCC CTCTGGCAGG CGCAGTCACA GAAGCAGGCC
CAGACACAGG CACATCCACA GGTACCCACC CAAGCACAGT CACAGGAGCA
GACATCAGAG AAGACCCAGG ACCAGCCTCA GACCTGGCCA CAGGGGTCAG
TACCCCCACC AGAACAAGCG TCAGGTCCAG CCTGTGCCAC GGAACCACAG
CTATCCTCTC ACGCTGCAGA AGCTGGGAGT GACCCAGACA AGGCCTTGCC
AGAACCAGTA AGTGCCCAGA GCAGTGAAGACAGGAGCCGG GAGGCGTCCG
CTGGTGGCCT GGATTTGGGA GAATGTGAAA AGAGAGCGGG AGAGATGCTG
GGGATGTGGG GGGCTGGGAG CTCCCTGAAG GTCACCATCC TGCAGAGTAG
CAACAGCCGG GCCTTTAACA CCACACCCCT CACATCTGGA CCTCGCCCTG
GGGACTCTAC CTCTGCCACC CCTGCCATTG CCAGCACACC CTCCAAGCAA
AGCCTCCAGT TCTTCTGCTA CATCTGCAAG GCCAGCAGCA GCAGCCAGCA
GGAGTTCCAG GATCACATGT CAGAGGCTCA GCACCAACAG CGGCTTGGGG
AAATACAACA CTCGAGCCAG ACCTGCCTGC TGTCCCTGCT GCCCATGCCT
CGGGACATCC TGGAGAAAGA AGCGGAAGAT CCTCCGCCCA AACGCTGGTG -
CAACACCTGC CAGGTGTACT ACGTGGGAGA CTTGATCCAG CACCGTAGGA
CACAGGAGCA CAAGGTTGCC AAACAATCCC TGAGGCCCTT CTGCACCATA
TGCAACCGTT ACTTCAAGAC CCCTCGAAAG TTTGTGGAGC ACGTGAAGTC
CCAGGGACAC AAGGACAAGG CCCAAGAGCT GAAGACACTTGAAAAGGAGA
CAGGCAGCCC AGATGAGGAC CACTTCATCA CTGTGGACGC CGTCGGTTGC
TTTGAGAGTG GTCAAGAAGA GGACGAGGAT GACGACGAGGAAGAAGAAGA
AGAAGGAGAG ATTGAGGCTG AGGAGGAATT CTGCAAGCAG GTGAAGCCGA
GAGAAACATC CTCAGAGCAA GGGAAGGGCT CTGAGACGTA CAACCCCAAC
ACAGCCTATG GTGAGGATTT CCTGGTGCCA GTGATGGGCT ATGTCTGTCA
AATCTGTCAC AAGTTCTACG ACAGCAACTC AGAATTGCGG CTTTCTCACT
GCAAGTCCCT GGCCCACTTT GAGAACCTGC AGAAATACAA AGCCAAGAAC
CCAAGCCCTC CTCCTACCCG GCCTGTGAGC CGCAAGTGTG CCATCAACGC
CCGCAACGCC CTGACTGCAC TGTTCACCTC TAGCCACCAG CCCAGCCCCC
AGGACACAGT GAAAATGCCC AGCAAGGTGA AGCCTGGATC CCCCGGACTC
CCTCCTCCCC TTCGGCGCTC AACACGCCTC AAAACCTGAT AGAGGGAGCT
CTGGCCACTC AGCCTGACTA AGGCTCAGTC TGCTAATGCT TCCTAGGTAT
CTGTGTAGAA ATGTTCAAGT GGTTGGTGTT TTTACTCAAA ATCCAATAAA
GAGTCAGTAG TTTGGCAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAA
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Figura 15

‘TGGGGGCTGC GGGGCCGGLC CATCCGTGGG GGCGACTTGA GCGTTGAGGG
CGCGCGGGGA GGCGAGCCAC CATGTTCAGC CAGCAGCAGC AGCAGCTCCA
GCAACAGCAG CAGCAGCTCC AGCAGTTACA GCAGCAGCAG CTCCAGCAGC
AGCAATTGCA GCAGCAGCAG TTACTGCAGC TCCAGCAGCT GCTCCAGCAG
TCCCCACCAC AGGCCCCGTT GCCCATGGCT GTCAGCCGGG GGCTCCCCCC
GCAGCAGCCA CAGCAGOCGC TTCTGAATCT CCAGGGCACC AACTCAGCCT
CCCTCCTCAA CGGCTCCATG CTGCAGAGAG CTTTGCTTTT ACAGCAGTTG
CAAGGACTGG ACCAGTTTGC AATGCCACCA GCCACGTATG ACACTGCCGG
TCTCACCATG CCCACAGCAA CACTGGOGTAA CCTCCGAGGC TATGGCATGG
CATCCCCAGG CCTCGCAGCC CCCAGCCTCA CACCCCCACA ACTGGCCACT
CCAAATTTGC AACAGTTCTT TCCCCAGGCC ACTCGCCAGT CCTTGCTGGG
ACCTCCTCCT GTTGGGGTCC CCATGAACCC TTCCCAGTTC AACCTTTCAG
GACGGAACCC CCAGAAACAG GCCCGGACCT CCTCCTCTAC CACCCCCAAT
CGAAAGGATT CTTCTTCTCA GACAATGCCT GTGGAAGACA AGTCAGACCC
CCCAGAGGGG TCTGAGGAAG CCGCAGAGCC CCGGATGGAC ACACCAGAAG
ACCAAGATTT ACCGCCCTGC CCAGAGGACATCCGCCAAGGA AAAACGCACT
CCAGCACCTG AGCCTGAGCC TTGTGAGGCG TCCGAGCTGC CAGCAAAGAG
ATTGAGGAGC TCAGAAGAGC CCACAGAGAA GGAACCTCCA GGGCAGTTAC
AGGTGAAGGC CCAGCOGCAG GCCOGGATGA CAGTACCGAA ACAGACACAG
ACACCAGACC TGCTGCCTGA GGCCCTGGAA GCCCAAGTGC TGCCACGATT
CCAGCCACGG GTCCTGCAGG TCCAGGCCCA GGTGCAGTCA CAGACTCAGC
CGCGGATACC ATCCACAGAC ACCCAGGTGC AGCCAAAGCT GCAGAAGCAG
GCGCAAACAC AGACCTCTCC AGAGCACTTA GTGCTGCAAC AGAAGCAGGT
GCAGCCACAG CTGCAGCAGG AGGCAGAGCOC ACAGAAGCAGGTGCAGCCAC
AGGTACAGCC ACAGGCACAT TCACAGGGCC CAAGGCAGGT GCAGCTGCAG
CAGGAGGCAG AGCCGCTGAA GCAGGTGCAG CCACAGGTGC AGCCCCAGGC
ACATTCACAG CCCCCAAGGC AGGTGCAGCT GCAGCTGCAG AAGCAGGTCC

" AGACACAGAC ATATCCACAG GTCCACACAC AGGCACAGCC AAGCGTCCAG
CCACAGGAGC ATCCTCCAGC GCAGGTGTCA GTACAGCCAC CAGAGCAGAC
CCATGAGCAG CCTCACACCC AGCCGCAGGT GTCGTTGCTG GCTCCAGAGC
AAACACCAGT TGTGGTTCAT GTCTGCGGGC TGGAGATGCC ACCTGATGCA
GTAGAAGCTG GTGGAGGCAT GGAAAAGACC TTGCCAGAGC CTGTGGGCAC
CCAAGTCAGC ATGGAAGAGA TTCAGAATGA GTCGGCCTGT GGCCTAGATG
TGGGAGAATG TGAAAACAGA GCGAGAGAGA TGCCAGGGGTATGGGGCGCC
GGGGGCTCCC TGAAGGTCAC CATTCTGCAG AGCAGTGACA GCCGGGCCTT
TAGCACTGTA CCCCTGACAC CTGTCCCCCG CCCCAGTGAC TCCGTCTCCT
CCACCCCTGC GGCTACCAGC ACTCCCTCTA AGCAGGCCCT CCAGTTCTTC
TGCTACATCT GCAAGGCCAG CTGCTCCAGC CAGCAGGAGT TCCAGGACCA
CATGTCGGAG CCTCAGCACC AGCAGCGGCT AGGGGAGATC CAGCACATGA
GCCAAGCCTG CCTCCTGTCC CTGCTGCCCOG TGCCCCGGGA CGTCCTGGAG
ACAGAGGATG AGGAGCCTCC ACCAAGGCGC TGGTGCAACA CCTGCCAGCT
CTACTACATG GGGGACCTGA TCCAACACCG CAGGACACAG GACCACAAGA
TTGCCAAACA ATCCTTGCGA CCCTTCTGCA CCGTTTGCAA CCGCTACTTC
AAAACCCCTC GCAAGTTTGT GGAGCACGTG AAGTCCCAGG GGCATAAGGA
CAAAGCCAAG GAGCTGAAGT CGCTTGAGAA AGAAATTGCT GGCCAAGATG
AGGACCACTT CATTACAGTG GACGCTGTGG GTTGCTTCGA GGGTGATGAA
GAAGAGGAAG AGGATGATGA GGATGAAGAAGAGATCGAGGTTGAGGAGGA
ACTCTGCAAG CAGGTGAGGT CCAGAGATAT ATCCAGAGAG GAGTGGAAGG
GCTCGOAGAC CTACAGCCCC AATACTGCAT ATGGTOTGGA CTTCCTGGTG
CCCGTGATGG GCTATATCTG CCGCATCTGC CACAAGTTCT ATCACAGCAA
CTCAGGGGCA CAGCTCTCCC ACTGCAAGTC CCTGGGCCAC TTTGAGAACC
TGCAGAAATA CAAGGCGGCC AAGAACCCCA GCCCCACCAC CCGACCTGTG
AGCCGCCGGT GCGCAATCAA CGCCCGGAAC GCTTTGACAG CCCTGTTCAC
CTCCAGCGGC CGCCCACCCT CCCAGCCCAA CACCCAGGAC AAAACACCCA
GCAAGGTGAC GGCTCGACCC TCCCAGCCCC CACTACCTCG GCOGCTCAACC
CGCCTCAAAA CCTGATAGAG GGACCTCCCT GTCCCTGGCC TGCCTGGGTC
CAGATCTGCT AATGCTTTTT AGGAGTCTGC CTGGAAACTT TGACATGGTT
CATGTTTTTA CTCAAAATCC AATAAAACAA GGTAGTTTGG CTGTGCAAAA
AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AA
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Figura 21A

Parte de los exones 2/3 ausente

TGGGGGCTGC GGGGCCGGCC CATCCGTGGG GGCGACTTGA GCGTTGAGCG
CGCGCGGGGA GGCGAGCCAC CATGTTCAGC CAGCAGCAGC AGCAGCTCCA
GCAACAGCAG GGCCCCGTT GCCCATGGCT GTCAGCCGGG GGCTCCCCCC
GCAGCAGCCA CAGCAGCCGC TTCTGAATCT CCAGGGCACC AACTCAGCCT
CCCTCCTCAA CGGCTCCATG CTGCAGAGAG CTTTGCTTTT ACAGCAGTTG
CAAGGACTGG ACCAGTTTGC AATGCCACCA GOCACGTATG ACACTGCCGG
TCTCACCATG CCCACAGCAA CACTGGGTAA CCTCCGAGGC TATGGCATGG
CATCCCCAGG CCTCGCAGCC CCCAGCCTCA CACCCCCACA ACTGGCCACT
CCAAATTTGC AACAGTTCTT TCCCCAGGCC ACTCGCCAGT CCTTGCTGGG
ACCTCCTCCT GTTGGGGTCC CCATGAACCC TTCCCAGTTC AACCTTTCAG
GACGGAACCC CCAGAAACAG GCCOGGACCT CCTCCTCTAC CACCCCCAAT
CGAAAGGATT CTTCTTCTCA GACAATGCCT GTGGAAGACA AGTCAGACCC
CCCAGAGGGG TCTGAGGAAG CCGCAGAGCC CCGGATGGAC ACACCAGAAG
ACCAAGATTT ACCGCCCTGC CCAGAGGACA TCGCCAAGGA AAAACGCACT
CCAGCACCTG AGCCTGAGCC TTGTGAGGCG TCCGAGCTGC CAGCAAAGAG
ATTGAGGAGC TCAGAAGAGC CCACAGAGAA GGAACCTCCA GGCGCAGTTAC
AGGTGAAGGC CCAGCCGCAG GCCCGGATGA CAGTACCGAA ACAGACACAG
ACACCAGACC TGCTGCCTGA GGCCCTGGAA GCCCAAGTGC TGCCACGATT
CCAGCCACGG GTCCTGCAGG TCCAGGCCCA GGTGCAGTCA CAGACTCAGC
CGCGGATACC ATCCACAGAC ACCCAGGTGC AGCCAAAGCT GCAGAAGCAG
GCGCAAACAC AGACCTCTCC AGAGCACTTA GTGCTGCAAC AGAAGCAGGT
GCAGCCACAG CTGCAGCAGG AGGCAGAGCC ACAGAAGCAG GTGCAGCCAC
AGGTACAGCC ACAGGCACAT TCACAGGGCC CAAGGCAGGT GCAGCTGCAG
CAGGAGGCAG AGCCGCTGAA GCAGGTGCAG CCACAGGTGC AGCCCCAGGC
ACATTCACAG CCCCCAAGGC AGGTGCAGCT GCAGCTGCAG AAGCAGGTCC
AGACACAGAC ATATCCACAG GTCCACACAC AGGCACAGCC AAGCGTCCAG
CCACAGGAGC ATCCTCCAGC GCAGGTGTCA GTACAGCCAC CAGAGCAGAC
CCATGAGCAG CCTCACACCC AGCCGCAGGT GTCGTTGCTG GCTCCAGAGC
AAACACCAGT TGTGGTTCAT GTCTGCGGGC TGCAGATGCC ACCTGATGCA
GTAGAAGCTG GTGGAGGCAT GGAAAAGACC TTGCCAGAGC CTGTGGGCAC
CCAAGTCAGC ATGGAAGAGA TTCAGAATGA GTCGGCCTGT GGCCTAGATG
TGGGAGAATG TGAAAACAGA GCGAGAGAGA TGCCAGGGGT ATGGGGCGCC
GGGGGCTCCC TCGAAGGTCAC CATTCTGCAG AGCAGTGACA GCCGGGCCTT
TAGCACTGTA CCCCTGACAC CTGTCCCCCG CCCCAGTGAC TCCGTCTCCT
CCACCCCTGC GGCTACCAGC ACTCCCTCTA AGCAGGCCCT CCAGTTCTTC
TGCTACATCT GCAAGGCCAG CTGCTCCAGC CAGCAGGAGT TCCAGGACCA
CATGTCGGAG CCTCAGCACC AGCAGCGGCT AGGGGAGATC CAGCACATGA
GCCAAGCCTG CCTCCTGTCC CTGCTGCCCG TGCCCCGGGA CGTCCTGGAG
ACAGAGGATG AGGAGCCTCC ACCAAGGCGC TGGTGCAACA CCTGCCAGCT
CTACTACATG GGGGACCTGA TCCAACACCG CAGGACACAG GACCACAAGA
TTGCCAAACA ATCCTTGCGA CCCTTCTGCA CCGTTTGCAA CCGCTACTTC
AAAACCCCTC GCAAGTTTGT GGAGCACGTG AAGTCCCAGG GGCATAAGGA
CAAAGCCAAG GAGCTGAAGT CGCTTGAGAA AGAAATTGCT GGCCAAGATG
AGGACCACTT CATTACAGTG GACGCTGTGG GTTGCTTCGA GGGTGATGAA
GAAGAGGAAG AGGATGATGA GGATGAAGAA GAGATCGAGG TTGAGGAGGA
ACTCTGCAAG CAGGTGAGGT CCAGAGATAT ATCCAGAGAG GAGTGGAAGG
GCTCGGAGAC CTACAGCCCC AATACTGCAT ATGGTGTGGA CTTCCTGGTG
CCCGTGATGG GCTATATCTG CCGCATCTGC CACAAGTTCT ATCACAGCAA
CTCAGGGGCA CAGCTCTCCC ACTGCAAGTC CCTGGGCCAC TTTGAGAACT
TGCAGAAATA CAAGGCGGCC AAGAACCCCA GCCCCACCAC CCGACCTGTG
AGCCGCCGOT GCGCAATCAA CGCCCGGAAC GCTTTGACAG CCCTGTTCAC
CTCCAGCGGC CGCCCACCCT CCCAGCCCAA CACCCAGGAC AAAACACCCA
GCAAGGTGAC GGCTCGACCC TCCCAGCCCC CACTACCTCG GCGCTCAACC
CGCCTCAAAA CCTGATAGAG GGACCTCCCT GTCCCTGGCC TGCCTGGGTC
CAGATCTGCT AATGCTTTTT AGGAGTCTGC CTGGAAACTT TGACATGGTT
CATGTTTTTA CTCAAAATCC AATAAAACAA GGTAGTTTGG CTGTGCAAAA
AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AA
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Exon 4 ausente

TGGGGGCTGC GGGGCCGGLC CATCCGTGGG GGCGACTTGA GCGTTGAGGG
CGCGCGGGGA GGCGAGCCAC CATGTTCAGC CAGCAGCAGC AGCAGCTCCA
GCAACAGCAG CAGCAGCTCC AGCAGTTACA GCAGCAGCAG CTCCAGCAGC
AGCAATTGCA GCAGCAGCAG TTACTGCAGC TCCAGCAGCT GCTCCAGCAG
TCCCCACCAC AGGCCCCGTT GCCCATGGCT GTCAGCCGGG GGCTCCCCCC
GCAGCAGCCA CAGCAGCCGC TTCTGAATCT CCAGGGCACC AACTCAGCCT
CCCTCCTCAA CGGCTCCATG CTGCAGAGAG CTTTGCTTTT ACAGCAGTTG
CAAGGTAACC TCCGAGGCTA TGGCATGGCA TCCCCAGGCC TCGCAGCCCC
CAGCCTCACA CCCCCACAAC TGGCCACTCC AAATTTGCAA CAGTTCTTTC
CCCAGGCCAC TCGCCAGTCC TTGCTGGGAC CTCCTCCTGT TGGGGTCCCC
ATGAACCCTT CCCAGTTCAA CCTTTCAGGA CGGAACCCCC AGAAACAGGC
CCGGACCTCC TCCTCTACCA CCCCCAATCG AAAGGATTCT TCTTCTCAGA
CAATGCCTGT GGAAGACAAG TCAGACCCCC CAGAGGGGTC TGAGGAAGCC
GCAGAGCCCC GGATGGACAC ACCAGAAGAC CAAGATTTAC CGCCCTGCCC
AGAGGACATC GCCAAGGAAA AACGCACTCC AGCACCTGAG CCTGAGCCTT
GTGAGGCGTC CGAGCTGCCA GCAAAGAGAT TGAGGAGCTC AGAAGAGCCC
ACAGAGAAGG AACCTCCAGG GCAGTTACAG GTGAAGGCCC AGCCGCAGGC
CCGGATGACA GTACCGAAAC AGACACAGAC ACCAGACCTG CTGCCTGAGG
CCCTGGAAGC CCAAGTGCTG CCACGATTCC AGCCACGGGT CCTGCAGGTC
CAGGCCCAGG TGCAGTCACA GACTCAGCCG CGGATACCAT CCACAGACAC
CCAGGTGCAG CCAAAGCTGC AGAAGCAGGC GCAAACACAG ACCTCTCCAG
AGCACTTAGT GCTGCAACAG AAGCAGGTGC AGCCACAGCT GCAGCAGGAG
GCAGAGCCAC AGAAGCAGGT GCAGCCACAG GTACAGCCAC AGGCACATTC
ACAGGGCCCA AGGCAGGTGC AGCTGCAGCA GGAGGCAGAG CCGCTGAAGC
AGGTGCAGCC ACAGGTGCAG CCCCAGGCAC ATTCACAGCC CCCAAGGCAG
GTGCAGCTGC AGCTGCAGAA GCAGGTCCAG ACACAGACAT ATCCACAGGT
CCACACACAG GCACAGCCAA GCGTCCAGCC ACAGGAGCAT CCTCCAGCGC

" AGGTGTCAGT ACAGCCACCA GAGCAGACCC ATGAGCAGCC TCACACCCAG

CCGCAGGTGT CGTTGCTGGC TCCAGAGCAA ACACCAGTTG TGGTTCATGT
CTGCGGGCTG GAGATGCCAC CTGATGCAGT AGAAGCTGGT GGAGGCATGG
AAAAGACCTT GCCAGAGCCT GTGGGCACCC AAGTCAGCAT GGAAGAGATT
CAGAATGAGT CGGCCTGTGG CCTAGATGTG GGAGAATGTG AAAACAGAGC
GAGAGAGATG CCAGGGGTAT GGGGCOGCCGG GGGCTCCCTG AAGGTCACCA
TTCTGCAGAG CAGTGACAGC CGGGCCTTTA GCACTGTACC CCTGACACCT
GTCCCCCGCC CCAGTGACTC CGTCTCCTCC ACCCCTGCGG CTACCAGCAC
TCCCTCTAAG CAGGCCCTCC AGTTCTTCTG CTACATCTGC AAGGCCAGCT
GCTCCAGCCA GCAGGAGTTC CAGGACCACA TGTCGGAGCC TCAGCACCAG
CAGCGGCTAG GGGAGATCCA GCACATGAGC CAAGCCTGCC TCCTGTCCCT
GCTGCCCGTG CCCCGGGACG TCCTGGAGAC AGAGGATGAG GAGCCTCCAC
CAAGGCGCTG GTGCAACACC TGCCAGCTCT ACTACATGGG GGACCTGATC
CAACACCGCA GGACACAGGA CCACAAGATT GCCAAACAAT CCTTGCGACC
CTTCTGCACC GTTTGCAACC GCTACTTCAA AACCCCTCGC AAGTTTGTGG
AGCACGTGAA GTCCCAGGGG CATAAGGACA AAGCCAAGGA GCTGAAGTCG
CTTGAGAAAG AAATTGCTGG CCAAGATGAG GACCACTTCA TTACAGTGGA
CGCTGTGGGT TGCTTCGAGG GTGATGAAGA AGAGGAAGAG GATGATGAGG
ATGAAGAAGA GATCGAGGTT GAGGAGGAAC TCTGCAAGCA GGTGAGGTCC
AGAGATATAT CCAGAGAGGA GTGGAAGGGC TCGGAGACCT ACAGCCCCAA
TACTGCATAT GGTGTGGACT TCCTGGTGCC CGTGATGGGC TATATCTGCC
GCATCTGCCA CAAGTTCTAT CACAGCAACT CAGGGGCACA GCTCTCCCAC
TGCAAGTCCC TGGGCCACTT TGAGAACCTG CAGAAATACA AGGCGGCCAA
GAACCCCAGC CCCACCACCC GACCTGTGAG CCGCCGGTGC GCAATCAACG
CCCGGAACGC TTTGACAGCC CTGTTCACCT CCAGCGGCCG CCCACCCTCC
CAGCCCAACA CCCAGGACAA AACACCCAGC AAGGTGACGG CTCGACCCTC
CCAGCCCCCA CTACCTCGGC GCTCAACCCG CCTCAAAACC TGATAGAGGG
ACCTCCCTGT CCCTGGCCTG CCTGGGTCCA GATCTGCTAA TGCTTTTTAG
GAGTCTGCCT GGAAACTTTG ACATGGTTCA TGTTTTTACT CAAAATCCAA
TAAAACAAGG TAGTTTGGCT GTGCAAAAAAAAAAAAAAAA AAAAAAAAAA
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Transcrito menos el exon 6

TGGGGGCTGC GGGGCCGGCC CATCCGTGGG GGCGACTTGA GCGTTGAGGG
CGCGCGGGGA GGCGAGCCAC CATGTTCAGC CAGCAGCAGC AGCAGCTCCA
GCAACAGCAG CAGCAGCTCC AGCAGTTACA GCAGCAGCAG CTCCAGCAGC
AGCAATTGCA GCAGCAGCAG TTACTGCAGC TCCAGCAGCT GCTCCAGCAG
TCCCCACCAC AGGCCCCGTT GCCCATGGCT GTCAGCCGGG GGCTCCCCCC
GCAGCAGCCA CAGCAGCCGC TTCTGAATCT CCAGGGCACC AACTCAGCCT
CCCTCCTCAA CGGCTCCATG CTGCAGAGAG CTTTGCTTTT ACAGCAGTTG
CAAGGACTGG ACCAGTTTGC AATGCCACCA GCCACGTATG ACACTGCCGG
TCTCACCATG CCCACAGCAA CACTGGGTAA CCTCCGAGGC TATGGCATGG
CATCCCCAGG CCTCGCAGCC CCCAGCCTCA CACCCCCACA ACTGGCCACT
CCAAATTTGC AACAGTTCTT TCCCCAGGCC ACTCGCCAGT CCTTGCTGGG
ACCTCCTCCT GTTGGGGTCC CCATGAACCC TTCCCAGTTC AACCTTTCAG
GACGGAACCC CCAGAAACAG GCCCGGACCT CCTCCTCTAC CACCCCCAAT
CGAAAGACAA TGCCTGTGGA AGACAAGTCA GACCCCCCAG AGGGGTCTGA
GGAAGCCGCA GAGCCCCGGA TGGACACACC AGAAGACCAA GATTTACCGC
CCTGCCCAGA GCACATCGCC AAGGAAAAAC GCACTCCAGC ACCTGAGCCT
GAGCCTTGTG AGGCGTCCGA GCTGCCAGCA AAGAGATTGA GGAGCTCAGA
AGAGCCCACA GAGAAGGAAC CTCCAGGGCA GTTACAGGTG AAGGCCCAGC
CGCAGGCCCG GATGACAGTA CCGAAACAGA CACAGACACC AGACCTGCTG
CCTGAGGCCC TGGAAGCCCA AGTGCTGCCA CGATTCCAGC CACGGGTCCT
GCAGGTCCAG GCCCAGGTGC AGTCACAGAC TCAGCCGCGG ATACCATCCA
CAGACACCCA GGTGCAGCCA AAGCTGCAGA AGCAGGCGCA AACACAGACC
TCTCCAGAGC ACTTAGTGCT GCAACAGAAG CAGGTGCAGC CACAGCTGCA
GCAGGAGGCA GAGCCACAGA AGCAGGTGCA GCCACAGGTA CAGCCACAGG
CACATTCACA GGGCCCAAGG CAGGTGCAGC TGCAGCAGGA GGCAGAGCCG
CTGAAGCAGG TGCAGCCACA GGTGCAGCCC CAGGCACATT CACAGCCCCC
AAGGCAGGTG CAGCTGCAGC TGCAGAAGCA GGTCCAGACA CAGACATATC
CACAGGTCCA CACACAGGCA CAGCCAAGCG TCCAGCCACA GGAGCATCCT
CCAGCGCAGG TGTCAGTACA GCCACCAGAG CAGACCCATG AGCAGCCTCA
CACCCAGCCG CAGGTGTCGT TGCTGGCTCOC AGAGCAAACA CCAGTTGTGG
TTCATGTCTG CGGGCTGGAG ATGCCACCTG ATGCAGTAGA AGCTGGTGGA
GGCATGGAAA AGACCTTGCC AGAGCCTGTG GGCACCCAAG TCAGCATGGA
AGAGATTCAG AATGAGTCGG CCTGTGGCCT AGATGTGGGA GAATGTGAAA
ACAGAGCGAG AGAGATGCCA GGGGTATGGG GCGCCGGGGG CTCCCTGAAG
GTCACCATTC TGCAGAGCAG TGACAGCCGG GCCTTTAGCA CTGTACCCCT
GACACCTGTC CCCCGCCCCA GTGACTCCGT CTCCTCCACC CCTGCGGCTA
CCAGCACTCC CTCTAAGCAG GCCCTCCAGT TCTTCTGCTA CATCTGCAAG
GCCAGCTGCT CCAGCCAGCA GGAGTTCCAG GACCACATGT CGGAGCCTCA
GCACCAGCAG CGGCTAGGGG AGATCCAGCA CATGAGCCAA GCCTGCCTCC
TGTCCCTGCT GCCCGTGCCC CGGGACGTCC TGGAGACAGA GGATGAGGAG
CCTCCACCAA GGCGCTGGTG CAACACCTGC CAGCTCTACT ACATGGGGGA
CCTGATCCAA CACCGCAGGA CACAGGACCA CAAGATTGCC AAACAATCCT
TGCGACCCTT CTGCACCGTT TGCAACCGCT ACTTCAAAAC CCCTCGCAAG
TTTGTGGAGC ACGTGAAGTC CCAGGGGCAT AAGGACAAAG CCAAGGAGCT
GAAGTCGCTT GAGAAAGAAA TTGCTGGCCA AGATGAGGAC CACTTCATTA
CAGTGGACGC TGTGGGTTGC TTCGAGGGTG ATGAAGAAGA GGAAGAGGAT
GATGAGGATG AAGAAGAGAT CGAGGTTGAG GAGGAACTCT GCAAGCAGGT
GAGGTCCAGA GATATATCCA GAGAGGAGTG GAAGGGCTCG GAGACCTACA
GCCCCAATAC TGCATATGGT GTGGACTTCC TGGTGCCCGT GATGGGCTAT
ATCTGCCGCA TCTGCCACAA GTTCTATCAC AGCAACTCAG GGGCACAGCT
CTCCCACTGC AAGTCCCTGG GCCACTTTGA GAACCTGCAG AAATACAAGG
CGGCCAAGAA CCCCAGCCCC ACCACCCGAC CTGTGAGCCG CCGGTGCGCA
ATCAACGCCC GGAACGCTTT GACAGCCCTG TTCACCTCCA GCGGCCGCCC
ACCCTCCCAG CCCAACACCC AGGACAAAAC ACCCAGCAAG GTGACGGCTC
GACCCTCCCA GCCCCCACTA CCTCGGCGCT CAACCCGCCT CAAAACCTGA
TAGAGGGACC TCCCTGTCCC TGGCCTGCCT GGGTCCAGAT CTGCTAATGC
TTTTTAGGAG TCTGCCTGGA AACTTTGACA TGGTTCATGT TTTTACTCAA
AATCCAATAA AACAAGGTAG TTTGGCTGTG CAAAAAAAAA AAAAAAAAAA
AAAAAAA
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Variante 1 menos el exdn &
TGGGGGCTGC GGGGCCGGCC CATCCGTGGG GGCGACTTGA GCGTTGAGGG
CGCGCGGGGA GGCGAGCCAC CATGTTCAGC CAGCAGCAGC AGCAGCTCCA
GCAACAGCAG CAGCAGCTCC AGCAGTTACA GCAGCAGCAG CTCCAGCAGC
AGCAATTGCA GCAGCAGCAG TTACTGCAGC TCCAGCAGCT GCTCCAGCAG
TCCCCACCAC AGGCCCCGTT GCCCATGGCT GTCAGCCGGG GGCTCCCCCe
GCAGCAGCCA CAGCAGCCGC TTCTGAATCT CCAGGGCACC AACTCAGCCT
CCCTCCTCAA CGGCTCCATG CTGCAGAGAG CTTTGCTTTT ACAGCAGTTG
CAAGGACTGG ACCAGTTTGC AATGCCACCA GCCACGTATG ACACTGCCGG
TCTCACCATG CCCACAGCAA CACTGGGTAA CCTCCGAGGC TATGGCATGG
CATCCCCAGG CCTCGCAGCC CCCAGCCTCA CACCCCCACA ACTGGCCACT
CCAAATTTGC AACAGTTCTT TCCCCAGGCC ACTCGCCAGT CCTTGCTGGG
ACCTCCTCCT GTTGGGGTCC CCATGAACCC TTCCCAGTTC AACCTTTCAG
GACGGAACCC CCAGAAACAG GCCCGGACCT CCTCCTCTAC CACCCCCAAT
CGAAAGGATT CTTCTTCTCA GACAATGCCT GTGGAAGACA AGTCAGACCC
CCCAGAGGGG TCTGAGGAAG CCGCAGAGCC CCGGATGGAC ACACCAGAAG
ACCAAGATTT ACCGCCCTGC CCAGAGGACA TCGCCAAGGA AAAACGCACT
CCAGCACCTG AGCCTGAGCC TTGTGAGGCG TCCGAGCTGC CAGCAAAGAG
ATTGAGGAGC TCAGAAGAGC CCACAGAGAA GGAACCTCCA GGGCAGTTAC
AGGTGAAGGC CCAGCCGCAG GCCCGGATGA CAGTACCGAA ACAGACACAG
ACACCAGACC TGCTGCCTGA GGCCCTGGAA GCCCAAGTGC TGCCACGATT
CCAGCCACGG GTCCTGCAGG TCCAGGCCCA GGTGCAGTCA CAGACTCAGC
CGCGGATACC ATCCACAGAC ACCCAGGTGC AGCCAAAGCT GCAGAAGCAG
GCGCAAACAC AGACCTCTCC AGAGCACTTA GTGCTGCAAC AGAAGCAGGT
GCAGCCACAG CTGCAGCAGG AGGCAGAGCC ACAGAAGCAG GTGCAGCCAC
AGGTACAGCC ACAGGCACAT TCACAGGGCC CAAGGCAGGT GCAGCTGCAG
CAGGAGGCAG AGCCGCTGAA GCAGGTGCAG ACAG GTCCACACAC AGGCA
CAGCC AAGCGTCCAG . )
CCACAGGAGC ATCCTCCAGC GCAGGTGTCA GTACAGCCAC CAGAGCAGAC
CCATGAGCAG CCTCACACCC AGCCGCAGGT GTCGTTGCTG GCTCCAGAGC
AAACACCAGT TGTGGTTCAT GTCTGCGGGC TGGAGATGCC ACCTGATGCA
GTAGAAGCTG GTGGAGGCAT GGAAAAGACC TTGCCAGAGC CTGTGGGCAC
CCAAGTCAGC ATGGAAGAGA TFCAGAATGA GTCGGCCTGT GGCCTAGATG
TGGGAGAATG TGAAAACAGA GCGAGAGAGA TGCCAGGGGT ATGGGGCGCC
GGGGGCTCCC TGAAGGTCAC CATTCTGCAG AGCAGTGACA GCCGGGCCTT
TAGCACTGTA CCCCTGACAC CTGTCCCCCG CCCCAGTGAC TCCGTCTCCT
CCACCCCTGC GGCTACCAGC ACTCCCTCTA AGCAGGCCCT CCAGTTCTTC
TGCTACATCT GCAAGGCCAG CTGCTCCAGC CAGCAGGAGT TCCAGGACCA
CATGTCGGAG CCTCAGCACC AGCAGCGGCT AGGGGAGATC CAGCACATGA
"GCCAAGCCTG CCTCCTGTCC CTGCTGCCOG TGCCCCGGGA CGTCCTGGAG
ACAGAGGATG AGGAGCCTCC ACCAAGGCGC TGGTGCAACA CCTGCCAGCT
CTACTACATG GGGGACCTGA TCCAACACCG CAGGACACAG GACCACAAGA
TTGCCAAACA ATCCTTGCGA CCCTTCTGCA CCGTTTGCAA CCGCTACTTC
AAAACCCCTC GCAAGTTTGT GGAGCACGTG AAGTCCCAGG GGCATAAGGA
CAAAGCCAAG GAGCTGAAGT CGCTTGAGAA AGAAATTGCT GGCCAAGATG
AGGACCACTT CATTACAGTG GACGCTGTGG GTTGCTTCGA GGGTGATGAA
GAAGAGGAAG AGGATGATGA GGATGAAGAA GAGATCGAGG TTGAGGAGGA
ACTCTGCAAG CAGGTGAGGT CCAGAGATAT ATCCAGAGAG GAGTGGAAGG
GCTCGGAGAC CTACAGCCCC AATACTGCAT ATGGTGTGGA CTTCCTGGTG
CCCGTGATGG GCTATATCTG CCGCATCTGC CACAAGTTCT ATCACAGCAA
CTCAGGGGCA CAGCTCTCCC ACTGCAAGTC CCTGGGCCAC TTTGAGAACC
TGCAGAAATA CAAGGCGGCC AAGAACCCCA GCCCCACCAC CCGACCTGTG
AGCCGCCGGT GCGCAATCAA CGCCCGGAAC GCTTTGACAG CCCTGTTCAC
CTCCAGCGGC CGCCCACCCT CCCAGCCCAA CACCCAGGAC AAAACACCCA
GCAAGGTGAC GGCTCGACCC TCCCAGCCCC CACTACCTCG GCGCTCAACC
CGCCTCAAAA CCTGATAGAG GGACCTCCCT GTCCCTGGCC TGCCTGGGTC
CAGATCTGCT AATGCTTTTT AGGAGTCTGC CTGGAAACTT TGACATGGTT
CATGTTTTTA CTCAAAATCC AATAAAACAA GGTAGTTTGG CTGTGCAAAA
AAAAAAAAAA AAAAAAAAAAAA
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Figura 21E

Variante 2 menos exon 8

TGGGGGCTGC GGGGCCGGCC CATCCGTGGG GGCGACTTGA GCGTTGAGGG
CGCGCGGGGA GGCGAGCCAC CATGTTCAGC CAGCAGCAGC AGCAGCTCCA
GCAACAGCAG CAGCAGCTCC AGCAGTTACA GCAGCAGCAG CTCCAGCAGC
AGCAATTGCA GCAGCAGCAG TTACTGCAGC TCCAGCAGCT GCTCCAGCAG
TCCCCACCAC AGGCCCCGTT GCCCATGGCT GTCAGCCGGG GGCTCCCCCC
GCAGCAGCCA CAGCAGCCGC TTCTGAATCT CCAGGGCACC AACTCAGCCT
CCCTCCTCAA CGGCTCCATG CTGCAGAGAG CTTTGCTTTT ACAGCAGTTG
CAAGGACTGG ACCAGTTTGC AATGCCACCA GCCACGTATG ACACTGCCGG
TCTCACCATG CCCACAGCAA CACTGGGTAA CCTCCGAGGEC TATGGCATGG
CATCCCCAGG CCTCGCAGCC CCCAGCCTCA CACCCCCACA ACTGGCCACT
CCAAATTTGC AACAGTTCTT TCCCCAGGCC ACTCGCCAGT CCTTGCTGGG
ACCTCCTCCT GTTGGGGTCC CCATGAACCC TTCCCAGTTC AACCTTTCAG
GACGGAACCC CCAGAAACAG GCCCGGACCT CCTCCTCTAC CACCCCCAAT
CGAAAGGATT CTTCTTCTCA GACAATGCCT GTGGAAGACA AGTCAGACCC
CCCAGAGGGG TCTGAGGAAG CCGCAGAGCC CCGGATGGAC ACACCAGAAG
ACCAAGATTT ACCGCCCTGC CCAGAGGACA TCGCCAAGGA AAAACGCACT
CCAGCACCTG AGCCTGAGCC TTGTGAGGCG TCCGAGCTGC CAGCAAAGAG
ATTGAGGAGC TCAGAAGAGC CCACAGAGAA GGAACCTCCA GGGCAGTTAC
AGGTGAAGGC CCAGCCGCAG GCCCGGATGA CAGTACCGAA ACAGACACAG
ACACCAGACC TGCTGCCTGA GGCCCTGGAA GCCCAAGTGC TGCCACGATT
CCAGCCACGG GTCCTGCAGG TCCAGGCCCA GGTGCAGTCA CAGACTCAGC
CGCGGATACC ATCCACAGAC ACCCAGGTGC AGCCAAAGCT GCAGAAGCAG
GCGCAAACAC AGACCTCTCC AGAGCACTTA GTGCTGCAAC AGAAGCAGGT
GCAGCCACAG CTGCAGCAGG AGGCAGAGCC ACAGAAGCAG GTGCAGCCAC
AGGTCCACAC ACAGGCACAG CCAAGCGTCC AGCCACAGGA GCATCCTCCA
GCGCAGGTGT CAGTACAGCC ACCAGAGCAG ACCCATGAGC AGCCTCACAC
CCAGCCGCAG GTGTCGTTGC TGGCTCCAGA GCAAACACCA GTTGTGGTTC
ATGTCTGCGG GCTGGAGATG CCACCTGATG CAGTAGAAGC TGGTGGAGGC
ATGGAAAAGA CCTTGCCAGA GCCTGTGGGC ACCCAAGTCA GCATGGAAGA
GATTCAGAAT GAGTCGGCCT GTGGCCTAGA TGTGGGAGAA TGTGAAAACA
GAGCGAGAGA GATGCCAGGG GTATGGGGCG CCGGGGGCTC CCTGAAGGTC
ACCATTCTGC AGAGCAGTGA CAGCCGGGCC TTTAGCACTG TACCCCTGAC
ACCTGTCCCC CGCCCCAGTG ACTCCGTCTC CTCCACCCCT GCGGCTACCA
GCACTCCCTC TAAGCAGGCC CTCCAGTTCT TCTGCTACAT CTGCAAGGCC
AGCTGCTCCA GCCAGCAGGA GTTCCAGGAC CACATGTCGG AGCCTCAGCA
CCAGCAGCGG CTAGGGGAGA TCCAGCACAT GAGCCAAGCC TGCCTCCTGT
CCCTGCTGOC COTGCCCCGG GACGTCCTGG AGACAGAGGA TGAGGAGCCT
CCACCAAGGC GCTGGTGCAA CACCTGCCAG CTCTACTACA TGGGGGACCT
GATCCAACAC CGCAGGACAC AGGACCACAA GATTGCCAAA CAATCCTTGC
GACCCTTCTG CACCGTTTGC AACCGCTACT TCAAAACCCC TCGCAAGTTT
GTGGAGCACG TGAAGTCCCA GGGGCATAAG GACAAAGCCA AGGAGCTGAA
GTCGCTTGAG AAAGAAATTG CTGGCCAAGA TGAGGACCAC TTCATTACAG
TGGACGCTGT GGGTTGCTTC GAGGGTGATG AAGAAGAGGA AGAGGATGAT
GAGGATGAAG AAGAGATCGA GGTTGAGGAG GAACTCTGCA AGCAGGTGAG
GTCCAGAGAT ATATCCAGAG AGGAGTGGAA GGGCTCGGAG ACCTACAGCC
CCAATACTGC ATATGGTGTG GACTTCCTGG TGCCCGTGAT GGGCTATATC
TGCCGCATCT GCCACAAGTT CTATCACAGC AACTCAGGGG CACAGCTCTC
CCACTGCAAG TCCCTGGGCC ACTTTGAGAA CCTGCAGAAA TACAAGGCGG
CCAAGAACCC CAGCCCCACC ACOCCGACCTG TGAGCCGCCG GTGCGCAATC
AACGCCCGGA ACGCTTTGAC AGCCCTGTTC ACCTCCAGCG GCCGCCCACC
CTCCCAGCCC AACACCCAGG ACAAAACACC CAGCAAGGTG ACGOCTCGAC
CCTCCCAGCC CCCACTACCT CGGCGCTCAA CCCGCCTCAA AACCTGATAG
AGGGACCTCC CTGTCCCTGG CCTGCCTGGG TCCAGATCTG CTAATGCTTT
TTAGGAGTCT GCCTGGAAAC TTTGACATGG TTCATGTTTT TACTCAAAAT
CCAATAAAAC AAGGTAGTTT GGCTGTGCAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAAAAAA
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Figura 21F

Variante 3 menos exén 8

TGGGGGCTGC GGGGCCGGCC CATCCGTGGG GGCGACTTGA GCGTTGAGGG
CGCGCGGGGA GGCGAGCCAC CATGTTCAGC CAGCAGCAGC AGCAGCTCCA
GCAACAGCAG CAGCAGCTCC AGCAGTTACA GCAGCAGCAG CTCCAGCAGC
AGCAATTGCA GCAGCAGCAG TTACTGCAGC TCCAGCAGCT GCTCCAGCAG
TCCCCACCAC AGGCCCCGTT GCCCATGGCT GTCAGCCGGG GGCTCCCCCC
GCAGCAGCCA CAGCAGCCGC TTCTGAATCT CCAGGGCACC AACTCAGCCT
CCCTCCTCAA CGGCTCCATG CTGCAGAGAG CTTTGCTTTT ACAGCAGTTG
CAAGGACTGG ACCAGTTTGC AATGCCACCA GCCACGTATG ACACTGCCGG
TCTCACCATG CCCACAGCAA CACTGGGTAA CCTCCGAGGC TATGGCATGG
CATCCCCAGG CCTCGCAGCC CCCAGCCTCA CACCCCCACA ACTGGCCACT
CCAAATTTGC AACAGTTCTT TCCCCAGGCC ACTCGCCAGT CCTTGCTGGG
ACCTCCTCCT GTTGGGGTCC CCATGAACCC TTCCCAGTTC AACCTTTCAG
GACGGAACCC CCAGAAACAG GCCCGGACCT CCTCCTCTAC CACCCCCAAT
CGAAAGGATT CTTCTTCTCA GACAATGCCT GTGGAAGACA AGTCAGACCC
CCCAGAGGGG TCTGAGGAAG CCGCAGAGCC CCGGATGGAC ACACCAGAAG
ACCAAGATTT ACCCGCCCTGC CCAGAGGACA TCGCCAAGGA AAAACGCACT
CCAGCACCTG AGCCTGAGCC TTGTGAGGCG TCCGAGCTCGC CAGCAAAGAG
ATTGAGGAGC TCAGAAGAGC CCACAGAGAA GGAACCTCCA GGGCAGTTAC
AGGTGAAGGC CCAGCCGCAG GCCCGGATGA CAGTACCGAA ACAGACACAG
ACACCAGACC TGCTGCCTGA GGCCCTGGAA GCCCAAGTGC TGCCACGATT
CCAGCCACGG GTCCTGCAGG TCCAGGCCTC CACAGGTCCA CACACAGGCA
CAGCCAAGCG TCCAGCCACA GGAGCATCCT CCAGCGCAGG TGTCAGTACA
GCCACCAGAG CAGACCCATG AGCAGCCTCA CACCCAGCCG CAGGTGTCGT
TGCTGGCTCC AGAGCAAACA CCAGTTGTGG TTCATGTCTG CGGGCTGGAG
ATGCCACCTO ATGCAGTAGA AGCTGGTGGA GGCATGGAAA AGACCTTGCC
AGAGCCTGTG GGCACCCAAG TCAGCATGGA AGAGATTCAG AATGAGTCGG
CCTGTGGCCT AGATGTGGGA GAATGTGAAA ACAGAGCGAG AGAGATGCCA
GGGGTATGGG GCGCCGGGGGE CTCCCTGAAG GTCACCATTC TGCAGAGCAG
TGACAGCCGG GCCTTTAGCA CTGTACCCCT GACACCTGTC CCCCGCCCCA
GTGACTCCGT CTCCTCCACC CCTGCGGCTA CCAGCACTCC CTCTAAGCAG
GCCCTCCAGT TCTTCTGCTA CATCTGCAAG GCCAGCTGCT CCAGCCAGCA
GGAGTTCCAG GACCACATGT CGGAGCCTCA GCACCAGCAG CGGCTAGGGG
AGATCCAGCA CATGAGCCAA GCCTGCCTCC TGTCCCTGLCT GCCCGTGCCC
CGGGACGTCC TGGAGACAGA GGATGAGGAG CCTCCACCAA GGCGCTGGTG
CAACACCTGC CAGCTCTACT ACATGGGGGA CCTGATCCAA CACCGCAGGA
CACAGGACCA CAAGATTGCC AAACAATCCT TGCGACCCTT CTGCACCGTT
TGCAACCGCT ACTTCAAAAC CCCTCGCAAG TTTGTGGAGC ACGTGAAGTC
CCAGGGGCAT AAGGACAAAG CCAAGGAGCT GAAGTCGCTT GAGAAAGAAA
TTGCTGGCCA AGATGAGGAC CACTTCATTA CAGTGGACGC TGTGGGTTGC
TTCGAGGGTG ATGAAGAAGA GGAAGAGGAT GATGAGGATG AAGAAGAGAT
CGAGGTTGAG GAGGAACTCT GCAAGCAGGT GAGGTCCAGA GATATATCCA
GAGAGGAGTG GAAGGGCTCG GAGACCTACA GCCCCAATAC TGCATATGGT
GTGGACTTCC TGGTGCCCGT GATGGGCTAT ATCTGCCGCA TCTGCCACAA
GTTCTATCAC AGCAACTCAG GGGCACAGCT CTCCCACTGC AAGTCCCTGG
GCCACTTTGA GAACCTGCAG AAATACAAGG CGGCCAAGAA CCCCAGCCCC
ACCACCCGAC CTGTGAGCCG CCGGTGCGCA ATCAACGCCC GGAACGCTTT
GACAGCCCTG TTCACCTCCA GCGGCCGCCC ACCCTCCCAG CCCAACACCC
AGGACAAAAC ACCCAGCAAG GTGACGGCTC GACCCTCCCA GCCCCCACTA
CCTCGGCGCT CAACCCGCCT CAAAACCTGA TAGAGGGACC TCCCTGTCCC
TGGCCTGCCT GGGTCCAGAT CTGCTAATGC TTTTTAGGAG TCTGCCTGGA
AACTTTGACA TGGTTCATGT TTTTACTCAA AATCCAATAA AACAAGGTAG
TTTGGCTGTG CAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAA
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Figura 21G

Transcrito menos exon 14
TGGGGGCTGC GGGGCCGGLC CATCCGTGGG GGCGACTTGA GCGTTGAGGG
CGCGCGGGGA GGCGAGCCAC CATGTTCAGC CAGCAGCAGC AGCAGCTCCA
GCAACAGCAG CAGCAGCTCC AGCAGTTACA GCAGCAGCAG CTCCAGCAGC
AGCAATTGCA GCAGCAGCAG TTACTGCAGC TCCAGCAGCT GCTCCAGCAG
TCCCCACCAC AGGCCCCGTT GOCCATGGCT GTCAGCCGGG GGCTCCOCCCC
GCAGCAGCCA CAGCAGCCGC TTCTGAATCT CCAGGGCACC AACTCAGCCT
CCCTCCTCAA CGGCTCCATG CTGCAGAGAG CTTTGCTTTT ACAGCAGTTG
CAAGGACTGG ACCAGTTTGC AATGCCACCA GCCACGTATG ACACTGCCGG
TCTCACCATG CCCACAGCAA CACTGGGTAA CCTCCGAGGC TATGGCATGG
CATCCCCAGG CCTCGCAGCC CCCAGCCTCA CACCCCCACA ACTGGCCACT
CCAAATTTGC AACAGTTCTT TCCCCAGGCC ACTCGCCAGT CCTTGCTGGG
ACCTCCTCCT GTTGGGGTCC CCATGAACCC TTCCCAGTTC AACCTTTCAG
GACGGAACCC CCAGAAACAG GCCCGGACCT CCTCCTCTAC CACCCCCAAT
CGAAAGCATT CTTCTTCTCA GACAATGCCT GTGGAAGACA AGTCAGACCC
CCCAGAGGGG TCTGAGGAAG CCGCAGAGCC CCGGATGGAC ACACCAGAAG
ACCAAGATTT ACCGCCCTGC CCAGAGGACA TCGCCAAGGA AAAACGCACT
CCAGCACCTG AGCCTGAGCC TTGTGAGGCG TCCGAGCTGC CAGCAAAGAG
ATTGAGGAGC TCAGAAGAGC CCACAGAGAA GGAACCTCCA GGGCAGTTAC
AGGTGAAGGC CCAGCCGCAG GCCCGGATGA CAGTACCGAA ACAGACACAG
ACACCAGACC TGCTGCCTGA GGCCCTGGAA GCCCAAGTGC TGCCACGATT
CCAGCCACGG GTCCTGCAGG TCCAGGCCCA GGTGCAGTCA CAGACTCAGC
CGCGGATACC ATCCACAGAC ACCCAGGTGC AGCCAAAGCT GCAGAAGCAG
GCGCAAACAC AGACCTCTCC AGAGCACTTA GTGCTGCAAC AGAAGCAGGT
GCAGCCACAG CTOGCAGCAGG AGGCAGAGCC ACAGAAGCAG GTGCAGCCAC
AGGTACAGCC ACAGGCACAT TCACAGGGCC CAAGGCAGGT GCAGCTGCAG
CAGGAGGOCAG AGCCOCTGAA GCAGGTGCAG CCACAGGTGC AGCCCCAGGC
ACATTCACAG CCCCCAAGGC AGGTGCAGCT GCAGCTGCAG AAGCAGGTCC
AGACACAGAC ATATCCACAG GTCCACACAC AGGCACAGCC AAGCGTCCAG
CCACAGGAGC ATCCTCCAGC GCAGGTGTCA GTACAGCCAC CAGAGCAGAC
CCATGAGCAG CCTCACACCC AGCCGCAGGT GTCGTTGCTG GCTCCAGAGC
AAACACCAGT TGTGGTTCAT GTCTGCGGGC TGGAGATGCC ACCTGATGCA
GTAGAAGCTG GTGGAGGCAT GGAAAAGACC TTGCCAGAGC CTGTGGGCAC
CCAAGTCAGC ATGGAAGAGA TTCAGAATGA GTCGGCCTGT GGCCTAGATG
TGGGAGAATG TGAAAACAGA GCGAGAGAGA TGCCAGGGGT ATGGGGCGCC
GGGGGCTCCC TGAAGGTCAC CATTCTGCAG AGCAGTGACA GCCGGGCCTT
TAGCACTGTA CCCCTGACAC CTGTCCCCCG CCCCAGTGAC TCCGTCTCCT
CCACCCCTGC GGCTACCAGC ACTCCCTCTA AGCAGGCCCT CCAGTTCTTC
TGCTACATCT GCAAGGCCAG CTGCTCCAGC CAGCAGGAGT TCCAGGACCA
CATGTCGGAG CCTCAGCACC AGCAGCGGCT AGGGGAGATC CAGCACATGA
GCCAAGCCTG CCTCCTGTCC CTGCTGCCCG TGCCCCGGGA CGTCCTGGAG
ACAGAGGATG AGGAGCCTCC ACCAAGGCGC TGGTGCAACA CCTGCCAGET
CTACTACATG GGGGACCTGA TCCAACACCG CAGGACACAG GACCACAAGA
TTGCCAAACA ATCCTTGCGA CCCTTCTGCA CCGTTTGCAA CCGCTACTTC
AAAACCCCTC GCAAGTTTGT GGAGCACGTG AAGTCCCAGG GGCATAAGGA
CAAAGCCAAG GAGCTGAAGT CGCTTGAGAA AGAAATTGCT GGCCAAGATG
- AGGACCACTT CATTACAGTG GACGCTGTGG GTTGCTTCGA GGGTGATGAA
GAAGAGGAAG AGGATGATGA GGATGAAGAA GAGATCGAGG TGAGGTCCAG
AGATATATCC AGACAGGAGT GGAAGGGCTC GGAGACCTAC AGCCCCAATA
CTGCATATGG TGTGGACTTC CTGGTGCCCG TGATGGGCTA TATCTGCCGC
ATCTGCCACA AGTTCTATCA CAGCAACTCA GGGGCACAGC TCTCCCACTG
CAAGTCCCTG GGCCACTTTG AGAACCTGCA GAAATACAAG GCGGCCAAGA
ACCCCAGCCC CACCACCCGA CCTGTGAGCC GCCGGTGCGC AATCAACGCC
CGGAACGCTT TGACAGCCCT GTTCACCTCC AGCGGCCGCC CACCCTCCCA
GCCCAACACC CAGGACAAAA CACCCAGCAA GGTGACGGCT CGACCCTCCC
AGCCCCCACT ACCTCGGCGC TCAACCCGCC TCAAAACCTG ATAGAGGGAC
CTCCCTGTCC CTGGCCTGCC TCGGTCCAGA TCTGCTAATG CTTTTTAGGA
GTCTGCCTGG AAACTTTGAC ATGGTTCATG TTTTTACTCA AAATCCAATA
AAACAAGGTA GTTTGGCTGT CCAAAAAAAA AAAAAAAAAAAAAAAAAA
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et -

Figura 21H e

También se deben proteger los transcritos que carecen de las combinaciones de los exones variables. Por ejemplo:
Variante menos exdn 14 y parte del exon 6

TGCGGGCTGC GGOGCCGGCC CATCCGTGGG GGCGACTTGA GCGTTGAGGG
CGCGCGGGGA GGCGAGCCAC CATGTTCAGC CAGCAGCAGC AGCAGCTCCA
GCAACAGCAG CAGCAGCTCC AGCAGTTACA GCAGCAGCAG CTCCAGCAGC
AGCAATTGCA GCAGCAGCAG TTACTGCAGC TCCAGCAGCT GCTCCAGCAG
TCCCCACCAC AGGCCCCGTT GCCCATGGLT GTCAGCCGGG GGCTCCCCCC
GCAGCAGCCA CAGCAGCCGC TTCTGAATCT CCAGGGCACC AACTCAGCCT
CCCTCCTCAA CGGCTCCATG CTGCAGAGAG CTTTGCTTTT ACAGCAGTTG
CAAGGACTGG ACCAGTTTGC AATGCCACCA GCCACGTATG ACACTGCCGG
TCTCACCATG CCCACAGCAA CACTGGGTAA CCTCCGAGGC TATGGCATGG
CATCCCCAGG CCTCGCAGCC CCCAGCCTCA CACCCCCACA ACTGGCCACT
CCAAATTTGC AACAGTTCTT TCCCCAGGCC ACTCGCCAGT CCTTGCTGCG
ACCTCCTCCT GTTGGGGTCC CCATGAACCC TTCCCAGTTC AACCTTTCAG
GACGGAACCC CCAGAAACAG GCCCGGACCT CCTCCTCTAC CACCCCCAAT
CGAAAGACAA TGCCTGTGGA AGACAAGTCA GACCCCCCAG AGGGGTCTGA
GGAAGCCOGCA GAGCCCCGGA TGGACACACC AGAAGACCAA GATTTACCGC
CCTGCCCAGA GGACATCGOC AAGGAAAAAC GCACTCCAGC ACCTGAGCCT
GAGCCTTGTG AGGCGTCCGA GCTGCOCAGCA AAGAGATTGA GGAGCTCAGA
AGAGCCCACA GAGAAGGAAC CTCCAGGGCA GTTACAGGTG AAGGCCCAGC
CGCAGGCCCG GATGACAGTA CCGAAACAGA CACAGACACC AGACCTGCTG
CCTGAGGCCC TGGAAGCCCA AGTGCTGCCA CGATTCCAGC CACGGGTCCT
GCAGGTCCAG GCCCAGGTGC AGTCACAGAC TCAGCCGCGG ATACCATCCA
CAGACACCCA GGTGCAGCCA AAGCTGCAGA AGCAGGCGCA AACACAGACC
TCTCCAGAGC ACTTAGTGCT GCAACAGAAG CAGGTGCAGC CACAGCTGCA
GCAGGAGGCA GAGCCACAGAAGCAGGTGCA GCCACAGGTA CAGCCACAGG
CACATTCACA GGGCCCAAGG CAGGTGCAGC TGCAGCAGGA GGCAGAGCCG
CTGAAGCAGG TGCAGCCACA GGTGCAGCCC CAGGCACATT CACAGCCCCC
AAGGCAGGTG CAGCTGCAGC TGCAGAAGCA GGTCCAGACA CAGACATATC
CACAGGTCCA CACACAGGCA CAGCCAAGCG TCCAGCCACA GGAGCATCCT
CCAGCGCAGG TGTCAGTACA GCCACCAGAG CAGACCCATG AGCAGCCTCA
CACCCAGCCG CAGGTGTCGT TGCTGGCTCC AGAGCAAACA CCAGTTGTGG
TTCATGTCTG CGGGCTGGAG ATGCCACCTG ATGCAGTAGA AGCTGGTGGA
GGCATGGAAA AGACCTTGCC AGAGCCTGTG GGCACCCAAG TCAGCATGGA
AGAGATTCAG AATGAGTCGG CCTGTGGCCT AGATGTGGGA GAATGTGAAA
ACAGAGCGAG AGAGATGCCA GGGGTATGGG GCGCCGGGGG CTCCCTGAAG
GTCACCATTC TGCAGAGCAG TGACAGCCGG GCCTTTAGCA CTGTACCCCT
GACACCTGTC CCCCGCCCCA GTGACTCCGT CTCCTCCACC CCTGCGGCTA
CCAGCACTCC CTCTAAGCAG GCCCTCCAGT TCTTCTGCTA CATCTGCAAG
GCCAGCTGCT CCAGCCAGCA GGAGTTCCAG GACCACATGT CGGAGCCTCA
GCACCAGCAG CGGCTAGGGG AGATCCAGCA CATGAGCCAA GCCTGCCTCC
TGTCCCTGCT GOCCGTGCCC CGGGACGTCC TGOAGACAGA GGATGAGGAG
CCTCCACCAA GGOGCTGGTG CAACACCTGC CAGCTCTACT ACATGGGGGA
CCTGATCCAA CACCGCAGGA CACAGGACCA CAAGATTGCC AAACAATCCT
TGCGACCCTT CTGCACCGTT TGCAACCGCT ACTTCAAAAC CCCTCGCAAG
TTTGTGGAGC ACGTGAAGTC CCAGGGGCAT AAGGACAAAG CCAAGGAGCT
GAAGTCGCTT GAGAAAGAAA TTGCTGGCCA AGATGAGGAC CACTTCATTA
CAGTGGACGC TGTGGGTTGC TICGAGGGTG ATGAAGAAGA GGAAGAGGAT
GATGAGGATG AAGAAGAGAT CGAGGTGAGG TCCAGAGATA TATCCAGAGA
GGAGTGGAAG GGCTCGGAGA CCTACAGCCC CAATACTGCA TATGGTGTGG
ACTTCCTGGT GCCCGTGATG GGCTATATCT GCCGCATCTG CCACAAGTTC
TATCACAGCA ACTCAGGGGC ACAGCTCTCC CACTGCAAGT CCCTGGGCCA
CTTTGAGAAC CTGCAGAAAT ACAAGGCGGC CAAGAACCCC AGCCCCACCA
CCCGACCTGT GAGCCGCCGG TGCGCAATCA ACGCCCGGAA CGCTTTGACA
GCCCTGTTCA CCTCCAGCGG CCGCCCACCC TCCCAGCCCA ACACCCAGGA
CAAAACACCC AGCAAGGTGA CGGCTCGACC CTCCCAGCCC CCACTACCTC
GGCGCTCAAC CCGCCTCAAA ACCTGATAGA GGGACCTCCC TGTCCCTGGC
CTGCCTGGGT CCAGATCTGC TAATGCTTTT TAGGAGTCTG CCTGGAAACT
TTGACATGGT TCATGTTTTT ACTCAAAATC CAATAAAACA AGGTAGTTTG
GCTGTGCAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAAAAA
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