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DESCRIPCION

Aislamiento de cinco genes novedosos que codifican nuevos melanomas de tipo receptor de Fc implicados en la
patogénesis del linfoma/melanoma

La invencion descrita en la presente memoria se realiz6 en el curso del trabajo bajo la Concesion NCI Nium. CA
44029 del Instituto Nacional del Cancer. En consecuencia, el Gobierno de Estados Unidos tiene ciertos derechos
sobre esta invencion.

A lo largo de toda esta solicitud, las diversas referencias se mencionan entre paréntesis.

Las citas bibliograficas completas para estas referencias se pueden encontrar al final de esta solicitud, antes de las
reivindicaciones.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Las anomalias del cromosoma 1g21 son comunes en las neoplasias malignas de células B, incluyendo el linfoma de
células B y el mieloma, pero los genes elegidos como diana por estas aberraciones son en gran parte desconocidos.
Mediante la clonacién de los puntos de rotura de una translocacion cromosémica t(1;14)(q21;932) en una linea
celular de mieloma, los autores de la presente invencion han identificado dos nuevos genes, IRTAL e IRTA2, que
codifican receptores de la superficie celular con homologias con las familias de Receptores de Fc e Inhibidores.
Ambos genes se expresan normalmente en las células B maduras, pero con diferentes distribuciones en los 6rganos
linfoides periféricos: IRTAL se expresa en células B de la zona marginal, mientras IRTA2 también se expresa en
centrocitos del centro germinal y en inmunoblastos. Como resultado de la translocacion t(1;14), el péptido sefial
IRTAL1 se fusiona con el dominio Ca de la Inmunoglobulina para producir una proteina de fusion IRTAl/Ca
quimérica. En las lineas celulares de mieloma multiple y de linfoma de Burkitt con anomalias en 121, la expresion
de IRTA2 estd desregulada. Por lo tanto, IRTA1 e IRTA2 son inmunorreceptores novedosos con un papel
potencialmente importante en el desarrollo de células B y la linfomagénesis.

El linfoma de células B no Hodgkin (LNH-B) y el mieloma multiple (MM) representan un grupo heterogéneo de
neoplasias malignas derivadas de células B maduras con fenotipos correspondientes a células del pre-Centro
Germinal (CG) (células del manto), GC (células grandes difusas, foliculares, de Burkitt), o post-CG (MM) (para la
revisiéon, Gaidano y Dalla-Favera, 1997; Kuppers et al., 1999). Se ha obtenido una informacién valiosa en torno a la
patogénesis de estas neoplasias malignas mediante la identificacion de anomalias cromosOmicas clonales
recurrentes caracteristicas para los subtipos especificos de las enfermedades. La consecuencia comun de estas
translocaciones es la desregulacién transcripcional de los protooncogenes por su yuxtaposicion a los elementos
reguladores de la transcripcion heterélogos localizados en el cromosoma comparfiero (Gaidano y Dalla-Favera,
1997). Estos elementos reguladores de la transcripcion heterélogos pueden derivar del locus de inmunoglobulina
(IG) o de otros loci cromosémicos del compariero. Los ejemplos incluyen MYC en t(8;14) (q24;q32) en el linfoma de
Burkitt (LB) (Dalla-Favera et al, 1982; Taub et al., 1982), el gen CCND1 desregulado por la t(11;14) (q13;932) en el
linfoma de células del manto (LCM) (Rosenberg et al., 1991) y mieloma mudltiple (MM) (Ronchetti et al., 1999), BCL2
implicado en la t(14;18); (g32;921) en el linfoma folicular (LF) (Bakhshi et al., 1985), BCL6 en t(3;14) (g27;932) en
linfoma difuso de células B grandes (LDCG) (Ye et al., 1993), asi como FGFR3 en t(4;14) (p16;932). (Chesi et al.,
1997), MAF en t(14;16) [g32;923) (Chesi et al., 1998) y MUM1/IRF4 en t(6;14) (p25;932) (lida et al., 1997) en el
mieloma multiple (MM). La identificacion de estos oncogenes ha ofrecido informacion valiosa sobre la patogénesis y
el diagndéstico de sus correspondientes neoplasias malignas.

Las anomalias cromosomicas que estan implicadas en la banda 1g21-g23 se encuentran entre las lesiones
genéticas mas frecuentes tanto en LNH-B como en MM. Entre los subtipos de LNH, se ha informado sobre puntos de
rotura en 1g21-g23, incluyendo translocaciones y duplicaciones, a menudo como la Unica anomalia cromosémica, en
17-20% de los linfomas de células B grandes difusos y foliculares (LDCG), en 39% de los linfomas de células B de la
zona marginal (Offit et al., 1991; Whang Peng et al., 1995; Cigudosa et al., 1999) y en de 27-38% de los linfomas de
Burkitt, donde representan la segunda anomalia citogenética mas comun después de translocaciones que implican
al proto-oncogén MYC (Berger y Bernheim, 1985; Kornblau et al., 1991). La hibridacion comparativa del genoma
(HCG) también ha identificado 1g21-g23 como un sitio recurrente para la amplificacion de alto nivel en 10% de los
casos de LDCG (Rao et al., 1998). En el MM, la trisomia de la regiéon 1g21-q32 ha sido referida en 20-31% de los
casos (Sawyer et al., 1995), la amplificacion de la regién 1ql12-qgter en 80% de las lineas celulares y 40% de los
tumores primarios (Avet-Loiseau et al., 1997), y las translocaciones de todo el brazo desequilibradas no aleatorias de
1q, asociadas con la multiduplication de la regidon adyacente 1g21-22, se encontraron en 23% de los pacientes con
cariotipos anormales (Sawyer et al., 1998).

La alta frecuencia de implicacion de los reordenamientos estructurales 1g21 en las neoplasias malignas de células B
sugiere que este locus puede albergar genes criticos para la patogénesis de estas enfermedades. La clonacion de
una t(1;14)(g21;932) en una linea celular de leucemia linfoblastica aguda pre-B identificé previamente un nuevo gen,
BCL9 desregulado solamente en este caso (Willis et al., 1998), pero no implicado en otros casos. Un informe
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reciente caracteriz6 la t(1;22) (q22;911) en una linea celular de linfoma folicular (LF) y se encontrdé que el locus
FCGR2B, que codifica el receptor Fc de IgG de baja afinidad FCGRIIb, era elegido como diana en esta linea celular
y en dos casos adicionales de FL (Callanan et al., 2000). Por ultimo, el locus MUCL1 ha sido identificado en la
proximidad del punto de rotura de una t(1;14)(g21;932) en NHL (Dyomin et al., 2000; Gilles et al., 2000), y se han
encontrado reordenamientos del locus MUC1 en 6% de los NHL con anomalias 1g21 (Dyomin et al., 2000). Estos
resultados ponen de manifiesto la heterogeneidad de los puntos de rotura de 1921 y la necesidad de identificar
oncogenes candidatos adicionales situados en este locus, ya que la gran mayoria de estas alteraciones permanecen
sin explicacion.

El documento EP-A2 0 330 191 describe un método para la clonacién de ADNc a partir de bibliotecas de expresion
de mamiferos basadas en la expresion transitoria en células anfitrionas de mamifero.

La Base de Datos EMBL, clon IMAGE: 1333716, Nim. de Acceso de la Base de datos AA811806 describe una
secuencia de acido ribonucleico mensajero (ARNm) humano de 475 pares de bases (AA811806.1), la Base de Datos
EMBL, clon IMAGE: 2301418, NUum. de Acceso de la Base de datos Al699363 (EST humano) describe una
secuencia de acido ribonucleico mensajero (ARNm) humano de 429 pares de bases. La Base de Datos EMBL, clon
IMAGE: 1327317. Num. de Acceso de la Base de datos AA724600 describe una secuencia de acido ribonucleico
mensajero (ARNm) humano de 422 pares de bases.

El objetivo de este estudio fue explorar mas a fondo la arquitectura de los reordenamientos cromosémicos 1g21 en
neoplasias malignas de las células B. Para ello, los autores de la presente invencion han empleado un enfoque de
clonaciéon molecular de la t(1;14)(g21;q32) presente en la linea celular de mieloma FR4. Los autores de la presente
invencion han identificado dos nuevos genes que son elegidos como diana diferencialmente por anomalias de 1g21.
Estos genes codifican cinco nuevos miembros de la familia de receptores de inmunoglobulina, IRTAL, IRTA2, IRTA3,
IRTA4 y IRTA5S (Immunoglobulin superfamiliy Receptor Translocation Associated genes (Genes asociados a la
translocacion de receptores de la superfamilia de inmunoglobulina) 1, 2, 3, 4, y 5), que pueden ser importantes para
la funcién de los linfocitos normales y para las neoplasias malignas de células B.

COMPENDIO DE LA INVENCION
Esta invencion proporciona una molécula de acido nucleico aislada que codifica la proteina receptora de
inmunoglobulina, Asociada a la Translocacion de Receptores de la superfamilia de Inmunoglobulinas, IRTA2.

Se describe un método para producir un polipéptido IRTA (proteina) que comprende: (a) introducir un vector que
comprende un acido nucleico aislado que codifica una proteina receptora de inmunoglobulina, Asociada a la
Translocacion de Receptores de la superfamilia de Inmunoglobulinas, IRTA, en una célula anfitriona adecuada; y (b)
cultivar la célula resultante para producir el polipéptido.

Esta invencion proporciona una molécula de acido nucleico aislada que comprende al menos 15 nucle6tidos
contiguos capaz de hibridar especificamente con una secuencia Unica incluida dentro de la secuencia de la molécula
de &cido nucleico aislada que codifica la proteina IRTA2, o uno o varios fragmentos de la misma, que tiene la
secuencia de aminoacidos expuesta en cualquiera de las Figuras 18B-1-18B-3.

Esta invencion proporciona un método para detectar una neoplasia maligna de células B o un tipo de neoplasia
maligna de células B en una muestra de un sujeto en donde la neoplasia maligna de células B comprende una
reordenacion cromosémica 1921, que comprende:

a) poner en contacto el ARN de una muestra obtenida del sujeto con una molécula de acido nucleico de al
menos 15 nucledtidos contiguos capaz de hibridar especificamente con una secuencia Unica incluida dentro
de la secuencia de un ARN aislado que codifica la proteina IRTA2 humana en condiciones que permiten la
hibridacion del ARN de la etapa (a) con la molécula de acido nucleico capaz de hibridar especificamente con
una secuencia Unica incluida dentro de la secuencia de un ARN aislado que codifica una proteina IRTA2
humana, en donde la molécula de acido nucleico esta marcada con un marcador detectable; y b) detectar
cualquier hibridacion en la etapa (a), en donde la deteccion de hibridacion indica la presencia de neoplasia
maligna de células B o un tipo de neoplasia maligna de células B en la muestra.

Esta invencidon proporciona un oligonucleétido antisentido que tiene una secuencia capaz de hibridar
especificamente con una molécula de ARNm que codifica una proteina IRTA2 humana con el fin de evitar la
expresion en exceso de la molécula de ARNm.

Esta invencién proporciona una proteina IRTA2 purificada que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en
las Figuras 18B-1-18B-3 (SEQ ID NO: 3).

Esta invencion proporciona uno o varios anticuerpos dirigidos a un epitopo de una proteina IRTA2 purificada, o uno o
varios fragmentos de los mismos, que tienen la secuencia de aminoacidos expuesta en las Figuras 18B-1-18B-3.

Esta invencidn proporciona un anticuerpo dirigido a una proteina IRTA2 purificada.
3
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Esta invencién proporciona una composicion farmacéutica que comprende una cantidad del anticuerpo dirigido a una
proteina IRTA2 eficaz para unirse a las células cancerosas que expresan una proteina IRTA2 humana con el fin de
evitar el crecimiento de las células cancerosas y un portador farmacéuticamente aceptable.

Esta invencion proporciona una composicion farmacéutica que comprende una cantidad de cualquiera de los
oligonucleétidos de moléculas de acido nucleico que codifican las proteinas IRTA2 descritas en la presente memoria
eficaz para prevenir la expresion en exceso de una proteina IRTA2 humana y un portador farmacéuticamente
aceptable idoneo. Esta invencion proporciona un método de diagnéstico de neoplasias malignas de células B que
comprende una reordenacién cromosémica 1921 en una muestra de un sujeto que comprende:

a) poner en contacto la muestra obtenida del sujeto con un anticuerpo dirigido a una proteina IRTA2 purificada
capaz de unirse especificamente con una proteina IRTA2 humana sobre la superficie celular de una célula
cancerosa en condiciones que permiten la unién del anticuerpo con la proteina IRTA2 humana sobre la
superficie celular de la célula cancerosa, en donde el anticuerpo esta marcado con un marcador detectable; y
b) detectar cualquier unién en la etapa (a), en donde la detecciéon de la union indica un diagnéstico de
neoplasia maligna de células B en la muestra.

Se describe un método para detectar la proteina IRTA humana en una muestra que comprende: a) poner en
contacto la muestra con cualquiera de los anticuerpos anti-IRTA descritos anteriormente bajo condiciones que
permitan la formacién de un complejo entre el anticuerpo y la IRTA en la muestra; y b) detectar el complejo formado
en la etapa (a), detectando de ese modo la presencia de IRTA humana en la muestra.

Esta invencién proporciona el uso para el tratamiento de un sujeto que tiene un cancer de células B, que comprende
administrar al sujeto una cantidad de anticuerpo anti-IRTA2 eficaz para unirse a las células cancerosas que
expresan una proteina IRTA2 con el fin de evitar el crecimiento de las células cancerosas y un portador
farmacéuticamente aceptable, tratando de este modo al sujeto.

Esta invencion proporciona un uso para el tratamiento de un sujeto que tiene un cancer de células B, que comprende
administrar al sujeto una cantidad de un oligonucleétido antisentido que tiene una secuencia capaz de hibridar
especificamente con una molécula de ARNm que codifica una proteina IRTA2 humana con el fin de evitar la
expresion en exceso de la proteina IRTA2 humana, con el fin de detener el crecimiento celular o inducir la muerte
celular de las células cancerosas que expresan la proteina IRTA2 y un portador farmacéuticamente aceptable,
tratando de este modo al sujeto.

La invencién también proporciona una composiciéon farmacéutica que comprende una cantidad eficaz de cualquiera
de los oligonucleétidos descritos en la presente memoria y un portador farmacéuticamente aceptable.

La invenciéon también proporciona una composicién farmacéutica que comprende una cantidad eficaz de un
anticuerpo dirigido contra un epitopo de la proteina IRTA2 descrita en la presente memoria y un portador
farmacéuticamente aceptable.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figuras 1A-1B.

Clonacion molecular de la translocacion t(1;14)(g21;932) en la linea celular de mieloma mdltiple FR4. Fig. 1A)
Representacion esquematica de los clones AFR4B-5 y AFR4S-a, que representan los puntos de rotura der(14)
y der(1), y de la linea germinal IgH y loci 1g21. Fig. 1B) Secuencia de nucleétidos de la unién del punto de
rotura y su alineamiento con las regiones correspondientes de la linea germinal del cromosoma 14. Sa, region
de cambio de IgA; LCR: region de control del locus 3' IgH; B, BamH]I; H, Hindlll; X, Xhol.

Figuras 2A-2B.

Mapa gendémico del locus 1g21 en las proximidades del punto de rotura FR4. Fig. 2A) Mapa de
endonucleasas de restriccion y representacion esquematica de clones genémicos, es decir, bacteriéfagos (1),
cromosomas artificiales P1 (PAC) (2), y cromosoma artificial de levadura (YAC) (3), que abarca el locus de
1921 de la linea germinal en la region del punto de rotura de FR4 (punta de flecha). El nombre de cada clon
se coloca directamente sobre la parte superior de su representacion. Los fragmentos finales derivados de los
insertos de PAC y YAC se representan como circulos, ya sea con una orientacion del vector SP6/T7 (PAC),
ya sea con una orientacidn del vector del brazo izquierdo/derecho (YAC). El panel superior de la Fig. 1A
representa la organizacion genémica de dos genes que rodean el punto de rotura de FR4. Los dos genes
fueron identificados por la captura del exdon de PAC 49A16. Estan estrechamente espaciados en el genoma,
dentro de < 30 Kb uno de otro y se denominan MUM2 y MUM3 (mieloma multiple 2 y 3). En el esquema de
sus loci gendmicos, los recuadros de color negro indican los exones codificantes, mientras que los recuadros
de color blanco y gris claro o medio indican exones no codificantes. Los intrones conectores son lineas.
MUMS (izquierda) da lugar a tres ARNm empalmados alternativamente, que comparten todos una regién no
traducida 5' comun (UTR), pero diversas UTR 3' (marcadas por diferentes tonos). Los niumeros debajo de los
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recuadros identifican el orden de los exones del ADNc. Los exones menores de 100 pb se representan como
lineas verticales delgadas. La posicion y el tamafio de cada exdn se determinaron por medio de
secuenciacion de clones genémicos de PAC y de fagos y por hibridacion de sondas de ADNc con ADN del
clon digerido con endonucleasas. El mapeo de PAC y YAC se realizé por digestiéon parcial con enzimas de
corte raro seguido de Electroforesis en Gel de Campo Pulsado e hibridacion con sondas internas y derivadas
de los extremos. Las lineas discontinuas alinean las regiones de solapamiento. S, Sacl; H, Hindlll; S, Swal;
Pc, Pacl; P, Pmel; Fig. 2B) Mapa de conexiones genéticas Genethon de 1g21 en la region del locus
MUM2/MUM3. Los sitios de secuencia expresada (STS) se ordenan a una distancia aproximada determinada
previamente por Dib, C., et al., (1996) Nature, 380: 162-164. El STS WI-5435 (en negrita) esta contenido
dentro de YAC 23GC4 y PAC 49A16. Las lineas verticales paralelas representan segmentos interrumpidos,
cuyo tamafio aproximado se representa anteriormente en megabases (MB). El dimensionamiento se estimé
por el tamafio de los contigos de YAC no quiméricos entre dos marcadores. El gen BCL9 en el centromero fue
clonado a partir de un punto de rotura de t(1;14)(g21;932) diferente por Willis T.G. et al., (1998) Blood 91, 6:
1873-1.881. El gen FcGRIIA esta en el limite de la banda cromosémica 1g21-g22.

Figuras 3A-3C.

Estructura del ARNm y patrén de expresion de MUM2. Fig. 3A) Representacion esquematica del ARNm de
MUM2. Los recuadros grandes rellenos representan los dominios codificantes y los recuadros vacios
estrechos representan regiones no traducidas. SP, péptido sefal; EC, dominio extracelular; TM, dominio
transmembrana; CIT, dominio citoplasmico; A(n), cola poliA. La regién extracelular se compone de cuatro
dominios similares a inmunoglobulina tal como se representa. Las sefales de poliadenilacion alternativas
(flechas) generan tres especies de ARNm de MUM2 (a, b, c) cuya longitud (en Kb) oscila de 2,6 a 3,5. Fig.
3B) Analisis de transferencia Northern de la expresion del ARNm de MUM2 en tejidos humanos del sistema
inmunitario. La sonda de ADNc utilizada para el analisis se muestra como una barra continua de color negro
debajo del esquema del ARNm en la Fig. 3A). Cada calle contiene 2 yg de ARNm del tejido correspondiente.
En el lado derecho de la transferencia, se representa la posicion de los marcadores de peso molecular de
ARN. La posicion de los transcritos de ARNm de MUM2 y GAPDH se muestra por medio de flechas. (Se
incluyé una sonda de GAPDH en la hibridacion como un control interno - sonda marcada 0,15 ng + no
marcada 50 ng). Los resultados de este analisis muestran expresion débil de MUM2 en los ganglios linfaticos
y el bazo. No se detectdé expresion de MUM2 en una variedad de tejidos humanos distintos (datos no
mostrados). Fig. 3C) Analisis de transferencia Northern de la expresion de MUM2 en ARN total de EREB, una
linea de células linfoblastoides B transformadas con EBV condicional. EREB lleva, el genoma de EBV con una
proteina de fusion de EBNA2-receptor de estrogeno, activa solo en presencia de estrégeno. Para este
experimento, las células fueron cultivadas en presencia de estrogeno (1 ug/ml), seguido de la retirada de
estrégeno durante los momentos indicados. Tras la retirada de estrégeno, las células EREB se someten a la
detencion GO/G1, determinada por la pérdida de la expresiéon de c-myc. En la Fig. 3C, una transferencia
Northern del ARN total de EREB [10 ug por calle) se hibridé con la sonda de ADNc de MUM2 mostrada en la
Fig. 3A y la sonda de control interno de GAPDH, como en la Fig. 3B. Las flechas indican la posicién de los
ARNm correspondientes en la transferencia de EREB. a, la banda C corresponde a la especie MUM2 en el
panel de la Fig. 3A. A continuacion, la misma transferencia se elimind y se volvié a sondear con una sonda de
ADNCc de c-myc (ex6n 2) para verificar detencién en la GO/G1 celular. La cuantificacion del ARNm de MUM2
por medio del uso de un analisis densitométrico Phosphorimager demuestra un aumento de 10 veces en sus
niveles en el plazo de 48 horas de la retirada de estrogeno, lo que sugiere que la expresion de MUM2 es
elevada ya que las células entran en una fase de reposo.

Figuras 4A-4B.

Estructura de ARNm y patron de expresion de MUMS3. Fig. 4A) Representacion esquematica del ARNm de
MUMS3. Los recuadros grandes rellenos representan dominios codificantes y los recuadros vacios estrechos o
de color gris representan regiones no traducidas. SP, péptido sefial; EC, dominio extracelular; TM, dominio
transmembrana; CIT, dominio citoplasmico; A(n), cola poliA. La region extracelular se compone de dominios
de tipo inmunoglobulina, tal como se representa. El empalme alternativo genera cuatro especies de ARNm
con diversa localizacion subcelular. Se secretan las proteinas MUM3-a y d, mientras que MUM3-b contiene un
tramo hidroéfobo de aminoacidos en su extremo C-terminal que puede servir como sefial para la adicion de un
anclaje de glicofosfatidil-inositol (ancla de GPIl), como se muestra. MUM3-c se extiende por la membrana
plasmatica. La identidad de secuencia entre las especies se indica mediante un relleno idéntico. Fig. 4B)
Analisis de transferencia Northern de la expresion del ARNm de MUM3 en mdltiples tejidos humanos
(izquierda) y en diversas lineas celulares linfoides y no linfoides (derecha). La sonda de ADNCc utilizada se
muestra como una barra continua debajo del esquema de ADNc en la Fig. 4A. Cada calle contiene 2 ug de
ARNm del tejido o la linea celular correspondiente. La posicion de los transcritos de ARNm de MUM3 y
GAPDH se muestra por medio de flechas. (Se incluy6 una sonda de GAPDH en la hibridacién como control
interno como se describe en la Fig. 3). a, b, c y d corresponden a la especie de ARNm de MUM3 mostrada en
la Fig. 4A. RD, NC42 y CB33, lineas de células B linfoblastoides transformadas con virus de Epstein-Barr;
EREB, linea celular linfoblastoide B transformada con EBV condicional; FR4, linea de células de plasma;
MOLT4 y HUT78, lineas de células T; HL60 y U937, lineas de células mielomonociticas; K562, linea de
células eritroides. Los resultados sugieren que MUMS3 se expresa exclusivamente en los tejidos del sistema
inmunitario de la médula 6sea, la linfa y el bazo y en particular en las células B con un fenotipo linfoblastoide.
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Figura 5.

Secuencias de nucleétidos y aminoacidos de MUM2 humano. La secuencia de aminoacidos deducida se
muestra por encima de la secuencia de nucleétidos con el codigo de una letra y se numera a la derecha, con
la posicién 1 ajustada al primer codén del péptido sefial. El sitio de la peptidasa sefial pronosticado se obtuvo
por medio de un algoritmo informatico descrito por Nielsen et al., Protein Engineering 10, 1-6 (1997) y se
marca por medio de una punta de flecha. La sefial de poliadenilacion AATAAA esta subrayada. Los sitios
potenciales para la N-glicosilacién estan subrayados también en la secuencia de aminoéacidos. Un tramo
hidréfobo de 16 aminoéacidos que se pronostica que abarca la membrana plasmatica esta doblemente
subrayado. Los sitios de unién a SH2 consenso se destacan por medio de un subrayado ondulado.

Figura 6A.

Secuencia de nucleétidos y de aminoacidos de MUM3-a humana. La secuencia de aminoacidos deducida se
muestra por encima de la secuencia de nucleétidos con el codigo de una letra y se numera a la derecha, con
la posicién 1 ajustada al primer codén del péptido sefial. El sitio pronosticado para la escision de la peptidasa
sefial se obtuvo como se ha indicado anteriormente y se marca por medio de una punta de flecha. La sefial de
poliadenilacion ATTAAA esta subrayada. Los sitios potenciales para la N-glicosilacion también estan
subrayados en la secuencia de aminoacidos. La proteina carece de un dominio transmembrana y se prevé
gue sea secretada.

Figura 6B.

Secuencia de nucleétidos y de aminoacidos MUM3-b humana. La secuencia de aminoacidos deducida se
muestra por encima de la secuencia de nucleétidos con el codigo de una letra y se numera a la derecha, con
la posicién 1 ajustada al primer coddn del péptido sefial. El sitio pronosticado para la escision de la peptidasa
sefial se obtuvo como se ha indicado anteriormente y se marca por medio de una punta de flecha. La sefial de
poliadenilacion AATAAA esta subrayada. Los sitios potenciales para la N-glicosilacion estan subrayados en la
secuencia de aminoécidos.

Figura 6C-1-6C-2.

Secuencia de nucleétidos y de aminoacidos de MUM3-c humana. La secuencia de aminoacidos deducida se
muestra por encima de la secuencia de nucleétidos con el codigo de una letra y es numera a la derecha, con
la posicién 1 ajustada al primer coddn del péptido sefial. El sitio pronosticado para la escision de la peptidasa
sefial se obtuvo como se ha indicado anteriormente y se marca por medio de una punta de flecha. La sefial de
poliadenilacion AATAAA esta subrayada. Los sitios potenciales para la N-glicosilacion estan subrayados en la
secuencia de aminoacidos. Un tramo hidréfobo de 23 aminoacidos que se pronostica que abarca la
membrana plasmatica esta doblemente subrayado. Los sitios de unién a SH2 consenso se destacan por
medio de un subrayado ondulado.

Figuras 7A-7C.

t(1;14)(921;32) en FR4 genera un transcrito de fusion MUM2/Ca. Fig. 7A) Representacion esquematica del
clon gendémico der(14) AFR4B-5 y del locus IgHAL de la linea germinal. El punto de rotura de FR4 esta
marcado por medio de una flecha. Los recuadros rellenos y huecos representan los exones codificantes de
MUM2 y Calfa y los no codificantes, respectivamente. La posicién de la sonda 1 para el exén de MUM2
utilizada para el analisis de transferencia Northern se muestra por medio de una barra. Fig. 7B) El andlisis de
transferencia Northern con una sonda para el exon 1 de MUM2 sobre FR4 vy lineas celulares adicionales
detecta un mensaje anormal de 0,8 Kb, selectivamente en FR4. Las puntas de flecha apuntan a la ubicacion
de mensaje normal de MUM2 en el ARNm de EREB. JIN3 y U266, lineas celulares de mieloma; EREB, linea
celular linfoblastoide B transformada con EVB condicional. Se cargaron dos ug de ARN poliA+ por calle. Fig.
7C) Secuencia de nuclettidos y aminoacidos del ADNc de la fusion MUM2-Ca en FR4. El ADNc se amplifico
por medio de RT-PCR a partir del ARN total de FR4 usando los cebadores mostrados en la Fig. 7A, y
posteriormente se subclond y se secuencid. La secuencia de aminoacidos deducida se muestra por encima
de la secuencia de nucleétidos con el cddigo de una letra 'y se numera a la derecha con la posicion 1 ajustada
al primer codon del péptido sefial. El sitio pronosticado para la escision de la peptidasa sefial se obtuvo como
se ha indicado anteriormente y se marca por medio de una punta de flecha. La sefial de poliadenilacion
AATAAA esta subrayada. El dominio transmembrana Calfa esta subrayado. La porcion MUM2 del ADNc se
muestra en cursiva. H, Hindlll; B, BamHI; X, Xhol; Sa, region de cambio de IgA; EC, region extracelular; TM,
transmembrana; CIT, dominio citoplasmico.

Figuras 8A-8C.

Clonacion molecular de la translocacién t(1;14)(q21;932) en la linea celular de mieloma multiple FR4. Fig. 8A)
Representacion esquematica de los clones de fagos que representan los puntos de rotura der(14) y der(1) y
los loci IGH y 1921 de la linea germinal. Se indican 14 secuencias de cromosomas mediante una linea
continua de color negro representando los recuadros de color negro los exones Cal. Las secuencias del
cromosoma 1 se muestran como una linea de color gris. Las sondas utilizadas para el mapeo cromosoémico
se indican debajo del mapa. Los codigos para las enzimas de restriccién son: B, BamHI; H, Hindlll; X, Xhol; S,
Sacl; E, EcoRI. Para las enzimas marcadas con un (*) sélo se muestran los sitios que delinean las sondas.
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Sa: regién de cambio de IgA; LCR: regién de control del locus 3'IgH. Fig. 8B) Secuencia de nucledtidos de las
uniones de los puntos de rotura y su alineamiento con las correspondientes regiones de la linea germinal de
los cromosomas 14 y 1. Fig. 8C) A la izquierda, andlisis de hibridacién fluorescente in situ (FISH) sobre
dispersiones de metafase humana normales abarcando el clon PAC 49A16 (Fig. 13) la region 1921 de la linea
germinal en el punto de rotura de FR4. Derecha, imagen tefiida con DAPI de la misma dispersion de
metafase.

Figuras 9A-9B.

Estructura de los ADNc de IRTAL e IRTA2. Figs.9A, 9B) Representacion esquematica de los ADNc de IRTAL
(Fig. 9A) e IRTA2 (Fig. 9B) completos. Los recuadros rellenos, grandes representan dominios codificantes y
los recuadros estrechos representan las regiones no traducidas (UTR). El sitio pronosticado para la escision
de la peptidasa sefial estd marcado por medio de una punta de flecha y se obtuvo de acuerdo con el servidor
Red Informatica Mundial SignallP en http://www.cbs.dtu.dk/services/SignallP. El algoritmo de prediccion de
dominios transmembrana es descrito por Tusnady et al., 1998. SP, péptido sefial; EC, dominio extracelular; Ig,
de tipo inmunoglobulina; TM, dominio transmembrana; CIT, dominio citoplasmico; A(n), cola poli A; GPI,
glicofosfatidil inositol. En la (Fig. 9A), las flechas en la UTR 3' indican diferentes sitios de adicién de
poliadenilacion utilizados en el ADNc de IRTAL. En la (Fig. 9B), se sombrean de manera diferente las
regiones UTR 3' de las isoformas de IRTA2. Las barras debajo de las regiones UTR en la (Fig. 9A) y la (Fig.
9B) identifican las sondas utilizadas para el analisis de transferencia Northern en la Figura 12.

Figuras 10A-10B.

Comparacion de las secuencias de aminoacidos de IRTA1 e IRTA2 con miembros de la familia de receptores
de Fc Fig. 10A) Alineamiento de secuencias multiples de los dos primeros (arriba) y el tercero (abajo)
dominios extracelulares para Ig de IRTA1 e IRTA2 para los miembros de la familia de receptores de Fc. Las
secuencias se compararon utilizando el programa ClustalW (Thompson et al., 1994). Los recuadros
sombreados de color negro indican aminoacidos conservados entre todas las secuencias; los recuadros
sombreadas de color gris oscuro indican aminoacidos conservados entre al menos la mitad de las secuencias;
los recuadros sombreados en color claro indican las sustituciones conservativas. Fig. 10B) Alineamiento de
los dominios de unién a SH2 de IRTAL e IRTA2 con los motivos de consenso ITAM e ITIM. Las posiciones de
aminoacidos conservados estan en negrita. El simbolo X representa cualquier aminoécido.

Figuras 11A-11B-4.

Patrén de expresion de IRTAL. Fig. 11A) Panel izquierdo. Andlisis de transferencia Northern de la expresién
del ARNm de IRTAL en tejidos del sistema inmunitario humano. Cada calle contiene 2 mg de ARNm. La
posicion de los marcadores de peso molecular de ARN se representa en el lado derecho de la transferencia.
Las posiciones de los transcritos de ARNm de IRTA1 y GAPDH se muestran por medio de flechas. (Se
incluyé una sonda de GAPDH en la hibridacion como un control interno - sonda marcada 0,15 ng + no
marcada 50 ng). Panel derecho. Andlisis de transferencia Northern de la expresién de IRTAL en el ARN total
de la linea celular ER/EB (10 mg por calle). Para este experimento, las células fueron cultivadas en presencia
de estrégeno (1 mg/ml), seguido de la retirada de estrégeno durante los momentos indicados. Las flechas
indican las posiciones de los ARNm correspondientes. a, b y ¢ corresponden a especies poliadeniladas
diferencialmente de IRTAL. La misma transferencia se elimind y se volvio a sondear con una sonda de ADNc
MYC (ex6n 2) para verificar la detencion de Go/G; celular. El andlisis densitométrico de los niveles de ARNm
de IRTA1 se representa en el grafico de columnas adyacente. La sonda de ADNc utilizada se muestra como
una barra continua por debajo del esquema de ARNm de IRTAL en la Figura 9A. Fig.11B-1-11B-4) Analisis de
hibridacion in situ de la expresion de IRTAL en secciones seriadas de amigdala humana. 1. Sonda IRTAL
efectora 2. Sonda IRTAL antisentido 3. Tinciéon H & E 4. Sefial IRTAL antisentido superpuesta sobre una
seccion tefiida con H & E. GC, centro germinal, MargZ, zona marginal

Figura 12A-12B-4.

Patréon de expresion de IRTA2. Fig. 12A) Analisis de transferencia Northern de la expresion de ARNm de
IRTA2 en mudltiples tejidos humanos (panel izquierdo) y en diversas lineas celulares linfoides y no linfoides
(panel derecho). Cada calle contiene 2 mg de ARNm. Las posiciones de los transcritos de IRTA2 y GAPDH se
muestran por medio de flechas. a, b, c y d corresponden a isoformas de ARNm de IRTA2 de corte y empalme
alternativo. RD, NC42 y CB33, lineas de células B linfoblastoides transformadas con virus de Epstein-Barr;
EREB, linea celular linfoblastoide B transformada con EBV condicional; FR4, linea de células de plasma;
MOLT4 y HUT78, lineas de células T; HL60 y U937, lineas de células mielomonociticas; K562, linea celular
eritroide. La sonda de ADNc utilizada se muestra como una barra continua debajo del esquema del ARNm de
IRTA2 en la Figura 9B. Figs.12B-1-12B-4) Andlisis de hibridacion in situ de la expresion de IRTA2 en la
amigdala humana. Fig. 12B-1. Sonda de ADNc de IRTA2 efectora, Fig. 12B-2. Sonda de ADNc de IRTA2
antisentido, Fig. 12B-3. Tincién H & E, Fig. 12B-4. Sefial de la sonda de ADNc de IRTA2 antisentido
superpuesta sobre la seccion tefiida con H & E. GC, centro germinal, MargZ, zona marginal

Figura 13.
Mapa de la regiéon 1g21 de la linea germinal que abarca el punto de rotura FR4 y la organizacion genémica de
IRTAL e IRTA2. Los cebadores utilizados para amplificar los exones de IRTA1 a partir de ADNc de bazo estan
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marcados por medio de puntas de flecha en el panel superior. Los recuadros de color negro y claro indican
exones codificantes y no codificantes respectivamente. Las flechas indican la posicion de BCL9, MUC1,
familia IRTA y FCGRIIB. loci. S, Sacl; H, Hindlll; S, Swal; Pc, Pacl; P, Pmel; Mb, Megabases

Figuras 14A-14D.

t(1;14)(921;932) en FR4 genera un transcrito de fusion IRTAL1/Ca. Fig. 14A) Representacion esquematica del
clon gendmico der(14) 1FR4B-5 y del locus IgCa; de la linea germinal. El punto de rotura FR4 esta marcado
por una flecha. Los recuadros rellenos y vacios representan los exones codificantes y no codificantes de
IRTAL1 y Cai, respectivamente. Fig. 14B) El andlisis de transferencia Northern con una sonda del exén 1 de
IRTAL (que se muestra por medio de una barra en la Fig. 14A) sobre FR4 y otras lineas celulares detecta un
mensaje anormal en FR4. Las puntas de flecha apuntan a la ubicaciéon del mensaje de IRTAL1 normal en el
ARNm de ER/EB. JIN3 y U266, lineas celulares de mieloma. Se cargaron dos mg de ARN poliA+ por calle.
Fig. 14C) Representacién esquematica del ADN de fusion IRTA1/Ca en FR4. EI ADNc se amplificé por RT-
PCR a partir de ARN total de FR4 utilizando los cebadores mostrados en la (Fig.14A), y se secuencio
después de la subclonacion. Fig. 14D) Andlisis SDS/PAGE de los productos inmunoprecipitados obtenidos a
partir de células 293-T' transfectadas con control de vector y transfectadas con constructos de expresion
transitoria de IRTAl/ca (calles 1y 2), o las siguientes lineas celulares: linea de células linfoblastoides positiva
para migA Dakiki (calle 3), FR4 (calle 4), linea de células NHL positivas para migM Ramos (calle 5). H,
Hindlll; B, BamHI; X, Xhol; Sa, regiéon de cambio de IgA; EC, regién extracelular; TM, transmembrana; CIT,
citoplasmatica.

Figuras 15A-15B.

La expresion de IRTA2 esta desregulada en lineas celulares que portan anomalias 1g21. Figs. 15A, 15B)
andlisis de transferencia Northern de la expresion del ARNm de IRTA2 en lineas celulares de linfoma de
Burkitt (Fig. 15A) y mieloma mdltiple (Fig.15B). La sonda de ADNCc utilizada es la misma que en la Fig. 12.
Cada calle contiene 2 mg de ARNm. Las posiciones de los transcritos de ARNm de IRTA2 y GAPDH se
muestran por medio de guiones y flechas, respectivamente. Los niveles relativos de expresién de ARNm de
IRTA2 en el panel de la izquierda (Fig. 15A) se representaron en el panel de la derecha (Fig. 15A) después de
analisis densitométrico y la normalizacion frente a los niveles de GAPDH. El panel de la derecha (Fig. 15B) es
un resumen de los resultados del analisis de transferencia Northern.

Figuras 16-1-16-4

Expresion de IRTAL en tejido linfoide normal. Se tifieron secciones incluidas en parafina de amigdala humana
normal con los anticuerpos siguientes: Fig. 16-1) Control negativo; Fig. 16-2) Anticuerpo monoclonal de raton
anti-CD3 para detectar las células T; Fig. 16-3) anticuerpo monoclonal de ratén anti-IRTA1 (mIRTA); Fig. 16-
4) anticuerpo policlonal de conejo anti-IRTA1 (J92884K). Las células positivas para IRTAL se encuentran en
la region perifolicular e intraepitelial de la amigdala, equivalente a la zona marginal en el bazo.

Figura 17

Expresion de IRTAL en un linfoma de células B en Tejido Linfoide Asociado a Mucosa del estémago (MALT).
Se tifié una seccion incluida en parafina de un linfoma de células B MALT de estdbmago con el anticuerpo
monoclonal de ratén anti-IRTAL1 (mIRTA) y se contratiid con H & E. La mayoria de los linfomas MALT
analizados eran positivos para IRTAL. Por tanto, este anticuerpo puede ser una herramienta eficaz en el
diagndstico diferencial del linfoma MALT. También se ha demostrado que el anticuerpo contra mIRTA1L es Util
en la terapia de este tumor de células B, de manera similar al uso del anticuerpo anti-CD20 (rituximab) en la
terapia de los linfomas positivos para CD20 con recaida (Foon K., Cancer J. 6: pag. 273).

Figura 18A.
ADNCc de IRTA1 y secuencia de aminoacidos de la proteina IRTAlcodificada.

Figuras 18B-1-18B-3.
ADNCc de IRTA2 y secuencia de aminoacidos de la proteina IRTA2 codificada.

Figuras 18C-1-18C-2.
ADNCc de IRTA3 y secuencia de aminoacidos de la proteina IRTA3 codificada.

Figuras 18D-1-18D-2.
ADNCc de IRTA4 y secuencia de aminoacidos de la proteina IRTA4 codificada.

Figuras 18E-1-18E-2.
ADNCc de IRTAS5 y secuencia de aminoacidos de la proteina IRTA5 codificada.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION
Las siguientes abreviaturas convencionales se utilizan en toda la memoria para indicar nucleétidos especificos: C =
citosina; A = adenosina; T = timidina y G = guanosina.
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Esta invencién proporciona una molécula de &acido nucleico aislada que codifica la proteina receptora de
inmunoglobulina, Asociada a la Translocacién de Receptores de la superfamilia de Inmunoglobulinas, IRTA2.

Segun se utiliza en la presente memoria los genes "Asociados a la Translocacion de Receptores de
Inmunoglobulinas”, "IRTA" son moléculas de acido nucleico que codifican los receptores de la superficie celular
novedosos de la superfamilia de inmunoglobulinas en las células B que son importantes en el desarrollo de células
B, y cuya expresién anormal, p. €j., expresion desregulada, perturba las respuestas inmunolégicas de las células B
en la superficie celular y por lo tanto estan implicadas en las neoplasias malignas de las células B, incluyendo la
linfomagénesis.

Las moléculas de acido nucleico que codifican proteinas denominadas proteinas "MUM-2" y "MUM-3" en la Primera
Serie de Experimentos que ahora se denominan genes "IRTA-1" e "IRTA-2", es decir, moléculas de acido nucleico
gue codifican las proteinas IRTA-1 e IRTA-2, respectivamente. Las proteinas IRTA-3, 4 y 5 son miembros de la
misma la superfamilia de genes de inmunoglobulina como son las proteinas IRTA-1 e IRTA-2.

En una realizacion de la molécula de acido nucleico aislada descrita anteriormente ,la proteina IRTA codificada es la
proteina IRTA2 que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en las Figuras 18B-1-18B-3 (SEQ ID NO: 3).

En otra realizacion de cualquiera de las moléculas de acido nucleico aisladas descritas anteriormente, la molécula de
acido nucleico es ADN. En realizaciones adicionales, el ADN es ADNc. En realizaciones adicionales, el ADN es ADN
gendmico. En otra realizacion, la molécula de acido nucleico es una molécula de ARN.

En realizaciones preferidas de la molécula de acido nucleico aislada, las moléculas de acido nucleico codifican la
proteina IRTA2 humana.

En otra realizacién preferida, las moléculas aisladas de acido nucleico estan unidas operativamente a un promotor
de la transcripcion de ADN. En otra realizacion preferida mas de la molécula de acido nucleico aislada, el promotor
comprende un promotor bacteriano, de levadura, de insectos, de planta o de mamifero.

Esta invencién proporciona un vector que comprende cualquiera de las moléculas de acido nucleico aisladas
descritas anteriormente que codifican la proteina IRTA2, incluyendo pero no limitada a la proteina IRTA2 de
mamifero, de las cuales se prefieren la humana y la murina.

En una realizacion, el vector es un plasmido.

Esta invencién proporciona una célula anfitriona que comprende el vector descrito anteriormente que comprende
cualquiera de las moléculas de acido nucleico aisladas descritas anteriormente que codifican la proteina IRTAZ2.
Preferiblemente, las moléculas de acido nucleico aisladas en tales vectores estan unidas operativamente a un
promotor de la transcripcion de ADN. En otra realizacion de la célula anfitriona, se selecciona la célula de un grupo
gue consiste en una célula bacteriana, una célula vegetal, y una célula de insecto y una célula de mamifero.

Se describe un método para producir un polipéptido (proteina) IRTA que comprende: (a) introducir un vector que
comprende un acido nucleico aislado que codifica una proteina receptora de inmunoglobulina, Asociada a la
Translocacion de Receptores de la superfamilia de Inmunoglobulinas, IRTA, en una célula anfitriona adecuada; y (b)
cultivar la célula resultante con el fin de producir el polipéptido.

La proteina IRTA producida por el método descrito anteriormente puede ser recuperada y en otra realizacion mas,
puede ser purificada total o parcialmente. En una realizacion, la proteina IRTA es IRTA2.

En una realizaciéon adicional, las proteinas IRTA2; pueden ser una proteina de mamifero. En otras realizaciones
adicionales, la proteina de mamifero puede ser una proteina IRTA2 humana o de ratén.

Los genes IRTA (moléculas de acido nucleico que codifican proteinas IRTA IRTAL, IRTA2, IRTA3, IRTA4 e IRTA5)
son (tiles para la produccion de las proteinas IRTA codificadas de ese modo. Las proteinas IRTA son Utiles para la
produccion de anticuerpos; tales anticuerpos se utilizan como reactivos para el diagnéstico diferencial de los
subtipos de linfoma en hematopatologia. Los anticuerpos dirigidos contra las proteinas IRTA y que se unen
especificamente a las proteinas IRTA también tienen usos terapéuticos, es decir, para dirigirse especificamente a las
células tumorales, que pueden ser utilizados y administrados de manera similar a "Rituximab" (un anticuerpo anti-
CD20), que es un anticuerpo aprobado por la FDA para el tratamiento de los linfomas positivos para CD20 con
recaida (Foon K., Cancer J. 6 (5):273). Los anticuerpos anti-IRTAL, anti-IRTA2, anti-IRTA3, anti-IRTA4 y anti-IRTA5
también son marcadores Utiles para el aislamiento de subconjuntos especificos de células B en estudios de
investigacion de la biologia de células B normales y tumorales. Por otra parte, los anticuerpos anti-IRTA1, anti-
IRTA2, anti-IRTA3, anti-IRTA4 y anti-IRTA5 son reactivos de investigacion Utiles para estudiar experimentalmente la
biologia de sefializacion en las células B normales y tumorales.

Los métodos para introducir moléculas de acido nucleico en células son bien conocidos para los expertos en la
9
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técnica. Tales métodos incluyen, por ejemplo, el uso de vectores virales y la co-precipitacion con fosfato de calcio.
Por consiguiente, las moléculas de acido nucleico que codifican las proteinas IRTA IRTAL, IRTA2, IRTA3, IRTA4 e
IRTAS se pueden introducir en las células para la produccién de estas proteinas IRTA.

Se pueden emplear numerosos vectores para la expresion de las proteinas de la invenciéon IRTA2. Tales vectores,
incluyendo los vectores plasmidicos, los vectores cosmidos, los vectores de bacteriéfagos y otros virus, son bien
conocidos en la técnica. Por ejemplo, una clase de vectores utiliza elementos de ADN que derivan de virus animales
tales como virus del papiloma bovino, virus de polioma, adenovirus, virus vaccinia, baculovirus, retrovirus (RSV,
MMTV o MoMLV), virus del bosque Semliki o virus SV40. Adicionalmente, las células que han integrado de forma
estable el ADN en sus cromosomas se pueden seleccionar introduciendo uno 0 mas marcadores que permiten la
seleccién de células anfitrionas transfectadas. Los marcadores pueden proporcionar, por ejemplo, prototrofia a un
anfitrion auxétrofo, resistencia a biocidas o resistencia a metales pesados tales como el cobre. El gen marcador
seleccionable puede ser directamente ligado a las secuencias de ADN que se van a expresar, 0 puede ser
introducido en la misma célula por medio de transformacién simultanea.

Los elementos reguladores requeridos para la expresion incluyen secuencias promotoras que se van a unir a ARN
polimerasa y secuencias de inicio de la transcripcion para la unién al ribosoma. También se pueden necesitar
elementos adicionales para la sintesis optima del ARNm. Estos elementos adicionales pueden incluir sefiales de
empalme, asi como potenciadores y sefiales de terminacién. Por ejemplo, un vector de expresion bacteriano incluye
un promotor tal como el promotor lac y para el inicio de la transcripcién la secuencia de Shine-Dalgarno y el codén
de inicio AUG. De un modo similar, un vector de expresién eucariético incluye un promotor heter6logo u homoélogo
para la ARN polimerasa Il, una sefial de poliadenilacion aguas abajo, el codén de inicio AUG, y un codon de
terminacion para la separacion del ribosoma. Tales vectores se pueden obtener comercialmente o se pueden
ensamblar a partir de las secuencias descritas por métodos bien conocidos en la técnica, por ejemplo los métodos
descritos anteriormente para construir vectores en general.

Estos vectores se pueden introducir en una célula anfitriona adecuada para formar un sistema vector anfitrion para
producir las proteinas de la invencién. Los métodos de elaboracién de sistemas de vectores anfitriones son bien
conocidos por los expertos en la técnica.

Las células anfitrionas adecuadas incluyen, pero no se limitan a, células bacterianas (incluyendo células Gram
positivas), células de levadura, células fangicas, células de insecto y células animales. Las células animales
adecuadas incluyen, pero no se limitan a células Hela, células Cos, células CV1 y diversas células de mamiferos
primarias. Se pueden utilizar numerosas células de mamiferos como anfitriones, incluyendo, pero no limitadas a,
fibroblastos de raton, células NIH-3T3, células CHO, células Hela, células Ltk y células COS. Las células de
mamiferos pueden ser transfectadas por métodos bien conocidos en la técnica tales como precipitacion con fosfato
célcico, electroporacion y microinyeccion.

Esta invencion proporciona una molécula de acido nucleico aislada que comprende al menos 15 nucle6tidos
contiguos capaces de hibridar especificamente con una secuencia Unica incluida dentro de la secuencia de la
molécula de acido nucleico aislada que codifica la proteina IRTA2, o uno o varios fragmentos de la misma, que tiene
la secuencia de aminoéacidos expuesta en la Figura 18A. En otras realizaciones, las moléculas de acido nucleico
aisladas se marcan con un marcador detectable. En otras realizaciones adicionales de las moléculas de &cido
nucleico aisladas, el marcador detectable se selecciona del grupo que consiste en un is6topo radiactivo, enzima,
colorante, biotina, una marca fluorescente o una marca quimioluminiscente.

Esta invencién proporciona un método para detectar una neoplasia maligna de las células B o un tipo de neoplasia
maligna de las células B en una muestra de un sujeto en donde la neoplasia maligna de las células B comprende
una reordenacion cromosémica 1921, que comprende:

a) poner en contacto la muestra de ARN obtenida del sujeto con la molécula de acido nucleico de al menos 15
nucleétidos contiguos capaces de hibridar especificamente con una secuencia Unica incluida dentro de la
secuencia de un ARN aislado que codifica la proteina IRTA2 humana en condiciones que permiten la
hibridacion del ARN de la etapa (a) con la molécula de acido nucleico capaz de hibridar especificamente con
una secuencia Unica incluida dentro de la secuencia de un ARN aislado que codifica la proteina IRTA2
humana, en donde la molécula de acido nucleico esta marcada con un marcador detectable; y b) detectar
cualquier hibridacion en la etapa (a) en donde la detecciéon de hibridacion indica la presencia de neoplasia
maligna de las células B o un tipo de neoplasia maligna de las células B en la muestra.

La deteccién de la hibridacion de ARN que codifica las proteinas IRTA indicard que una neoplasia maligna es una
neoplasia maligna de las células B. Mas especificamente, la deteccion de hibridacion del ARN que codifica la
proteina IRTAL indica que la neoplasia maligna de células B es un linfoma de células B de Tejido Linfoide Asociado
a la Mucosa (MALT). La deteccion de hibridacion de ARN que codifica las proteinas IRTA4 e IRTA5S indica que la
neoplasia maligna de las células B es un linfoma de células del manto. En una realizacion del método descrito
anteriormente, la neoplasia maligna de células B comprende una reordenacidon cromosémica 1g21. Un experto
utilizara el método descrito anteriormente como ayuda para el diagnéstico junto con otros métodos convencionales
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de deteccion/diagndstico de neoplasias malignas, p. ej., patologia de una muestra de tumor, que puede indicar
linfoma y a continuacion el método descrito anteriormente, restringira la neoplasia maligna a un linfoma de células B
0 mas especificamente a un linfoma de células B MALT) o un linfoma de células del manto como se ha discutido
anteriormente.

Un experto en la técnica esta familiarizado con los métodos conocidos de deteccion de hibridacion de moléculas de
acido nucleico con oligonucleétidos de acido nucleico, es decir, sondas de acido nucleico que codifican una proteina
de interés para métodos de diagnéstico. Las moléculas de acido nucleico que codifican las proteinas IRTA de la
presente invencién son Utiles para detectar neoplasias malignas de las células B. Un experto en la técnica
reconocera que las variaciones del método descrito anteriormente para la deteccién de una neoplasia maligna de las
células B en una muestra incluyen, pero no se limitan a, digestion del acido nucleico de la muestra con enzimas de
restriccion y separacion de los fragmentos de la molécula de acido nucleico asi obtenidos por medio de
fraccionamiento por tamafios antes de la hibridacion.

En una realizacién del método descrito anteriormente para la deteccion de una neoplasia maligna de células B en
una muestra de un sujeto, el marcador detectable es un isétopo radiactivo, una enzima, un colorante, biotina, una
marca fluorescente o una marca quimioluminiscente. En una realizacion preferida, la neoplasia maligna de células B
se selecciona del grupo que consiste en linfoma de células B, mieloma multiple, linfoma de Burkitt, linfoma de la
zona marginal, linfoma difuso de células grandes y linfoma de las células foliculares. En una realizacion adicional, el
linfoma de células B es linfoma de células B del Tejido Linfoide Asociado a la Mucosa (MALT). En otra realizacion
preferida, el linfoma de células B es linfoma no Hodgkin.

Esta invencidon proporciona un oligonucleétido antisentido que tiene una secuencia capaz de hibridar
especificamente con una molécula de ARNm que codifica una proteina IRTA2 humana con el fin de evitar la
expresion en exceso de la molécula de ARNm.

En una realizacién preferida del oligonucleétido antisentido, la proteina IRTA es IRTA2 humana. En una realizacion
adicional de cualquiera de los oligonucle6tidos de moléculas de acido nucleico descritos anteriormente que codifican
la proteina IRTA2, el acido nucleico puede ser ADN genémico o ADNc.

Un experto en la técnica esta familiarizado con los mecanismos convencionales para la hibridacién de acido nucleico
de oligonucleétidos, por ejemplo, Ausubel, F.M. et al. Current Protocols in Molecular Biology, (John Wiley & Sons,
Nueva York, 1998), por ejemplo condiciones restrictivas de 65°C en presencia de una concentracion de sal elevada.
Tales condiciones se utilizan para la hibridacién de acido nucleico completamente complementario, mientras que las
condiciones que no son restrictivas se utilizan para la hibridacién de acidos nucleicos que no son totalmente
complementarios.

Segun se utiliza en la presente memoria, la frase "hibridar especificamente" representa la capacidad de una
molécula de acido nucleico para reconocer una secuencia de acido nucleico complementaria a ella misma y para
formar segmentos de doble hélice mediante enlaces de hidrogeno entre pares de bases complementarias. Segun se
utiliza en la presente memoria, una "secuencia Unica" es una secuencia especifica sélo para las moléculas de acido
nucleico que codifican la proteina IRTA2. La tecnologia de sondas de acido nucleico es bien conocida para los
expertos en la técnica que apreciaran facilmente que tales sondas pueden variar mucho de longitud y pueden estar
marcadas con una marca detectable, tal como un radiois6topo o colorante fluorescente, para facilitar la deteccion de
la sonda. La deteccién de moléculas de acido nucleico que codifican la proteina IRTA2 es Util como prueba de
diagndstico para cualquier proceso de enfermedad en el que los niveles de expresién de la proteina IRTA2
correspondiente estan alterados. Las moléculas de sonda de ADN se producen mediante la insercion de una
molécula de ADN que codifica la proteina IRTA2 de mamifero o sus fragmentos en vectores adecuados, tales como
plasmidos o bacteriéfagos, seguido de la insercion en las células anfitrionas bacterianas adecuadas y la replicacién y
la recoleccion de las sondas de ADN, todo ello utilizando bien los métodos conocidos en la técnica. Por ejemplo, el
ADN puede ser extraido de un producto lisado celular utilizando fenol y etanol, digerido con las enzimas de
restriccion correspondientes a los sitios de insercion del ADN en el vector (comentado en la presente memoria),
sometido a electroforesis, y separado por corte del gel resultante. Las sondas de oligonucleétidos son utiles para la
hibridacién 'in situ' o con el fin de localizar tejidos que expresan esta familia de genes IRTA, y para otros analisis de
hibridacion para determinar la presencia de estos genes (moléculas de acido nucleico que codifican proteinas
IRTA2) o su ARNm en diversos tejidos biolégicos. Adicionalmente, los oligonucleodtidos sintetizados (producidos por
un sintetizador de ADN) complementarios a la secuencia de una molécula de ADN que codifica una proteina IRTA2
son utiles como sondas para estos genes, para su ARNm asociado, o para el aislamiento de genes relacionados por
escrutinio de homologia de bibliotecas genémicas o de ADNc, o mediante el uso de técnicas de amplificacion tales
como la Reaccion en Cadena de la Polimerasa.

Esta invencion proporciona una proteina IRTA2 purificada que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en
las Figuras 18B-1-18B-3 (SEQ ID NO: 3). En una realizacion de la proteina IRTA2 purificada, la proteina IRTA2 es
IRTA2 humana.

Con el fin de facilitar la comprension de la seccién de Detalles Experimentales siguiente, ciertos métodos y/o
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términos que aparecen con frecuencia se describen mejor en Sambrook, et al. (1989) y Harlow y Lane Antibodies: A
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratories, Cold Spring Harbor, Nueva York: 1988.

Esta invencion proporciona uno o varios anticuerpos dirigidos a un epitopo de proteina IRTA2 purificada, o uno o
varios fragmentos de los mismos, que tienen la secuencia de aminoacidos expuesta en las Figuras 18B-1-18B-3.

Segun se utiliza en la presente memoria, el término "anticuerpo” incluye, pero no se limita a, anticuerpos tanto de
origen natural como de origen no natural. Especificamente, el término "anticuerpo” incluye anticuerpos policlonales y
monoclonales, y fragmentos de unién de los mismos. Ademas, el término "anticuerpo" incluye anticuerpos
quiméricos y anticuerpos completamente sintéticos, y fragmentos de los mismos. Los anticuerpos policlonales y
monoclonales pueden ser "purificados", lo que significa que los anticuerpos policlonales y monoclonales estan libres
de cualquier otro anticuerpo. Segun se utiliza en la presente memoria, anticuerpo parcialmente purificado significa
una composicion de anticuerpos que comprende anticuerpos que se unen especificamente a la proteina IRTA de la
invencion sujeto, y consta de menos impurezas de proteina que el suero del cual derivan los anticuerpos. Una
impureza de proteina es una proteina distinta de los anticuerpos especificos para la proteina IRTA de la presente
invencion. Por ejemplo, los anticuerpos parcialmente purificados pueden ser una preparacion de 1gG.

Los anticuerpos policlonales (anticuerpos anti-IRTA) se pueden producir mediante la inyeccién a un animal anfitrion
tal como un conejo, rata, cabra, ratdn u otro animal del inmundgeno o los inmunégenos de esta invencioén, por
ejemplo, una IRTA1 humana purificada descrita mas abajo. Los sueros se extraen del animal anfitrion y se escrutan
para obtener anticuerpos policlonales que son especificos para el inmundgeno. Los métodos de escrutinio de
anticuerpos policlonales son bien conocidos para los expertos normales en la técnica tales como los descritos en
Harlow y Lane Antibodies: A Laboratory Manual, (Cold Spring Harbor Laboratories, Cold Spring Harbor, Nueva York:
1988)

Los anticuerpos monoclonales anti-IRTA de la presente invencién pueden ser producidos mediante la inmunizacion,
por ejemplo, de ratones con un inmundgeno (los polipéptidos IRTA o fragmentos de los mismos descritos en la
presente memoria). A los ratones se les inocula por via intraperitoneal una cantidad inmunogénica del inmundégeno
descrito anteriormente y a continuacion se refuerza con cantidades similares de inmunégeno. Se recogen los bazos
de los ratones inmunizados unos pocos dias después del refuerzo final y se prepara una suspension de células a
partir de los bazos para su uso en la fusion.

Los hibridomas se pueden preparar a partir de los esplenocitos y un compafiero tumoral murino utilizando la técnica
de hibridacion de células somaticas general de Kohler, B. y Milstein, C., Nature (1975) 256: 495-497. Se pueden
utilizar en la hibridacién las lineas de mieloma murino disponibles, tales como las de la Coleccion Americana de
Cultivos Tipo (ATCC), 10801 University Boulevard, Manassas, VA 20110-2209, USA. Basicamente, la técnica implica
la fusién de las células tumorales y los esplenocitos utilizando un fuségeno tal como polietilenglicol. Después de la
fusién las células se separan del medio de fusién y se cultivan en un medio de crecimiento selectivo, tal como medio
HAT, para eliminar células parentales no hibridadas. Los hibridomas se pueden expandir, si se desea, y los
sobrenadantes se pueden analizar por procedimientos de inmunoanalisis convencionales, por ejemplo
radioinmunoanalisis, utilizando el agente inmunizante como antigeno. Los clones positivos se pueden caracterizar
adicionalmente para determinar si satisfacen los criterios de los anticuerpos de la invencion.

Los hibridomas que producen tales anticuerpos se pueden hacer crecer in vitro o in vivo utilizando procedimientos
conocidos. Los anticuerpos monoclonales se pueden aislar de los medios de cultivo o de los fluidos corporales,
segun corresponda, por medio de procedimientos de purificacion de inmunoglobulinas convencionales tales como
precipitacion con sulfato de amonio, electroforesis en gel, dialisis, cromatografia y ultrafiltracion, si se desea.

En la préactica de la presente invencién cualquiera de los anticuerpos descritos anteriormente se puede marcar con
un marcador detectable. En una realizacion, el anticuerpo marcado es un anticuerpo marcado purificado. El término
"anticuerpo” incluye, a modo de ejemplo, anticuerpos tanto naturales como no naturales. Especificamente, el término
"anticuerpo” incluye anticuerpos policlonales y monoclonales, y fragmentos de los mismos. Ademas, el término
"anticuerpo” incluye anticuerpos quiméricos y anticuerpos completamente sintéticos, y fragmentos de los mismos.
Los "radicales detectables" que funcionan como marcas detectables son bien conocidos para los expertos en la
técnica e incluyen, pero no se limitan a, una marca fluorescente, un atomo radiactivo, un ion paramagnético, biotina,
una marca quimioluminiscente o una marca que se puede detectar a través de una etapa enzimatica secundaria o
de unién. La etapa enzimatica secundaria o de union puede comprender el uso de digoxigenina, fosfatasa alcalina,
peroxidasa de rabano picante, 3-galactosidasa, fluoresceina o estreptavidina/biotina. Los métodos de marcaje de
anticuerpos son bien conocidos en la técnica.

Los métodos de recuperacion de suero de un sujeto son bien conocidos por los expertos en la técnica. Los métodos
de purificacion parcial de anticuerpos también son bien conocidos por los expertos en la técnica, e incluyen, a modo
de ejemplo, filtracién, cromatografia de intercambio ionico, y precipitacion.

Los anticuerpos policlonales y monoclonales de la invencién se pueden marcar con un marcador detectable. En una
realizacién, el anticuerpo marcado es un anticuerpo marcado purificado. EI marcador detectable puede ser, por
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ejemplo, un marcador radiactivo o fluorescente. Los métodos de marcaje de anticuerpos son bien conocidos en la
técnica.

La determinacién de si los anticuerpos policlonales y monoclonales de la presente invencién se unen a las células,
por ejemplo, células cancerosas, que expresan una proteina IRTA y forman un complejo con una o mas de las
proteinas IRTA descritas en la presente memoria, o fragmentos de las mismas, en la superficie de dichas células, se
puede llevar a cabo de acuerdo con métodos bien conocidos por los expertos en la técnica. En la realizacién
preferida, la determinacion se lleva a cabo de acuerdo con métodos de citometria de flujo.

Los anticuerpos de la presente invencion pueden estar unidos a una matriz insoluble tal como la utilizada en la
cromatografia de afinidad. Las células que forman un complejo, es decir, se unen, con el anticuerpo policlonal o
monoclonal inmovilizado se pueden aislar por medio de métodos convencionales bien conocidos por los expertos en
la técnica. Por ejemplo, el aislamiento puede comprender cromatografia de afinidad utilizando el anticuerpo
inmovilizado.

Alternativamente, el anticuerpo puede ser un anticuerpo libre. En este caso, el aislamiento puede comprender la
clasificacion de células utilizando anticuerpos primarios 0 secundarios marcados. Tales métodos de clasificacion de
células son convencionales y son bien conocidos para los expertos en la técnica.

Esta invencién proporciona un anticuerpo dirigido a una proteina IRTA2 purificada. En una realizacion preferida del
anticuerpo anti-IRTA, la proteina IRTA es una proteina IRTA humana. La proteina IRTA puede ser cualquier proteina
IRTA de mamifero, incluyendo una proteina IRTA murina. En una realizacion adicional de cualquiera de los
anticuerpos descritos anteriormente, el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal. En otra realizacion, el anticuerpo
monoclonal es un anticuerpo monoclonal murino o un anticuerpo monoclonal humanizado. Segun se utiliza en la
presente memoria, "humanizado" representa un anticuerpo que tiene caracteristicas de un anticuerpo humano,
siendo dicho anticuerpo de origen no natural, pero creado utilizando técnicas de hibridoma en las que el anticuerpo
es de origen humano, excepto para la porcion determinante antigénica, que es murina. En otra realizacion mas, el
anticuerpo es un anticuerpo policlonal.

En realizaciones preferidas, cualquiera de los anticuerpos de la presente invencién se puede conjugar con un agente
terapéutico. En otras realizaciones preferidas, el agente terapéutico es un radioisétopo, una toxina, un toxoide o un
agente quimioterapéutico. Los anticuerpos conjugados de la presente invencién se pueden administrar a un sujeto
que tiene un cancer de células B mediante cualquiera de los métodos proporcionados a continuacion.

Esta invencién proporciona una composicion farmacéutica que comprende una cantidad del anticuerpo dirigido a una
proteina IRTA2 eficaz para unirse a las células cancerosas que expresan una proteina IRTA2 seleccionada del
grupo fomado por humanos con el fin de prevenir el crecimiento de las células cancerosas y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable. El anticuerpo anti-IRTA puede estar dirigido a un epitopo de una proteina IRTA2. Las
proteinas pueden ser proteinas IRTA humanas o IRTA de ratén.

En realizaciones preferidas de la composicion farmacéutica descrita anteriormente, las células cancerosas se
seleccionan del grupo que consiste en células de linfoma de células B, de mieloma multiple, de linfoma de células
del manto, de linfoma de Burkitt, de linfoma de la zona marginal, de linfoma difuso de células grandes y de linfoma
folicular. En otra realizacion preferida de la composicion farmacéutica, las células de linfoma de células B son células
de linfoma de células B de Tejido Linfoide Asociado a la Mucosa (MALT). En otra realizacion preferida de la
composicion farmacéutica, las células de linfoma de células B son células de linfoma no Hodgkin. Esta invencion
proporciona, tal como se define en las reivindicaciones, una composicion farmacéutica que comprende una cantidad
de cualquiera de los oligonucleétidos descritos anteriormente eficaz para prevenir la expresion en exceso de una
proteina IRTA humana y un portador farmacéuticamente aceptable idéneo. En realizaciones preferidas de la
composicion farmacéutica el oligonucleétido es una molécula de acido nucleico que codifica una proteina IRTA2.

La proteina IRTA puede ser una proteina IRTA humana o de ratén.

Segun se utiliza en la presente memoria, "neoplasia maligna" significa susceptible de metastatizar. Segun se utiliza
en la presente memoria, "células tumorales” son las células que se originan a partir de un tumor, es decir, a partir de
un nuevo crecimiento de tejido diferente o anormal. Las células tumorales y las células cancerosas pueden existir
como parte de la masa tumoral, o pueden existir como células que flotan libremente, desprendidas de la masa
tumoral a partir de la cual se originan.

Segun se utiliza en la presente memoria, las células malignas incluyen, pero no se limitan en modo alguno a, linfoma
de células B, mieloma multiple, linfoma de Burkitt, linfoma de células del manto, linfoma de la zona marginal, linfoma
difuso de células grandes y linfoma folicular. El linfoma de células B es linfoma de células B de Tejido Linfoide
Asociado a la Mucosa (MALT) o es linfoma no Hodgkin.

Segun se utiliza en la presente memoria, "sujeto” es cualquier animal o animal modificado artificialmente. Los
animales modificados artificialmente incluyen, pero no se limitan a, ratones SCID con sistemas inmunitarios
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humanos. En una realizacién preferida, el sujeto es un ser humano.

Esta invencion proporciona un método de diagndstico de neoplasia maligna de células B que comprende una
reordenacion cromosoémica 1g21 en una muestra de un sujeto que comprende:

a) poner en contacto la muestra obtenida del sujeto con un anticuerpo dirigido a una proteina IRTA2 purificada
capaz de unirse especificamente con una proteina IRTA2 humana sobre una superficie celular de una célula
cancerosa en condiciones que permiten la unién del anticuerpo con la proteina IRTA2 humana sobre la
superficie celular de la célula cancerosa, en donde el anticuerpo esta marcado con un marcador detectable; y
b) detectar cualquier unién en la etapa (a), en donde la deteccién de union indica un diagnéstico de neoplasia
maligna de células B en la muestra.

En una realizacion del método de diagndstico descrito anteriormente de neoplasia maligna de células B, la proteina
IRTA es IRTA2.

En otra realizacion del método, la proteina IRTA es la proteina IRTA humana o de ratén. En una realizacion adicional
la proteina IRTA es purificada. En una realizacion preferida de este método, la neoplasia maligna de células B se
selecciona entre el grupo que consiste en linfoma de células B, mieloma mdiltiple, linfoma de Burkitt, linfoma de la
zona marginal, linfoma difuso de células grandes y linfoma folicular. En otra realizacién mas de este método, el
linfoma de células B es linfoma de células B de Tejido Linfoide Asociado a la Mucosa (MALT). En otra realizacion
preferida de este método, el linfoma de células B es linfoma no Hodgkin.

Se describe un método para detectar la proteina IRTA humana en una muestra que comprende: a) poner en
contacto la muestra con cualquiera de los anticuerpos anti-IRTA descritos anteriormente bajo condiciones que
permitan la formacién de un complejo entre el anticuerpo y la IRTA en la muestra; y b) detectar el complejo formado
en la etapa (a), detectando de ese modo la presencia de IRTA humana en la muestra. En una realizacion la proteina
IRTA detectada puede ser una proteina IRTA2, que tiene una secuencia de aminoacidos expuesta en las Figuras
18B-1-18B-3. Como se ha descrito anteriormente en este documento, la deteccién del complejo formado se puede
conseguir mediante el uso de anticuerpos marcados con un marcador detectable y la determinacion de la presencia
del complejo marcado.

La deteccion de la proteina IRTA humana en una muestra de un sujeto es otro método de diagnéstico de neoplasia
maligna de células B en un sujeto. En una realizacion de este método de diagnéstico, la neoplasia maligna de
células B se selecciona del grupo que consiste en linfoma de células B, mieloma mudltiple, linfoma de Burkitt, linfoma
de la zona marginal, linfoma difuso de células grandes y linfoma folicular. En otra realizacién adicional de este
método, el linfoma de células B es linfoma de células B de Tejido Linfoide Asociado a la Mucosa (MALT). En otra
realizacién preferida de este método, el linfoma de células B es linfoma no Hodgkin.

Esta invencion proporciona la utilizacion de un tratamiento de un sujeto que tiene un cancer de células B, que
comprende administrar al sujeto una cantidad de anticuerpo anti-IRTA eficaz para unirse a las células cancerosas
que expresan una proteina IRTA con el fin de evitar el crecimiento de las células cancerosas y un portador
farmacéuticamente aceptable, tratando de este modo al sujeto. El crecimiento y la proliferacién de las células
cancerosas es inhibido de ese modo y las células cancerosas mueren. En una realizacién de la utilizacion
anteriormente descrita, la proteina IRTA es IRTA2 humana.

En una realizacién preferida de la utilizacion descrita anteriormente de tratamiento de un sujeto que tiene un cancer
de células B, el anticuerpo anti-IRTA es un anticuerpo monoclonal. En otra realizacion del método, el anticuerpo
monoclonal es un anticuerpo monoclonal murino o un anticuerpo monoclonal humanizado. El anticuerpo puede ser
un anticuerpo quimérico. En una realizacion adicional, el anticuerpo anti-IRTA es un anticuerpo policlonal. En una
realizacién, el anticuerpo policlonal puede ser un anticuerpo policlonal murino o0 humano. En una realizacién
preferida, el cancer de células B se selecciona del grupo que consiste en linfoma de células B, mieloma mudltiple,
linfoma de Burkitt, linfoma de células del manto, linfoma de la zona marginal, linfoma difuso de células grandes y
linfoma folicular. En otra realizacion preferida, el linfoma de células B es linfoma de células B de Tejido Linfoide
Asociado a la Mucosa (MALT). En una realizacion preferida adicional, el linfoma de células B es linfoma no Hodgkin.
En una realizacion preferida del método de tratamiento de un sujeto que tiene un cancer de células B descrito
anteriormente, la administracion de la cantidad de anticuerpo anti-IRTA eficaz para unirse a las células cancerosas
que expresan una proteina IRTA es mediante liberacién intravenosa, intraperitoneal, intratecal, intralinfatica,
intramuscular, intralesional, parenteral, epidural, subcutanea; por infusion, por medio de liberacion mediada por
liposomas, liberacién en aerosol; topica, oral, nasal, anal, ocular u 6tica. En otra realizacion preferida de los métodos
descritos anteriormente, el anticuerpo anti-IRTA se puede conjugar con un agente terapéutico. En otras realizaciones
preferidas, el agente terapéutico es un radioisétopo, una toxina, un toxoide o un agente quimioterapéutico.

Esta invencién proporciona una utilizacién para tratar a un sujeto que tiene un cancer de células B, que comprende
administrar al sujeto una cantidad de un oligonucleétido antisentido que tiene una secuencia capaz de hibridar
especificamente con una molécula de ARNm que codifica una proteina IRTA2 humana con el fin de evitar la
expresion en exceso de la proteina IRTA2 humana, con el fin de detener el crecimiento celular o de inducir la muerte
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celular de las células cancerosas que expresan la proteina o las proteinas IRTA y un portador farmacéuticamente
aceptable.

En una realizacién de la utilizacion descrita anteriormente para el tratamiento de un sujeto que tiene un cancer de
células B, la proteina IRTA es la proteina IRTA2 humana. En una realizacién preferida, el cancer de células B se
selecciona del grupo que consiste en linfoma de células B, mieloma multiple, linfoma de Burkitt, linfoma de la zona
marginal, linfoma difuso de células grandes y linfoma folicular. En otra realizacion preferida, el linfoma de células B
es linfoma de células B de Tejido Linfoide Asociado a la Mucosa (MALT). En otra realizaciéon preferida mas, el
linfoma de células B es linfoma no Hodgkin. En realizaciones de cualquiera de los oligonucleétidos descritos
anteriormente de moléculas de acido nucleico que codifican la proteina IRTA2, el acido nucleico puede ser ADN
gendémico o ADNc. En una realizacion adicional preferida del uso descrito anteriormente para tratar un sujeto que
tiene un cancer de células B, la administracion de la cantidad de oligonucleétido eficaz para prevenir la expresion en
exceso de la proteina IRTA humana mediante liberacién es intravenosa, intraperitoneal, intratecal, intralinfatica,
intramuscular, intralesional, parenteral, epidural, subcutanea; por infusién, mediante liberacion mediada por
liposomas, liberacién en aerosol; tdpica, oral, nasal, anal, ocular u 6tica. En una realizacion de los métodos descritos
anteriormente, el oligonucle6tido se puede conjugar con un agente terapéutico. En otras realizaciones preferidas, el
agente terapéutico es un radiois6topo, una toxina, un toxoide o un agente quimioterapéutico.

La invenciéon también proporciona una composicién farmacéutica que comprende una cantidad eficaz de los
oligonucledtidos o de los anticuerpos descritos anteriormente y un portador farmacéuticamente aceptable. En la
invencion sujeto una "cantidad eficaz" es cualquier cantidad de un oligonucleétido o un anticuerpo que, cuando se
administra a un sujeto que padece una enfermedad o anomalia contra las que el oligonucleétido o anticuerpo son
eficaces, causa una reduccion, remisién o regresion de la enfermedad o anomalia. En la practica de esta invencion,
el "portador farmacéuticamente aceptable" es cualquier portador fisiolégico conocido para los expertos normales en
la técnica Gtil en la formulacién de composiciones farmacéuticas.

Los portadores farmacéuticamente aceptables son bien conocidos para los expertos en la técnica e incluyen, pero no
se limitan a tampon fosfato 0,01-0,1 M y preferiblemente 0,05 M o solucién salina al 0,8%. Adicionalmente, tales
portadores farmacéuticamente aceptables pueden ser soluciones, suspensiones, y emulsiones acuosas 0 no
acuosas. Los ejemplos de disolventes no acuosos son propilenglicol, polietilenglicol, aceites vegetales tales como
aceite de oliva, y ésteres organicos inyectables tales como oleato de etilo. Los portadores acuosos incluyen agua,
soluciones, emulsiones o suspensiones alcohdlicas/acuosas, incluyendo solucion salina y medios tamponados. Los
portadores parenterales incluyen solucién de cloruro sédico, dextrosa de Ringer, dextrosa y cloruro sédico, solucién
de Ringer con lactato afiadido o aceites fijados. Los vehiculos intravenosos incluyen fluidos y reponedores de
nutrientes, reponedores de electrolitos tales como los basados en dextrosa de Ringer, y similares. También pueden
estar presentes otros aditivos, tales como, por ejemplo, antimicrobianos, antioxidantes, agentes quelantes, gases
inertes y similares.

En una realizacion preferida, el portador farmacéutico puede ser un liquido y la composicién farmacéutica estaria en
forma de una solucién. En otra realizacion igualmente preferida, el portador farmacéuticamente aceptable es un
sélido y la composicion esta en la forma de un polvo o un comprimido. En una realizacion adicional, el portador
farmacéutico es un gel y la composicién esta en forma de un supositorio o una crema. En una realizacién adicional,
el compuesto se puede formular como parte de un parche transdérmico farmacéuticamente aceptable.

Un portador solido puede incluir una o0 mas sustancias que también pueden actuar como agentes aromatizantes,
lubricantes, solubilizantes, agentes de suspension, cargas, antiapelmazantes, coadyuvantes de compresion,
aglutinantes o agentes disgregantes de comprimidos; también puede ser un material encapsulante. En los polvos, el
portador es un sélido finamente dividido que esta mezclado con el ingrediente activo finamente dividido. En los
comprimidos, el ingrediente activo se mezcla con un portador que tiene las propiedades de compresién necesarias
en proporciones adecuadas y se compacta en la forma y el tamafio deseados. Los polvos y los comprimidos
contienen preferiblemente hasta 99% del ingrediente activo. Los portadores sélidos adecuados incluyen, por
ejemplo, fosfato de calcio, estearato de magnesio, talco, azUcares, lactosa, dextrina, almidén, gelatina, celulosa,
polivinilpirrolidina, ceras de bajo punto de fusién y resinas de intercambio iénico.

Los portadores liquidos se utilizan en la preparacion de soluciones, suspensiones, emulsiones, jarabes, elixires y
composiciones presurizadas. El ingrediente activo se puede disolver o suspender en un portador liquido
farmacéuticamente aceptable tal como agua, un disolvente organico, una mezcla de ambos o aceites o grasas
farmacéuticamente aceptables. El portador liquido puede contener otros aditivos farmacéuticos adecuados tales
como solubilizantes, emulsionantes, tampones, conservantes, edulcorantes, agentes aromatizantes, agentes de
suspension, agentes espesantes, colorantes, reguladores de la viscosidad, estabilizantes u osmorreguladores. Los
ejemplos adecuados de portadores liquidos para administracién oral y parenteral incluyen agua (que contiene
parcialmente aditivos como los anteriores, p. ej., derivados de celulosa, preferentemente solucion de
carboximetilcelulosa sodica), alcoholes (incluyendo alcoholes monohidroxilados y alcoholes polihidroxilados, p. €;.
glicoles) y sus derivados, y aceites (p. €j., aceite de coco fraccionado y aceite de cacahuete). Para la administracion
parenteral, el portador también puede ser un éster oleoso tal como oleato de etilo y miristato de isopropilo. Los
portadores liquidos estériles son Gtiles en composiciones estériles en forma liquida para la administracion parenteral.
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El portador liquido para composiciones presurizadas puede ser un hidrocarburo halogenado u otro propelente
farmacéuticamente aceptable.

Las composiciones farmacéuticas liquidas que son soluciones o suspensiones estériles se pueden utilizar, por
ejemplo, mediante inyeccion intramuscular, intratecal, epidural, intraperitoneal o subcutanea. Las soluciones estériles
también se pueden administrar por via intravenosa. Los compuestos se pueden preparar como una compaosicion
sélida estéril que se puede disolver o suspender en el momento de la administracién utilizando agua estéril, solucion
salina, u otro medio inyectable estéril apropiado. Se pretende que los portadores incluyan los aglutinantes, agentes
de suspension, lubricantes, aromatizantes, edulcorantes, conservantes, colorantes, y recubrimientos necesarios e
inertes.

La composicién farmacéutica que comprende el oligonucledtido o el anticuerpo se puede administrar oralmente en
forma de una solucién o suspension estéril que contiene otros solutos o agentes de suspension, por ejemplo,
suficiente solucién salina o glucosa para hacer la solucién isoténica, sales biliares, acacia, gelatina, monooleato de
sorbitan, polisorbato 80 (ésteres oleato de sorbitol y sus anhidridos copolimerizados con 6xido de etileno) y
similares.

La composicion farmacéutica que comprende el oligonucleétido o el anticuerpo también se puede administrar por via
oral en forma de una composicion liquida o sélida. Las composiciones adecuadas para administracion oral incluyen
formas sélidas, tales como pildoras, capsulas, granulos, comprimidos y polvos, y formas liquidas, tales como
soluciones, jarabes, elixires, y suspensiones. Las formas Utiles para la administracion parenteral incluyen soluciones,
emulsiones, y suspensiones estériles.

Las dosificaciones 6ptimas que se van a administrar pueden ser determinadas por los expertos en la técnica, y
variaran con el inhibidor concreto en uso, la fuerza de la preparacion, el modo de administracion, y el progreso del
estado de enfermedad o anomalia. Otros factores que dependen del sujeto concreto a tratar daran como resultado la
necesidad de ajustar las dosificaciones, incluyendo la edad del sujeto, el peso, el sexo, la dieta y el tiempo de
administracion.

Esta invencion se entendera mejor a partir de los Detalles Experimentales siguientes. Sin embargo, un experto en la
técnica apreciara facilmente que los métodos y resultados especificos comentados son meramente ilustrativos de la
invencion como se describe mas completamente en las reivindicaciones siguientes.

DETALLES EXPERIMENTALES

Primera serie de experimentos

El analisis molecular de las translocaciones cromosémicas asociadas con el mieloma mdltiple (MM) ha indicado que
la patogénesis de esta neoplasia maligna puede ser heterogénea, estando asociada con varios oncogenes distintos
incluyendo BCL-1, MUM-1 y FGFR3. Las anomalias estructurales del cromosoma 1q21, incluyendo las
translocaciones con el cromosoma 1432, representan aberraciones citogenéticas frecuentes asociadas con el
mieloma multiple. Con el fin de identificar los genes implicados en estas translocaciones, se clonaron las regiones
del punto de rotura correspondientes a ambos derivados de una t(1;14)(q21;932) detectable en la linea celular de
plasmacitoma humano FR4. El analisis de las secuencias del punto de rotura mostr6 que implicaban una
recombinacion reciproca entre el locus de la cadena pesada de inmunoglobulina (IgH) en 14932 y secuencias
desconocidas en 1g21. El locus normal correspondiente a la regiéon 1g21 implicada en la translocacion se clond y se
identificaron los genes adyacentes a la region del punto de rotura por medio de una estrategia de captura del exén.
Se encontraron dos genes, localizados a una distancia de 20 Kb entre si, en la regién que abarcaba el punto de
rotura en 1g21. El primer gen, denominado MUM-2 (mieloma mudltiple 2) se expresa como un transcrito de ARNm de
2,5 Kb detectable en el bazo y los ganglios linfaticos. La clonacién y secuenciacién del ADNc de MUM-2 completo
pronostica una glicoproteina de la superficie celular de 515 aminoacidos que contiene cuatro dominios de tipo Ig
extracelulares, uno transmembrana y un dominio citoplasmatico y que comparten 37% de identidad (51% de
homologia) con el receptor | gamma de Fc sobre sus tres primeros dominios extracelulares. En las células FR4, los
puntos de rotura de la translocacién interrumpen el dominio codificante de MUM-2 y lo yuxtaponen al locus IgH en la
misma orientacion transcripcional. Como consecuencia, los transcritos MUM-2 especificos de FR4 estructuralmente
anormales (3,0, 5,2 y 6,0 Kb) en los ganglios linfaticos y el bazo codifican una proteina con un dominio extracelular
gue contiene seis dominios de tipo Ilg homdlogos a los miembros de las familias de receptores Fc gamma y de
adherencia de tipo Ig. La estructura de los genes MUM-2 y MUM-3 y su participacion directa en una translocacion
asociada a MM sugieren que estos genes codifican los receptores de la superficie celular novedosos importantes
para la funciéon de los linfocitos normales y las neoplasias malignas de las células B.

Segunda serie de experimentos

Procedimientos experimentales

Lineas celulares
Las lineas celulares de MM utilizadas en este estudio (FR4, U266, JIN3, EJM, SKMM1, RPMI-8226, XG1, XG2,
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XG4, XG6, XG7) han sido referidas previamente (Tagawa et al., 1990), (Jernberg et al., 1987), (Hamilton et al., 1990;
Jackson et al., 1989), (Eton et al., 1989), (Zhang et al., 1994). La linea celular FR4 se establecié en el laboratorio de
uno de los autores (S.T.). Las lineas celulares U266, JJN3 y EJM fueron donaciones del Dr. K. Nilsson (Universidad
de Uppsala, Uppsala, Suecia) y la linea celular SKMM-1 fue una donaciéon A.N. Houghton (Memorial Sloan Kettering
Cancer Center, Nueva York, NY). Las cinco lineas de células XG se obtuvieron del Dr. Bernard Klein y se cultivaron
en presencia de 1 ng/ml de IL-6 humana recombinante como se ha descrito previamente (Zhang et al., 1994). Las
lineas celulares BL con anomalias 1921 se han descrito previamente (Polito et al., 1995), (Magrath et al., 1980) y se
cultivaron en RPMI, FCS al 10%.

Seleccion de la biblioteca gendémica y de ADNc y analisis de la secuencia de ADN

Se construyeron dos bibliotecas genémicas a partir de ADN genémico de FR4 por medio de digestion completa con
BamHI o por medio de digestion parcial con Sau3Al y posterior ligacién de las fracciones purificadas en gel en el
vector de fago 1DASH-II (Stratagene). La biblioteca de BamHI se escrutd con una sonda Xhol-BamHI de 4,2 kb
derivada del locus de Ca vy la biblioteca Sau3Al se escruté con una sonda 5'Sa descrita previamente (Bergsagel et
al., 1996). Se escrutd una biblioteca de ADN de placenta humana (Stratagene) con una sonda 1.0EH (Figuras 8A-
8C) para obtener el locus 1921 de la linea germinal. El escrutinio de la biblioteca y el aislamiento de la placa se
llevaron a cabo de acuerdo con los procedimientos establecidos (Sambrook et al., 1989). Los clones de ADNc de
IRTAL e IRTAZ2 se aislaron a partir de una biblioteca de ADNc oligo-dT/cebada al azar construida a partir de ARN de
bazo humano normal (Clontech). La sonda de ADNc de IRTA1 utilizada para el escrutinio de la biblioteca se obtuvo a
partir de la RT-PCR de ADNc de bazo humano utilizando los cebadores que flanquean los exones 1 y 3. La
secuenciacion del ADN se llevd a cabo en un secuenciador automatizado ABI 373 (Applied Biosystems). Las
busquedas de homologia de secuencia se llevaron a cabo a través del servidor de correo electrénico BLAST en el
Centro Nacional de Informacion Biotecnoldgica, Bethesda, MD.

Aislamiento de PAC y YAC y captura de exones

Los clones de PAC humanos se obtuvieron mediante escrutinio de una biblioteca PAC humana aplicada sobre
membranas de nailon (Research Genetics), con la sonda de 1,0 EH (Figuras 8A-8C). Se escrutd la biblioteca de
YAC humanos Zeneca (antes ICI) (Anand et al., 1990) obtenida del United Kingdom Human Genome Mapping
Resource center (UK-HGMP) utilizando una estrategia de agrupamiento basada en la PCR. La captura de exones se
realizé utilizando el sistema de captura de exones (Gibco BRL), de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Aislamiento de clones finales de PAC/YAC, electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE) y andlisis de hibridacion
con fluorescencia en situ (FISH)

La extraccién de ADN de PAC se realizé de acuerdo con los métodos de lisis alcalina convencionales (Drakopoli N et
al., 1996). Se utilizd6 un método de PCR vectorette para aislar sondas terminales de PAC y YAC (Riley et al., 1990),
como se ha descrito previamente (lida et al., 1996). El analisis de PFGE se realiz6 de acuerdo con protocolos
convencionales (Drakopoli N et al., 1996) utilizando el sistema CHEF Mapper (BioRad, Hercules, CA). El marcaje
con biotina del ADN de PAC, la preparacion de cromosomas y FISH se realizaron como se ha descrito previamente
(Rao et al., 1993).

Anadlisis de transferencia Southern y Northern, RACE y RT-PCR

Los andlisis de transferencia Southern y Northern se realizaron como se ha descrito previamente (Neri et al., 1991).
Para los andlisis de transferencia Northern se preparé el ARN total por el método del tiocianato de guanidinio y se
seleccion6 el ARN poli(A) utilizando cuentas recubiertas con poli(T) (Kit Oligotex de Quigen). Para las transferencias
Northern, se cargaron 2 mg de ARN poli(A) por calle. Se obtuvieron filtros Northern de mdltiples tejidos de Clontech.
La RACE se realizé utilizando el kit de Amplificacion de ADNc Marathon (Clontech) y ADNc de bazo Marathon-
Ready. La sintesis de la primera hebra de ADNc se realiz6 utilizando el sistema SuperScript RT-PCR (Gibco BRL).

Hibridacion in situ

Se transcribieron sondas de ARNc antisentido y efectoras que contenian digoxigenina con ARN polimerasa T3y T7,
respectivamente, a partir de plasmidos pBluescript KS+ linealizados que contenian la region codificante de los ADNc
(nucledtidos 62-1681 de IRTAL1 y 18 a 2996 de IRTA2.) Se congeld instantaneamente tejido tonsilar humano
hiperplasico extirpado quirdrgicamente de nifios del Babies Hospital, Columbia Presbyterian Medical Center en hielo
seco en polvo. Las secciones del criostato se almacenaron durante varios dias a -80 grados C antes del
procesamiento. La hibridacién no radiactiva in situ se realizé esencialmente como se ha descrito (Frank et al., 1999),
excepto que el tiempo de fijacion en paraformaldehido al 4% se aumenté a 20 minutos, y se omitié el tratamiento con
proteinasa K. La rigurosidad de la hibridacion fue de 68 grados C, en 5X SSC, formamida al 50%. La tincién de los
anticuerpos anti-digoxigenina conjugados con fosfatasa alcalina se desarrollé con el sustrato BCIP/NBT.

Transfeccion, inmunoprecipitacion y transferencia Western.

Se transfectaron de manera transitoria células 293 (ATCC), cultivadas en DMEM, FCS al 10%, de acuerdo con el
método de fosfato de calcio convencional, con constructos de expresion transitoria pMT2T y pMT2T-IRTA1/Ca. Este
ultimo fue generado utilizando el producto de la RT-PCR de IRTA1/Ca de FR4. Las células (2x106 de transfectantes
y 2x10’ de lineas celulares restantes) se solubilizaron en tampén de lisis Triton X-100 (NaCl 150 mM, Tris-HCI 10
mM [pH 7,4], TX-100 al 1%, BSA al 0,1%) en presencia de un coctel de inhibidores de proteasa (Roche
Biochemicals). Los productos lisados se incubaron a 4°C durante 2 horas con 4 mg/ml del anticuerpo monoclonal
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NUim. 117-332-1 (Yu et al., 1990) (Tanox Biosystems, Inc, Houston, Texas) que se originaron contra la porcion
extracelular del péptido de membrana IgA. Los complejos inmunitarios se aislaron con proteina G-Sepharose
(Pharmacia) antes de la electroforesis sobre geles en gradiente al 10-20% de Tris-HCI (BioRad) y de la
inmunotransferencia, utilizando 15 mg/ml del anticuerpo Ndm. 117-332-1. Los resultados se visualizaron por medio
de ECL (Amersham).

RESULTADOS

Clonacién Molecular de la t(1;14)(q21;932)

Las translocaciones cromosOmicas que involucran al locus de la cadena pesada de Ig (IGH) se producen a menudo
dentro o cerca de regiones de cambio de IgH como resultado de eventos de recombinacion de cambio "ilegitimos”
(Dalla-Favera et al., 1983; Chesi et al., 1996; Chesi et al., 1998). Los puntos de rotura se pueden detectar mediante
andlisis de hibridacion por transferencia Southern como alelos reordenados en los que las secuencias de la region
constante (Cn) de IGH han perdido su asociacién sinténica con las secuencias de la regién de unién (J4) de IGH y de
cambio 5' (S) (Dalla-Favera et al., 1983; Neri et al., 1988; Neri et al., 1991; Bergsagel et al., 1996). Este andlisis ha
llevado a la identificacién de varios compafieros cromosémicos para el locus IgH en B-NHL y MM (Taub et al., 1982;
Dalla-Favera et al., 1983; Neri et al., 1988; Neri et al., 1991; Ye et al., 1993; Chesi et al., 1996; Richelda et al., 1997,
lida et al., 1997; Dyomin et al., 1997; Dyomin et al., 2000). Los autores de la presente invencién emplearon la misma
estrategia con el fin de clonar la regién del punto de rotura de 1921 en FR4, una linea celular de mieloma que porta
una t(1;14)(g21;932), segun lo determinado por analisis citogenético (Tagawa et al., 1990; Taniwaki M, resultados no
publicados). Dos "fragmentos ilegitimamente reordenados se identificaron en el locus de la cadena pesada Ca en
FR4 mediante andlisis de transferencia Southern (datos no mostrados), y se clonaron a partir de bibliotecas de fagos
construidas a partir de ADN genémico de FR4. El mapeo de restriccion, la hibridacién por transferencia Southern y la
secuenciacion de nucledtidos parcial de dos fagos gendmicos (clones lambda FR4B-5 y A FR4S-a, Figura 8A)
demostraron que contenian los puntos de rotura cromosomicos de una translocacion equilibrada reciproca entre el
locus Ca; en 14932 y secuencias distintas de IGH. A continuacién se utilizd una sonda (1.0EH) que representaba
estas secuencias distintas de IgH (Figura 8A) para clonar el correspondiente locus gendémico normal a partir
bibliotecas genémicas humanas del cromosoma artificial del fago P1 (PAC), y el cromosoma artificial de levadura
(YAC). El analisis de hibridacion fluorescente in situ (FISH) de las propagaciones de la metafase humana normal
utilizando el clon PAC no quimérico de 100 kb 49A16 que abarca la regién del punto de rotura (véase mas abajo,
Figura 13), identifico el locus cromosémico compafiero como derivado de la banda 1g21 (Figura 8C). El mapeo de un
Unico locus dentro del cromosoma 1 se confirmé por hibridacién de dos sondas no repetitivas a ADN de un panel de
hibridos de células somaticas representativo de cromosomas humanos individuales (datos no mostrados). Estos
resultados fueron compatibles con la clonacion de secuencias que abarcan la t(1;14)(g21;932) en FR4.

El andlisis de secuencia de las regiones de punto de rotura en los cromosomas derivados y el alineamiento con los
loci 14932 y 1921 de la linea germinal revelaron que el punto de rotura se habia producido en el intron entre CH3 'y
el exdn transmembrana de Ca; en el cromosoma 14. Aungue la region del punto de rotura estaba desprovista de
secuencias sefial de recombinacion (RSS) o secuencias de sefial de cambio (Kuppers et al., 1999), la secuencia
CTTAAC (subrayada en la Figura 8B) estaba presente en ambos cromosomas 14 y 1 de la linea germinal en la union
del punto de rotura. Una copia de esta secuencia estaba presente en cada uno de los cromosomas derivados, con
una ligera modificacién en la copia der(1) (mutacién puntual en el dltimo nucleétido: C a G). Los nucleétidos AT que
preceden a CTTAAC en el cromosoma 1 también estaban presentes en ambos cromosomas derivados (Figura 8B).
La translocacién no dio lugar a ninguna pérdida de secuencias en el cromosoma 1. Por otro lado, en la porcion del
cromosoma 14 de der(1) los autores de la presente invencién observaron dos deleciones aguas arriba de la union
del punto de rotura: una delecion de 16 nucleétidos (GGCACCTCCCCTTAAC) y una delecion de 4 nucleétidos
(TGCA) 6 nucledtidos aguas arriba (Figura 8B). Estas observaciones indican que la t(1;14)(g21;932) en las células
FR4 representa una translocacion reciproca equilibrada posiblemente facilitada por la presencia de secuencias
homélogas. (CTTAAC) en ambos cromosomas.

La regién del punto de rotura de 1g21 contiene genes que codifican nuevos miembros de la superfamilia de
receptores de inmunoglobulina

Los autores de la presente invencion investigaron a continuacion si la region del cromosoma 1g21 que abarca el
punto de rotura de la translocacion en FR4 contiene una unidad transcripcional. EI ADN de los clones de PAC
parcialmente solapantes 49A16 y 210K22 (Figura 13) fueron clonados por medio de "pistola génica" en plasmidos,
secuenciados y analizados para determinar la homologia con genes conocidos en bases de datos del genoma
humano. Paralelamente, se buscaron los genes candidato en el PAC 49A16 por medio de una estrategia de captura
de exones (Church et al., 1994).

El mapeo de los exones candidato sobre los clones genémicos de 1921 revel6 que el punto de rotura de FR4 se
habia producido entre dos exones atrapados (véase mas abajo, Figura 13), que pertenecian al mismo transcrito, ya
gue podrian estar conectados por RT-PCR utilizando ARN de bazo. A continuacion, se utiliz6 este producto de RT-
PCR como sonda para escrutar una biblioteca de ADNc de bazo con el fin de aislar clones completos
correspondientes a este transcrito. Se identificaron dos conjuntos de clones de ADNc, que pertenecian a dos
transcritos distintos y que compartian una identidad de secuencia de ARNm de 76% dentro de la region de la sonda
de 443 pb. Los clones de ADNc completos para ambos transcritos se obtuvieron mediante amplificacién rapida de
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extremos de ADNc (RACE) en ADNc de bazo humano que gener6 productos de extension 5'y 3'.

La estructura esquematica del ADNc que representa el primer transcrito se representa en la Figura 9A. El uso
alternativo de los tres posibles sitios de poliadenilaciéon en su regién no traducida 3' da lugar a tres especies de
ARNm de 2,6, 2,7 y 3,5 kb, que codifican la misma supuesta proteina de 515-aminoacidos (Figura 9A). Las
caracteristicas pronosticadas de esta proteina incluyen un péptido sefial, de acuerdo con la regla [-3, -1] (von Heijne,
1986), cuatro dominios extracelulares de tipo Ig que llevan tres sitios de glicosilacion potenciales unidos a (N) de
asparragina (Figura 9A), uno transmembrana de 16 aminoacidos y un dominio citoplasmatico de 106 aminoacidos,
con tres supuestos dominios de unién de homologia 2 a Src (SH2) consenso (Unkeless y Jin, 1997) (Figura 10B).
Estos dominios de union a (SH2) muestran caracteristicas de motivos tanto ITAM (Motivo Inmunorreceptor basado
en la Activacion de Tirosina D/EX7D/EX2YXXL/1Xe.sYXXL/I; donde X indica los residuos no conservados) (Reth,
1989) como motivos ITIM (Motivo de Inhibicion de Inmunorreceptor basado en Tirosina - S/V/L/IYXXL/V, donde X
indica residuos no conservados) (Unkeless y Jin, 1997). Como se muestra en la Figura 10B, los primeros dos
dominios de unién a SH2 estan espaciados por 8 aminoacidos, en consonancia con el motivo ITAM consenso. A
diferencia del consenso, el residuo glutamato (E) se posiciona cuatro en lugar de dos aminoacidos antes de la
primera tirosina (Y) (Figura 10B), y la posicién +3 con respecto a la tirosina (Y) esta ocupada por valina (V) en lugar
de leucina (L) o isoleucina (I) (Cambier, 1995). Los tres dominios se ajustan al consenso ITIM y cada uno esta
codificado por un exén separado, como es el caso de ITIM. Asi, su disposicion puede dar lugar a tres ITIM o
posiblemente a un ITAM y un ITIM. La estructura general de esta proteina sugiere que representa un nuevo receptor
transmembrana de la superfamilia de Ig y por lo tanto se denomind IRTA1 (gen 1 Asociado a la Translocacion del
Receptor Inmunitario 1).

El segundo ADNc comparte homologia con IRTAL (68% de identidad de nucleétidos para la longitud del mensaje de
IRTAL que codifica su dominio extracelular) y fue denominado IRTA2. El locus IRTA2 es mas complejo que IRTALly
se transcribe en tres isoformas de ARNm principales (IRTA2a, IRTA2b, IRTA2c) de diferente peso molecular (2,8,
4,7 y 5,4 kb respectivamente), cada uno con un propia Unica region no traducida 3' (Figura 9B). Adicionalmente, un
transcrito de 0,6 kb (Figura 12A) surge del uso de una sefial de poliadenilacion temprana en el nucleétido 536 de
IRTA2. Las tres isoformas de la proteina IRTA2 pronosticadas codificadas por estos transcritos comparten una
secuencia de aminoacidos comun hasta el residuo 560, que presenta un péptido sefial comin y seis dominios de
tipo Ig extracelulares (Figura 9B). IRTA2a codifica una glicoproteina secretada de 759 aa con ocho dominios de tipo
Ig seguido de 13 aminoéacidos predominantemente polares Unicos en su extremo C. IRTA2b diverge de IRTA2a en el
residuo de aminoacido 560, y se extiende a lo largo de un corto tramo de 32 residuos adicionales, cuyo caracter
hidréfobo es compatible con su acoplamiento a la membrana plasmatica a través de un ancla de GPI (Ferguson y
Williams, 1988). IRTA2c es la isoforma mas larga cuya secuencia se desvia de IRTA2a en el aminoacido 746.
Codifica una glicoproteina transmembrana de tipo | de 977 aa con nueve dominios de tipo Ig extracelulares, que
alberga ocho sitios de glicosilacion unidos a N potenciales, uno transmembrana de 23 aminoacidos y un dominio
citoplasmico de 104 aminoacidos con tres motivos de unién a SH2 consenso (Figura 10B). Cada uno de los sitios de
unién a SH2 en IRTA2c coincide con el consenso ITIM (Figura 10B) y es codificado por un exén separado. Estos
rasgos sugieren que IRTA2c es un receptor transmembrana novedoso de la superfamilia de Ig con isoformas
secretadas y unidas a GPI.

Homologia entre las proteinas IRTA y los receptores de la superfamilia de inmunoglobulinas

El alineamiento de aminoacidos de la totalidad de los dominios extracelulares de las proteinas IRTAL e IRTA2 entre
si y con otros miembros de la superfamilia de Ig revel6 una homologia notable entre ellos (identidad de 47% y
similitud de 51%) y una homologia inferior, pero llamativa con la familia de proteinas receptoras de Fc gamma. Esta
homologia era mas fuerte en las posiciones de aminoacidos conservados entre las diferentes clases de receptores
de Fc. Entre los receptores de Fc, el receptor de IgG de la alta afinidad FCGRI (CD64) compartié los mas altos
niveles de homologia con los tres primeros dominios Ig de IRTAL e IRTA2 (identidad de 37% y similitud de 50%) a lo
largo de toda su porcién extracelular (Figura 10A). Se observaron niveles inferiores de homologia entre las proteinas
IRTA y los dominios extracelulares de otras moléculas de la superficie celular, incluyendo la molécula de adherencia
endotelial de plaquetas humanas (PECAM1), la molécula de adherencia celular de linfocitos B (CD22) y la
glicoproteina biliar 1 (BGP1) (22-25% de identidad, 38-41% de homologia).

No existe homologia aparente entre las IRTA y los miembros de la familia de receptores de Fc en sus dominios
citoplasmicos. En contraste, existe una homologia de aminoacidos significativa entre IRTA1 y PECAML1 (identidad de
aminoacidos de 31% y homologia de 45%), IRTA2c y BGP1 (identidad de 30%, homologia de 35%) e IRTA2c y
PECAML1 (28% de identidad, 50% de homologia) (Figura 10B). Estas homologias sugieren el empleo de rutas de
sefializacién aguas abajo similares por parte de estas proteinas diferentes.

IRTAL e IRTA2 normalmente se expresan en subpoblaciones especificas de células B

El patron de expresion normal de los ARNm de IRTAL e IRTA2 se analizé primero por hibridacion de transferencia
de Northern del ARN derivado de diferentes tejidos humanos normales y de las lineas celulares humanas que
representan diferentes linajes hematopoyéticos y etapas de desarrollo de células B.

Se detecto la expresion de IRTAL a un nivel muy bajo en ARN de bazo y ganglios linfaticos humanos (Figura 11A,
panel izquierdo) y fue indetectable en todos los otros tejidos humanos analizados, incluyendo el higado fetal, médula
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Osea, pulmdn, placenta, intestino delgado, rifion, higado, colon, misculo esquelético, corazén y cerebro (datos no
mostrados). Entre las lineas de células B, la expresién de IRTALl estaba ausente en lineas de células que
representan células pre-B y células B del centro germinal, células plasmaticas y células de origen eritroide, células T
y mieloide (datos no mostrados, véase Materiales y Métodos). La expresion fue detectable a niveles muy bajos
solamente en lineas celulares linfoblastoides (LCL) inmortalizadas con EBV, que representan una subpoblacién
(inmunoblastos) situada aguas abajo de las células B del centro germinal en la diferenciacion de células B. Sin
embargo, la expresioén se indujo en células ER/EB privadas de estrogeno que, al estar inmortalizadas por un genoma
de EBV recombinante en el que el gen EBNA2 se fusiona con el receptor de estrégeno, proliferan en presencia de
estrégeno, mientras se detienen en la fase Go/G; tras la privacion de estrogeno (Kempkes et al., 1995). La expresion
de IRTA1 era apenas detectable en estas células en presencia de estrégeno, pero fue inducida (10 veces) después
de la detencidén Go/G; tras la retirada de estrégenos (Figura 11A, panel derecho). Tomados en conjunto, estos
resultados sugieren que IRTAL se expresa en una subpoblacion linfoide presente en el bazo y los ganglios linfaticos
y, presumiblemente, representada por células B en reposo.

Para investigar mas el fenotipo y la distribucién en los tejidos de las células que expresan IRTAL, los autores de la
presente invencion realizaron la hibridacion in situ en tejido tonsilar humano utilizando una sonda de ADNc
antisentido de IRTAL (Figura 11B). Se procesaron las secciones seriadas para la hibridacion in situ con una sonda
de ADNCc efectora de control (Panel Nim. 1 en la figura 11B), una sonda de ADNc antisentido (Panel NUm. 2) y
tinciéon con hematoxilina y eosina (H & E) (Panel Num. 3) para esbhozar la arquitectura del tejido linfoide. La sefial de
hibridacion de IRTALl fue excluida del centro germinal y la zona de manto de los foliculos y se concentré
caracteristicamente en la zona perifolicular con infiltraciones en la region intraepitelial (Figuras 11B-2, 11B-4). En
esta region, solo las células B fueron positivas tal como se documenta mediante la tincion con marcadores
especificos de células B (IGD, no mostrado), y mediante andlisis immnunohistoquimico con anticuerpos anti-IRTAl y
anti-B (CD20, PAX5), anti-T (CD3), y anti-monocitos (CD68) (no mostrados; G. Cattoretti et al., manuscrito en
preparacion.). Esta area perifolicular es la "zona marginal" equivalente a la amigdala, lo que representa un
compartimiento de células B funcionalmente distinta que contiene la mayoria de las células B de memoria y las
células B monocitoides (de Wolf-Peeters et al., 1997). Junto con el analisis de transferencia Northern de tejidos
normales y lineas celulares, estos resultados indican que IRTALl se expresa en una subpoblacién de células B
maduras en reposo topograficamente ubicada en la region perifolicular e intraepitelial, sitios ricos en células B de
memoria.

En el caso de IRTA2, el andlisis de transferencia Northern detect6 todas las especies empalmadas alternativamente
en ARNm de ganglio linfatico, bazo, médula ésea e intestino delgado humanos, con una preponderancia relativa de
la isoforma IRTA2a (Figura 12A, panel izquierdo). Entre las lineas de células hematopoyéticas de origen linfoide y no
linfoide sometidas a ensayo, la expresion de IRTA2 se restringio a las lineas de células B con un fenotipo post-centro
germinal inmunoblastico (Figura 12A, panel derecho). De manera similar a IRTAL, estaba ausente de las lineas
celulares derivadas de células pre-B, centroblastos del centro germinal, células plasmaticas, células T, células
eritroides y células mieloides (Figura 12A, panel derecho).

El andlisis de hibridacion in situ de tejido tonsilar humano, utilizando el ADNc de IRTA2 como sonda, fue compatible
con los resultados del analisis de transferencia Northern. EIl ARNm de IRTA2 fue excluido en gran parte de la zona
del manto del centro germinal, con la excepcién de unas pocas células positivas (Figuras 12B-2, 12B4). Dentro del
centro germinal, la zona oscura, representada por centroblastos, aparecié negativa para IRTA2, mientras que la
zona clara, rica en centrocitos, fue fuertemente positiva (Figuras 12B-2, 12B-4). Finalmente, el ARNm de IRTA2 se
detect6 en la region equivalente de la "zona marginal" fuera de los foliculos de los centros germinales y en las
regiones intraepiteliales e interfoliculares de la amigdala. Este patrén es compatible con la especificidad de IRTA2
para los centrocitos y las células post-B del centro germinal. Comparando sus patrones de expresion, los autores de
la presente invencion concluyen que ambos son especificos para las células B maduras, pero IRTA2 tiene un patron
mas amplio de expresién que incluye centrocitos y células B interfoliculares, mientras IRTAL esta restringida a las
células B de la zona marginal, muy probablemente células de memoria.

Organizacion genémica de los genes IRTAL e IRTA2

Para entender las consecuencias de las anomalias 1921 sobre la estructura y la expresion de los genes IRTAL e
IRTA2, los autores de la presente invencion determinaron primero la organizacion de sus loci gendmicos. El gen
IRTAL contiene 11 exones con un tamafio gendmico total de 24,5 kb (Figura 13). Se encontré que el locus IRTA2
abarcaba una region genomica de aproximadamente 40 kb (Figura 13). Los tres productos empalmados
alternativamente de IRTA2 comparten sus primeros 8 exones, en cuyo punto IRTA2b no utiliza el siguiente sitio de
empalme, y termina introduciendo su region UTR 3'. Las isoformas IRTA2a y 2c se empalman en el exon 9, entrando
IRTA2a en su UTR 3' después del exon 11 y empalmando IRTA2c en el exdn 12 y extendiéndose hasta el exon 18
(Figura 13).

Basandose en los datos de secuenciacion, los autores de la presente invenciéon determinaron que los genes IRTAL
e IRTA2 se encuentran a 21 kb el uno del otro, yuxtapuestos en la misma orientacion transcripcional (Figura 13) que
se extiende desde el telémero (5') hacia el centromero (3'). En el locus 1921, estan estrechamente conectados el
uno al otro, asi como a tres genes adicionales que habian clonado recientemente los autores de la presente
invencién a través de su homologia con las IRTA (I.M., manuscrito en preparacion). Los cinco genes son contiguos,
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cubriendo una region de ~ 300 kb en 1g21. Esta region se encuentra en el intervalo entre los puntos de rotura de
1921 referidos anteriormente. Basandose en la distancia entre clones genémicos que albergan los genes respectivos
en el mapa Whitehead Institute Radiation Hybrid, se estima que el locus de IRTA1-2 se encuentra aproximadamente
a 0,8 Mb de distancia del locus MUC1 hacia el telomero (N.P., datos no publicados; Dyomin et al., 2000; Gilles et al.,
2000) y a menos de o igual a 7 Mb del locus FCGRIIB hacia el centrémero (N.P., datos no publicados).

La translocacion t(1;14)(q21;932) genera una proteina de fusion IRTA1/Ca; en la linea celular de mieloma FR4

El andlisis comparativo de restricciéon y de la secuencia de nucleétidos de la linea germinal frente a las secuencias
reordenadas de los loci Ca; e IRTAL1 mostré que la translocacion habia fusionado las secuencias en el intron 2 del
gen IRTA1l a las secuencias intrénicas entre CH3 y el exén transmembrana de Ca; en la misma orientacion
transcripcional (Figura 14A). Esto sugiere que, si las secuencias de IRTAL se expresaban en el locus translocado, el
sitio donante intacto en el limite 3' del exdn IRTA1 y el sitio aceptor intacto en el 5' de Ca; podrian ser utilizados para
generar un ARNm de fusién IRTA1/Cay, y posiblemente una proteina de fusién IRTA1/Ca;.

Con el fin de someter a ensayo esta prediccion, los autores de la presente invencion analizaron la expresion del
ARNm de IRTAL en FR4 por medio de analisis de transferencia Northern utilizando una sonda de ADNc de IRTAl
derivada del exén 1 (Figura 14A). Esta sonda detectaba un mensaje de 0,8 kb en FR4 que estaba ausente de otras
lineas de células B, y era mas corto que el mensaje normal de 2,5 kb detectable en células ER/EB (Figura 14B). Los
autores de la presente invencion clonaron este transcrito por medio de RT-PCR del ARNm de FR4 utilizando
cebadores derivados de secuencias en el limite 5' del exdén 1 de IRTAL y el limite 3' del exdn citoplasmico Ca (Figura
14A). Se obtuvo un producto de RT-PCR de FR4, pero no de la linea celular DAKIKI que expresa la IgA de la
superficie de tipo salvaje, u otras lineas celulares que carecen de una translocacion t(1;14) (datos no mostrados). El
andlisis de secuenciacion directa del producto de PCR indic6 que el empalme habia ligado de manera precisa IRTA1
y Cas en los sitios de empalme candnicos y determiné que el transcrito de fusion tenia 820 pb de longitud.

El analisis del producto de proteina pronosticado indic6 que el empalme IRTA1/Ca; habia dado lugar a una fusion
entre el péptido sefial IRTA1 y los dos primeros aminoacidos extracelulares, con el espaciador largo extracelular de
32 aminoacidos, el dominio transmembrana y la cola citoplasmatica del receptor de IgA; de membrana (migA;)
(Figura 14C). Para el andlisis de la expresién de esta proteina de fusion en extractos de proteina FR4, los autores de
la presente invencion utilizaron un anticuerpo dirigido contra residuos de aminoacidos extracelulares especificos
para la isoforma transmembrana de Ca; (Yu et al., 1990) para la inmunoprecipitacion, seguido de transferencia
Western. Los resultados de los autores de la presente invencion demuestran que las células FR4, pero no una linea
celular de control (DAKIKI) que expresa IgA de la superficie de tipo salvaje, expresan una proteina de 9,8 kDa
acorde con el tamafio pronosticado de la proteina de fusién IRTA1/Ca; (Figura 14D). Estos resultados muestran que
el alelo translocado codifica una proteina de fusién, compuesta por el péptido sefial y los dos primeros residuos
extracelulares de IRTA1 (17 aminoacidos) fusionado a los dominios transmembrana y citoplasmicos codificados por
Cai (71 aminoéacidos). En contraste con la expresion en exceso de IRTAL1/Ca; en der(14), no se detectd expresion
en FR4 para el transcrito reciproco Cai/IRTAL o para el gen IRTA2 intacto en der(1).

Con la excepcion de FR4, no se detecté expresion de ARNm de IRTAL en ninguna otra linea celular de mieloma o
linfoma, independientemente del estatus de su banda cromosémica 1921 (datos no mostrados). Por lo tanto, la
fusion IRTA1/Ca representa un evento raro en las aberraciones de 1g21.

Desregulacion frecuente de la expresion de IRTA2 en lineas celulares que portan anomalias de 1g21

Con el fin de establecer la relacion fisica entre otros puntos de rotura de 1921 y el locus de IRTA1/2, los autores de
la presente invencion realizaron un analisis FISH con el PAC 49A16 en el panel de lineas celulares BL y MM de los
autores de la presente invencién. De diez lineas celulares BL analizadas, siete con dup(l) (q21g32) y tres con
translocaciones 1g21 (AS283A, BL104, BL136), los autores de la presente invencion detectaron tres sefiales
correspondientes al locus de IRTAL/IRTA2 en siete de las primeras y dos de las Ultimas, en consonancia con dup(1)
(921932) en el primer caso y dup(1) (q21932) seguido de un punto de rotura de translocacién en 1921 en el segundo
(Tabla 1). El andlisis FISH de AS283A y BL136, utilizando sondas que abarcan el locus de IRTA y con clones
gendmicos vecinos, situé el punto de rotura de los cromosomas derivados fuera del locus de IRTA en ambas lineas
celulares, a una distancia de >800 kb hacia el centrdémero en AS283A y >800 kb hacia el telomero en BL136 (N.P.,
resultados no publicados). En consonancia con este hallazgo, el andlisis de 30 casos de tumores primarios MM por
medio de FISH de interfase con el YAC de 300 kb 23GC4 (Figura 13), mostré que 15 casos (50% del total analizado)
tenian mas de dos sefiales de FISH en interfase (datos no mostrados), mientras que el FISH de dos colores con dos
clones de PAC que flanqueaban las fronteras centroméricas y teloméricas de YAC no detectd ninguna escisién de
estas dos sondas en ninguno de los casos. Estos resultados indican que, con la excepcion de FR4, los puntos de
rotura de las aberraciones de 1921 en BL o MM no estan dentro de o en estrecha proximidad con la regién genémica
definida por IRTAL e IRTA2. Sin embargo, el resultado coherente de cualquiera dup(1) (q21932) (véase la Tabla 1) o
dup(1) (g21g32) seguido de translocaciones desequilibradas (AS283A, BL136, XG2, XG7 en la Tabla 1) es la
trisomia o tetrasomia parcial de la regién de 1g21 que contiene los genes de IRTA.
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Tabla 1. Resumen de los datos del cariotipo y FISH en el locus IRTAL1/IRTA2

Tipo de tumor | Citogenética PAC 49A16 Numero de copias del locus Expresion de ARNm de
IRTA por FISH IRTA2

Linfoma de

Burkitt

AS283A der(4) t(1;4) (921; g35) (ier(4), normal '3 ++++++

MC116 duplg21 duplg2l 3 +++

CA46 duplg21 duplg21 3 +++

PA682 duplg21 duplg21 3 ++

BrglgA duplg21 duplg21 3 ++

BL32 duplg21l duplg21 3 -

BL92 duplg21l duplg21 3 ++

BL103 invdup1g21 duplg21 3 +

BL104 t(1; 3) (g21;p25) der(1) 2 +

BL136 der(1) (qpterlg21l : der(1) 3 ++
q21)

Mieloma

multiple

XG2 der(1) t(1;?) (921 ;?) iler(l), normal '3 ++++

der 19 t(1;19) (q12;?) der(19)

XG7 der(9) t(1; 9) (912 ;?) der(9) 4 -
der(19) t(1;19) (q12;?) | der(19)
der(1) t(1;?) (921 ;?) x2 | der(1) x2

A continuacion, los autores de la presente invencién investigaron si estas aberraciones tenian un efecto sobre la
expresion del ARNm de IRTA2. Con este fin, los autores de la presente invencién utilizaron una sonda de ADNc
correspondiente a la region no traducida 5' de IRTA2 para escrutar una transferencia Northern con un panel de
lineas celulares de B-NHL y MM carentes de o que mostraban anomalias cromosémicas en 1g21. Los resultados
muestran que la mayoria (diez de doce) lineas BL con cromosomas 1g21 normales carecen esencialmente de
expresion de IRTA2, coincidiendo con el hecho de que los BL derivan de centroblastos GC que normalmente
carecen de expresion de IRTA2 (Figura 15A, panel izquierdo). Por el contrario, la mayoria de las lineas BL que
portan anomalias en 1g21 (diez de doce) muestran claramente una regulacion al alza del ARNm de IRTA2 (Figura
15A, panel derecho), que oscilan de 2 a 50 veces sobre los niveles basales detectados en BL con 1921 normal.
Entre las lineas celulares de mieloma, IRTA2 era expresada en exceso en una de cada tres lineas que muestran
anomalias en 1921 (XG2), mientras que no se expresaba en ninguna de las siete con 1g21 normal (Figura 15B).

Estos resultados muestran una fuerte correlacion entre la presencia de aberraciones cromosémicas 1921 y la
desregulacién de la expresion de ARNm de IRTA2 en BL y sugieren que las trisomias del locus IRTA2 pueden
desregular su expresion en este subtipo de linfoma (véase la Discusion).

Discusion

Los esfuerzos descritos en la presente memoria para identificar genes implicados en las aberraciones cromosoémicas
que afectan a la banda 1921 en el Mieloma Mdiltiple y el linfoma de células B, condujeron al descubrimiento de que
IRTAL e IRTA2, dos miembros fundadores de una nueva subfamilia de receptores relacionados dentro de la familia
de inmunorreceptores; las secuencias de acido nucleico completas que codifican las proteinas IRTAL e IRTA2 son
proporcionadas en la presente memoria, asi como las secuencias de aminoacidos de las proteinas IRTAL e IRTA2
codificadas. Con posterioridad tres genes adicionales de los miembros de esta subfamilia de receptores relacionados
fueron aislados, IRTA3, IRTA4, e IRTAS, cuyas secuencias de acido nucleico completas se proporcionan en la
presente memoria, asi como las secuencias de aminodacidos de las proteinas IRTA3, IRTA4, e IRTA5 codificadas.
Estos resultados tienen implicaciones para la biologia normal de las células B, asi como para el papel de las
aberraciones de 1g21 en la linfomagénesis.
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IRTAL e IRTA2 son miembros fundadores de una nueva subfamilia dentro de la superfamilia de Ig

Varias caracteristicas compartidas entre los dos genes de IRTA y sus proteinas codificadas sugieren que forman una
nueva subfamilia dentro de la superfamilia de inmunorreceptores. En primer lugar, comparten un mayor grado de
homologia entre si en sus dominios extracelulares que con otros miembros de la superfamilia tanto en su secuencia
de ARNm (identidad de 68%) como de proteina (identidad de 47%). En segundo lugar, comparten homologia en sus
dominios citoplasmicos, marcados por la presencia de motivos de sefializacién de tipo ITAM e ITIM en el contexto de
las secuencias de aminoacidos homélogas. En tercer lugar, IRTAL e IRTA2 pertenecen a una subfamilia mas grande
de cinco genes que muestra mayor homologia intrafamiliar y una estrecha agrupacién dentro de una regién de ~ 300
kb en 1g21 (I.M. et al., Manuscrito en preparacién). Su organizacién genémica sugiere que un gen ancestral comun
puede haber dado lugar a esta subfamilia, por medio de un proceso de duplicacion y divergencia de secuencia,
similar al mecanismo propuesto para la familia de receptores de Fc (Qiu et al., 1990).

En su dominio extracelular, las proteinas IRTA estan estrechamente relacionadas con la subfamilia de receptores de
Fc basandose en el alto grado de homologia de aminoacidos compartida especialmente con el receptor FCGRI de
alta afinidad (37-45% de identidad de aminoacidos). También sugiere un origen evolutivo comun con los receptores
de Fc por la posicion del locus de la familia IRTA en el intervalo entre el locus FCGRI en 1921 y los loci FCERI y
FCGRII-IIl en 1g21-g23. Por ultimo, los genes IRTA y FCR comparten una organizacién exén/intrén similar de la
porcion del gen que codifica su péptido sefial, en particular, los dos exones lider 5' con las secuencias que codifican
el sitio de la peptidasa sefial ubicado dentro del segundo exén de 21 pb.

Basandose en sus motivos de tipo ITIM citoplasmaticos, las proteinas IRTA se pueden considerar miembros de la
Superfamilia de Receptores Inhibidores (IRS), un grupo de receptores que bloquean la activacion de muchos tipos
de células en el sistema inmunitario (Lanier, 1998). Tales miembros incluyen FCGRIIB y CD22 en el ser humano
(DelLisser et al., 1994) y PIR-B en el ratén (Kubagawa et al., 1997). De un modo analogo a los miembros de IRS, los
ITIM de IRTALl e IRTA2 estan codificados por exones individuales. Una caracteristica que comparten muchos
miembros de IRS es la existencia de las correspondientes isoformas activadoras del receptor cuyos dominios
citoplasmicos estan desprovistos de ITIM (revisado en Ravetch y Lanier, 1998). Es posible que la isoforma secretada
de IRTA2, que carece de motivos de tipo ITIM, cumpla un papel analogo al contrarrestar el efecto de la isoforma
transmembrana.

Las proteinas IRTAL e IRTA2 y los miembros de la subfamilia las Moléculas de Adherencia Celular (CAM) PECAML1,
CD22 y BGP1 comparten una homologia significativa en la secuencia y la organizacion general de su porcion
extracelular. Ademas, la capacidad de IRTA2 para generar tres isoformas de la proteina con una localizacion
subcelular distinta (una proteina transmembrana, una unida a GPI o una secretada) por corte y empalme diferencial
es compartida por NCAM, otro miembro de la subfamilia de CAM (Dickson et al., 1987; Gower et al., 1988). Por lo
tanto, la familia de IRTA también se relaciona con la familia de CAM, como se ha sugerido previamente para un
miembro de la familia de receptores de Fc (FCGRII murino) debido a su homologia con PECAM1 (CAM, familia IRS)
(Daeron, 1991; Newman et al., 1990; Stockinger et al., 1990).

En conclusion, la familia de IRTA puede representar una interseccion entre las familias de Fc, IRS y CAM, que
combina las caracteristicas de las tres. En consecuencia, las proteinas IRTA pueden tener un papel en la regulacion
de la transduccion de sefiales durante una respuesta inmunitaria (como receptores de Fc), en la comunicacion
intercelular (como miembros de las familias IRS y CAM) y en la migracién celular (como miembros de la familia
CAM) (DelLisser et al., 1994; Ravetch y Lanier, 2000). Los experimentos iniciales indican que IRTAL se puede unir
débilmente a la IgA agregada por calor, mientras IRTA2c se puede unir especificamente a la IgG de suero humano
agregada por calor (con mayor afinidad para 1gG; e 1gG>), pero no a IgG, IgA, IgM e IgE humanas monoméricas
(datos no mostrado). Estos datos iniciales apoyan una relacién funcional entre IRTA y las familias de receptores de
Fc, pero no excluyen las funciones que dependen de otros ligandos para las proteinas IRTA.

Patron de expresion diferencial de los genes de IRTA en células B maduras

Los genes IRTA muestran un patron de expresion especifico en diversos compartimentos de células B normales.
IRTALl estd topograficamente restringida a las células B dentro de la region perifolicular, que se denomind
originalmente zona marginal en el bazo, pero también es detectable en la mayor parte de los érganos linfoides (de
Wolf-Peeters et al., 1997). Los datos de hibridacion in situ que aqui se presentan han sido confirmados por andlisis
inmunohistoquimico utilizando anticuerpos anti-IRTA1 que muestran que la proteina IRTAl1 se expresa
selectivamente en células B de la zona marginal, y, entre los NHL, en el linfoma de la zona marginal, los tumores
derivados de estas células (G. Cattoretti et al., manuscrito en preparacion). Por otra parte, IRTA2 tiene un patrén de
expresion mas amplio que incluye centrocitos GC, asi como un amplio espectro de células perifoliculares, que
pueden incluir inmunoblastos y células de memoria. Los datos iniciales sugieren que el patréon de expresion de
IRTA3 es analogo al de IRTA2, mientras que IRTA4 e IRTAS se expresan selectivamente en las células B de la zona
del manto (. Miller et al., manuscrito en preparacion), el compartimiento pre-GC de las células B maduras
(MacLennan, I.C., 1994). Esta restriccion topografica de la expresion génica de IRTA en los érganos linfoides sugiere
gue las moléculas de IRTA pueden desempefiar un papel en la migracién o actividad de diversas subpoblaciones de
células B en compartimentos especificos de células B funcionales. Ademas, la expresion de IRTA deberia ser util
para el diagnéstico diferencial de los subtipos de NHL que derivan de diversos compartimentos de células B, en
particular IRTAL en el diagnéstico del linfoma de la zona marginal.
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Locus de IRTA1 y anomalias de 1921 en MM

En la linea celular FR4, la consecuencia de la translocacién t(1;14) es la formacién de un gen de fusion IRTAL1/Caj.
A pesar del hecho de que este gen esta dirigido por la regidon promotora de IRTAL, que normalmente es silencioso
en las células plasmaticas, su expresion es alta en FR4, presumiblemente debido a la influencia de LCR 3' de Cas,
que es retenido aguas abajo del locus Ca;. El gen de fusién codifica una proteina de fusion IRTA1/Ca; que contiene
sélo el péptido sefial y los primeros dos aminoacidos de IRTA1 unidos al receptor de IgA de la superficie. Este ultimo
ha sido desprovisto casi completamente de su dominio extracelular, pero conserva todos sus dominios
transmembrana e intracelulares. Esta estructura indica que la proteina de fusién IRTA1/Cai, aunque probablemente
incapaz de unirse a cualquier ligando, puede conservar el potencial para la dimerizacion y la sefializacién. En
particular, la porcion extracelular derivada de IgA de membrana (m) contiene un residuo de cisteina, que puede estar
implicado en enlaces disulfuro entre dos cadenas a o entre cadenas a y proteinas asociadas, tales como el receptor
de la superficie coadyuvante CD19 (Leduc et al., 1997). La proteina de fusion también porta el dominio citoplasmico
migA de 14 aminoacidos intacto, que esta altamente conservado en evolucion (Reth, 1992) y puede desempefiar un
papel esencial en la proliferacion, la supervivencia y la diferenciacion de células B maduras, de forma andaloga al
papel de migG y mIgE (Kaisho et al., 1997). Por lo tanto, la aparicion de la proteina IRTA1/Ca; en FR4 puede haber
proporcionado a las células una ventaja proliferativa y de supervivencia durante el desarrollo del tumor a través la
activacion independiente del ligando (antigeno) de la ruta de BCR. Este evento de fusién sin embargo, parece ser
poco frecuente en las neoplasias malignas de células B, ya que hasta ahora los autores de la presente invencion han
sido capaces de detectarlo solo en las células FR4.

Locus de IRTA2 y anomalias de 1g21 en MM y BL

La expresion anormal de IRTA2 es una consecuencia frecuente de las anomalias en 1g21. Aunque este gen no se
expresa normalmente en centroblastos, las presuntas contrapartes normales de BL (Kuppers et al., 1999), ni en BL
con 1921 normal, sus niveles estan regulados al alza un promedio de 10 veces en lineas celulares de BL con
anomalias en 1g21. Esta desregulacion parece ser especifica para IRTA2 ya que todos los otros 4 genes de IRTA
presentes dentro de 300 kb en 1921, o bien no se expresan en BL (IRTA1), o bien su patrén de expresiéon no se
corresponde con la presencia de anomalias en 1g21 (IRTAS3, 4, 5, no mostrado). EI mecanismo por el cual se
produce este desregulacion es dificil de determinar en ausencia de lesiones estructurales dentro o adyacentes al gen
de IRTA2. Dado que las aberraciones heterogéneas que afectan a 1g21 ocasionan todas un nimero de copias en
exceso del locus de IRTA, es posible que esto pueda conducir a trastornos de la regulaciéon, como en el caso de un
bajo nivel de amplificacién de BCL2 en FL que carece de translocaciones (14;18) (Monni et al., 1997), REL en
linfoma difuso de células grandes (Houldsworth et al., 1996; Rao et al., 1998) y desregulacion de Ciclina D1 en
algunos casos de MM con trisomia 11 (Pruneri et al., 2000). Por otra parte, las anomalias en 1921, incluyendo
translocaciones y duplicaciones, cambian el contexto gendémico del locus de IRTA y pueden conducir a la
desregulacion de IRTA2 por elementos de organizacion de la cromatina potenciadores que actian en cis distantes
que actdan sobre su promotor como es el caso MYC en BL endémico (Pelicci et al., 1986) y MM (Shou et al., 2000) y
para CCND1 en el linfoma de células del manto (Bosch et al., 1994; Swerdlow et al., 1995) y MM (Pruneri et al.,
2000).

Las consecuencias bioldgicas de una expresion desregulada de IRTA2 son dificiles de predecir en esta etapa. La
observacion de que IRTA2 tiene homologia con los receptores de adherencia CAM, junto con su distribucion
especifica en la zona clara del GC sugieren que su expresién ectépica en centroblastos puede causar una
interrupcion en el desarrollo y la arquitectura del GC. Por otro lado, las observaciones iniciales de los autores de la
presente invencion de que IRTA2 se puede unir a complejos inmunitarios con IgG de una manera comparable a los
receptores de Fc bona fide sugieren que su expresién inapropiada puede perturbar la dinamica de la regulacion de la
superficie celular de las respuestas inmunoldgicas de células B, conduciendo posiblemente a la expansion clonal. Se
ha propuesto que la expresion desregulada de FCGR2B como consecuencia de la t(1;14)(g21;932) en el linfoma
folicular contribuye a la linfomagénesis en este tipo de tumor (Callanan et al., 2000), por medio de un mecanismo
que implica la huida por parte de las células tumorales de la vigilancia inmunitaria anti-tumoral a través de su unién a
Fc y de la inactivacion de la IgG especifica del tumor. Se han observado mecanismos de evasion similares en las
células infectadas por herpesvirus que codifican Fc (Dubin et al., 1991). Es necesario probar el papel de la
desregulacién de IRTA2 en la "ganancia de funcion" de ratones transgénicos que expresan constitutivamente IRTA2
en el GC.
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Tercera Serie de Experimentos

El cromosoma 1g21 con frecuencia se ve alterado por translocaciones y duplicaciones en varios tipos de neoplasias
malignas de células B, incluyendo mieloma mudltiple, linfoma de Burkitt, linfomas de la zona marginal, y linfoma
folicular. Para identificar los genes implicados en estas aberraciones, se cloné el punto de rotura cromosémica de
una t(1;14)(g21;932) en la linea celular de mieloma FR4. Una region de 300 kb que abarca el punto de rotura
contiene al menos cinco genes adyacentes altamente relacionados que codifican moléculas receptoras de la
superficie que son miembros de la superfamilia de genes de inmunoglobulina, y por lo tanto denominados IRTA
(Asociados a la Translocacién Receptores de Inmunoglobulina). Las diversas moléculas IRTA tienen de tres a nueve
dominios extracelulares de la superfamilia de la inmunoglobulina y estan relacionados con los receptores de Fc
gamma. Tienen dominios transmembrana y citoplasmicos que contienen motivos de sefializacién de tipo ITIM y de
tipo ITAM (IRTA-1, IRTA-3, IRTA-4). Experimentos de hibridacién in situ muestran que todos los genes IRTA se
expresan en el linaje de células B con distintos patrones especificos de la etapa de desarrollo: IRTA-1 se expresa en
un patrén de células B marginales. IRTA-2 se expresa en centrocitos y células B mas maduras. Como resultado de
la translocacion en FR4, IRTA-1 se rompe y produce un transcrito de fusion con el locus de inmunoglobulina. El gen
IRTA-2, normalmente silencioso en centroblastos, se expresa en exceso en lineas celulares de mieloma multiple y
linfoma de Burkitt que portan anomalias en 1g21. Aqui, los datos sugieren que los genes de IRTA son moléculas
reguladoras de las células B novedosas que también pueden tener un papel en la linfomagénesis.
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REIVINDICACIONES

1. Una molécula de &acido nucléico que codifica la proteina receptora de inmunoglobulina, Asociada a la
Translocacion de Receptores de la superfamilia de Inmunoglobulinas, IRTA2, que comprende la secuencia de
aminoacidos expuesta en las Figuras 18B-1 a 18B-3.

2. Una molécula de acido nucléico de la reivindicacion 1, en la que la molécula de acido nucléico es ADN.
3. La molécula de ADN de la reivindicacién 1, en la que el ADN es ADNCc.
4. La molécula de ADN de la reivindicacion 1, en la que el ADN es ADN genomico.

5. La molécula de acido nucléico de la reivindicacion 1, en la que la molécula de acido nucléico es una molécula de
ARN.

6. La molécula de ADN de la reivindicacion 2, en la que la molécula de ADN es de ADNCc que tiene la secuencia de
nucleotidos expuesta en las Figuras 18B-1 a 18B-3.

7. La molécula de acido nucléico de la reivindicacionl, unido operativamente a un promotor de la transcripcion de
ADN

8. La molécla de acido nucléico de la reivindicacién 7, en la que el promotor comprende un promotor bacteriano, de
levadura, de insectos, de planta o de mamifero.

9. Un vector que comprende la molécula de acido nucléico de la reivindicacién 7.
10. El vector de la reivindicacién 9, en el que el vector es un plasmido.
11. Una célula anfitriona que comprende el vector de la reivindicacion 10.

12. La celula anfitriona de la reivindicacion 11, en la que la célula es seleccionada del grupo que consiste en una
célula bacteriana, una célula de plata, una célula de insecto y una célula de mamifero.

13. Un método para detectar una neoplasia maligna de células B o un tipo de neoplasia maligna de células B en una
muestra de un sujeto en donde la neoplasia maligna de células B comprende una reordenaciéon cromosémica 1921,
que comprende:

a) poner en contacto una muestra de ARN obtenida del sujeto con una molécula de acido nucleico de al
menos 15 nucledtidos contiguos capaz de hibridar especificamente con una secuencia Unica incluida dentro
de la secuencia de un ARN aislado que codifica la proteina IRTA2 humana en condiciones que permiten la
hibridacion del ARN de la etapa (a) con la molécula de acido nucleico capaz de hibridar especificamente con
una secuencia Unica incluida dentro de la secuencia de un ARN aislado que codifica una proteina IRTA2
humana, en donde la molécula de acido nucleico estd marcada con un marcador detectable; y

b) detectar cualquier hibridacién en la etapa (a), en donde la deteccion de hibridacion indica la presencia de
neoplasia maligna de células B o un tipo de neoplasia maligna de células B en la muestra.

en el que la proteina IRTA2 humana comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en las Figuras 18B-1 a 18B-
3.

14. El método de la reivindicacion 13, en el que el marcador detectable es un is6topo radiactivo, enzima, colorante,
biotina, una marca fluorescente o una marca quimioluminiscente.

15. El método de la reivindicacion 13, en el que la neoplasia maligna de células B es seleccionada del grupo que
consiste en linfoma de células B, mieloma mudltiple, linfoma de Burkitts, linfoma de zona marginal, linfoma de células
grandes difusas y células de linfoma folicular.

16. El método de la reivindicacion 15, en el que el linfoma de células B es un linfoma de células B de Tejido Linfoide
Asociado a la Mucosa (MALT).

17. El método de la reivindicacion 15 , en el que el linfoma de células B es un Linfoma no Hodgkin.
18. Un oligonucledtido antisentido que tiene una secuencia capaz de hibridar especificamente con una molécula de

ARNmM que codifica una proteina IRTA2 humana con el fin de evitar la expresion en exceso de la molécula de ARNm,
en donde la proteina IRTA2-b comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en las Figuras 18B-1-18B-3.
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19. Un anticuerpo dirigido a una proteina IRTA2 humana purificada, que comprende la secuencia de aminoacidos
expuesta en las Figuras 18B-1 a 18B-3.

20. El anticuerpo de la reivindicacion 19, en el que el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal o un anticuerpo
policlonal.

21. El anticuerpo de la reivindicacion 20, en el que el anticuerpo monoclonal es un anticuerpo monoclonal murino o
un anticuerpo monoclonal humanizado.

22. El anticuerpo de la reivindicacion 19, en el que el anticuerpo es conjugado con un agente terapéutico, en donde
el agente terapéutico es seleccionado del grupo que consiste en un radiois6topo, una toxina, un toxoide o un agente
guimioterapéutico.

23. Una composicién farmacéutica que comprende una cantidad del anticuertpo de la reivindicacion 19 efectiva para
unirse a las células cancerosas que expresan una proteina IRTA2 con el fin de evitar el crecimiento de las células
cancerosas y un portador farmacéuticamente aceptable.

24. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 23, en el que las células cancerosas son seleccionadas del
grupo que consiste en linfoma de célilas B, linfoma de células del manto, mieloma mudltiple, linfoma de Burkitts,
linfoma de zona marginal, linfoma de células grandes difusas y células de linfoma folicular.

25. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 24, en el que las células de linfoma de células B son células de
linfoma de células B de Tejido Linfoide Asociado a la Mucosa (MALT).

26. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 24, en el que las células de linfoma de células B son células de
Linfoma no Hodgkin.

27. Una composicion farmacéutica que comprende una cantidad del oligonucleétido de la reivindicacion 18 efectiva
para evitar la expresion en exceso de una proteina IRTA2 humana y un portador farmacéuticamente aceptable.

28. Un método de diagnostico de una neoplasia maligna de células B que comprende una reordenacion
cromosémica 1921 en una muestra de un sujeto que comprende:

a) poner en contacto una muestra obtenida del sujeto con el anticuerpo de la reivindicacion 19 capaz de
unirse especificamente con una proteina IRTA2 humana sobre la superficie celular de una célula cancerosa
en condiciones que permiten la unién del anticuerpo con la proteina IRTA2 humana sobre la superficie celular
de la célula cancerosa, en donde el anticuerpo esta marcado con un marcador detectable; y

b) detectar cualquier unién en la etapa (a), en donde la detecciéon de la union indica un diagnéstico de
neoplasia maligna de células B en la muestra.

29. El método de la reivindicacién 28, en el que la neoplasia maligna de células B es seleccionada del grupo que
consiste en linfoma de células B, mieloma miiltiple, linfoma de Burkitts, linfoma de células del manto, linfoma de zona
marginal, linfoma de células grandes difusas y células de linfoma folicular.

30. El método de la reivindicacion 29, en el que el linfoma de células B es un linfoma de células B de Tejido Linfoide
Asociado a la Mucosa (MALT).

31. El método de la reivindicacion 29 , en el que el linfoma de células B es un Linfoma no Hodgkin.

32. Uso de una cantidad de anticuerpo anti-IRTA2 eficaz para unirse a las células cancerosas que expresan una
proteina IRTA2 humana con el fin de evitar el crecimiento de las células cancerosas para la preparacion de una
composicion farmacéutica para tratar a un sujeto que tiene un cancer de células B, en donde la proteina IRTA2
humana comprende la secuencia de amino acido expuesta en las Figuras 18B-1 a 18B-3.

33. Eluso de la reivindicacion 32, en el que el anticuerpo anti-IRTA2 es un anticuerpo monoclonal.

34. El uso de la reivindicacién 33, en el que el anticuerpo monoclonal es un anticuerpo monoclonal murino o0 un
anticuerpo monoclonal humanizado.

35. El uso de la reivindicacion 32, en el que el anticuerpo anti-IRTA2 es un anticuerpo policlonal.

36. El uso de la reividicacion 32, en el que el cancer de células B es seleccionado del grupo que consiste en linfoma
de células B, mieloma mudltiple, linfoma de células del manto, linfoma de Burkitts, linfoma de zona marginal, linfoma
de células grandes difusas y células de linfoma folicular.
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37. El uso de la reivindicacién 36, en el que el linfoma de células B es un linfoma de células B de Tejido Linfoide
Asociado a la Mucosa (MALT).

38. El uso de la reivindicacion 36, en el que el linfoma de células B es un Linfoma no Hodgkin.

39. Uso de una cantidad del oligonucleétido de la reivindicacién 18 efectiva para evitar la expresion en exceso de la
proteina IRTA2 humana, asi como para detener el crecimiento celular o inducir la muerte celular de las células
cancerosas que expresan la proteina o proteinas IRTA2 para la preparacién de una composicion farmacéutica para
tratar a un sujeto que tiene cancer de células B.

40. El uso de la reivindicacion 39, en el que el cancer de células B es seleccionado del grupo que consiste en
linfoma de célilas B, linfoma de células del manto, mieloma multiple, linfoma de Burkitts, linfoma de zona marginal,
linfoma de células grandes difusas y células de linfoma folicular.

41. El uso de la reivindicacion 40, en el que el linfoma de células B es un linfoma de células B de Tejido Linfoide
Asociado a la Mucosa (MALT).

42. El método de la reivindicacién 40 , en el que el linfoma de células B es un Linfoma no Hodgkin.
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FIGURA 17

Expresién de IRTA1 en linfoma de células T de Tejido Linfoide Asociado a la Mucosa del Estomago
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FIGURA1BB -3

ARG T AT T G e GO O TG AL T A T LA TG A TG TG ARG O L TATAGE T TCA G CACAGE I CT A TGO ARG RGGO A,
R GTGa LT TGO T o A G S Lo A TG G T AR G EA T e C T e T TG GO CAG O T T TG OO AR ARG T T
A A TO DG T TG T RAG A G A D T T T T T TG TG A A TG T TR O T T T AT O AGC TR COT TG GAAGOGE RARG TAGE
T T AT T T T D T RS T A A T T T LA T A AR G e T E AR TS TATAT A CTRRG T O T T
ARG T T T T A T T T A G A M S S A T T T T T L G T T T A T G AT AT C AT A A T T TAT T A T
TGP o oA TGO AT TG TACAG TGA TEACTT T DA D CCACG GO TG AR AT AAAA T CCT T L ARG GG AT TEE AAGT
A T A T AR A T e L T T T T A TG TT o ARG TG T A G G T TR OO A A TAG A CRGE S CT GAC TOTG TGO
CRACT TTTCARGEAS GRS CAG ACA DT TS G A C ARG SRS T T T A TG CAG OC T S TO CAGCOTTOCA GGG ACAAGGCTG
SR AT P TS AT R T A A SR TRT G AR C T AR T A RO GG AL CANS AR A TG A T T O RCCGAGECCOCTTTT
TR GG TAG T TG RRAC T CRAGRAGS R A G AGC ARG A TR TCAGG A TTARAGRAR AR ATC TGCTCACAG TCTGTT
T A S T A A T A OO A A A A R T T SR S L T T A T A G T T e TR A ARG O T oA A CAG IO T R A A A AR TT
TAGRA T T T AT TGO ARG AT T ARG TAC LA T SR G A A TEA T AT T CACAST OGS RS RAC AAACTCC AZCCTAAT
GG T O A T O R T O T S T A S e T G A T e T AR AR AL G D T TAT T O T TO U TC ARG TAR GGG GAACTCCT
GCT T GGG T GGG, TR T T T T TG T T TR A S ARA T TR RAA AR T GG T T T T TR TCT TRAGE TTRCTEGT
AT TR TG A A T AT TR T T GG T O T D T LA T . T A L T TG AC TR CAGATC TTSAGATATS TCAGCCT
CTACAGTCRCAAGAGCTAAT T AT TAAT AL CARTCOTTTE
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FIGURA 18C -1

BT A GGG e T T O A T A T AR, TR R DA A B CEE T T AT T TG RE T ATTA
GARRATRCACARCT TG ATATTTC TG AEARSSCROS T RO A IO TGS AL AT
AT A A A AL T LA C O AT EAM AT AC C CCOARCT T TAARR
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B L R W L
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v A LT € 5 51 £ H 8 L D oooTT
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¥ W Y H D E K L L K I ¥ H D E I o
RATTACAG AR TG RAAT TRC C AR TG TANG AT CCGADGATOCTCOCTOAG
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R T A e T O N G AT oG A TG AR SR T AL LA T TTAC TG TS
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E WY E T VT H § [T E K R 5 L E & 0
GATRCG TG T ARG T TG T T TAAT GTGAR TC TG AGRATOC GG
LR OM OO R WV P W 5 WM VYV KR L E I R P
ARG AR R AR T AT TR GG A AR AATATUG T T AT T TR T RET
T 6 & 9 LT E G E R MW L T S 850V
RGCCCAGEEI T ARG AR T TCAC AT T I T OO TG G AL RAAGARGORAGHET
L g & 5 65T YW T F E W H K EGC R W
GRS O o G T A AR GACC CAG S TN O O TG TIGEC A G A S TG R TGT
E 52 L &R K T O R E L L A E L H ¥
T oA T O T ARG EA GG TOA T AT RGAT R TACT G Ui UL T AT AR,
L T v ¥ E &E b A € FE ¥ Y £ & ~ I N
T D A A AT O TC AR AT RCAT TG AG TUN T E TG AATTLD
¥y H £ P I L 8 T W I &8 ¥ ©T™ % RE L P
TR TCACC T T T OO TR T AR S T O CAGEEO DT ACRC TETEET
Y &8 ¥ F W L T F R A F E & E T ¥ ¥
S R T T T RGRCC T T O I T TGAS TOC T T AR TTC T CC O OERT
4 b L L EL E & E & L R &€ FE F P I
T TACCGRT T T TATC AT GAGCATE TR COTGGREAR T NG ZTCAGTOOD
L Y R F ¥ H E B v T L & K 5 E & PF
CToTI AR A A T T T AT TC T TEACTSOAGACATTO TGS
£ 3 G A E P KW L E L T AR E R E G
RARRCTRC T OO TG A TGO AR A TGO TG RGE DO TAGCATAO TONTST
R Y 5 Cc b & D ¥ o L G A @ HE E H G
AT R T T A R T AR T T OGO TGO T O T O DO T ORC OO T RG
¥ o8 L R W OF OW P W ERE R P W L T L R
EGC T OGS AR T TIE TEGE0G ACE IO TGCACCTTCRACTETGA
R P & A g & VY W s DL L E L H C E
GO A A G T o T COR T CC T TAC T SC T T TR ACG R GRR TG R

3 LR G S5 F P I L YT WPFUYHETDTE
CRCCT IO EARTATC IOGC o CoAD T O TR AGEALTLGLATCT T 0K TCT
T L G HW IS5 AHE S S GG A FFRL
CTC T CTGACTACAG AR AT TC TOSALACTATT A TG TEAGGL THATARTE
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FIGURA 1BC-2

COTCEERETICAGC MCANTARAGTOO TEACACTCAAT STTACAGC AACTTC
L & A Q H E R ¥V VW T L NV T ¢ 7 5
CAaEhAC RERACREEC T TRC G THCGEEMMTCACGEG GO TRETROTORG

T MR TS LT AASG I TG LYV LS
ST TG T T T O GO TGO TR PO TO TS o TG IATTACG GG CoCE
I L ¥ L A AR K A A L L H Y B R A R

ARG EARAC CAGGAGERCT TTC TG CAC TESAMCATC TAG TCACAGTCS TAG
R ® F G G L 5 AT G T E E N 5 F E
ToAG TG T ARG T T C TG TOCAG GO TTOCAGGAT AGA LT TTARGA
E ¢ p E P 5§ 5 & R F 8E R I D F Q@ E
GOCCRC T ACT CTARA OO AL TAGC COC AR T GG A CTGEAG OO ARTG TACAG
P T H & B P L A P M ELEFPH ¥ 5
AR TS TR T ToaN G R TR AT OO GR T TTATTO O CAG AT TR RGIAT
N Vv W P T D S K B I Y S5 0 I W 3 T
CCAGCATACRARAG AR TC A TAA T TOTCC AR TE AT CATC RASAGC A
¢ H T ¥ E R & A ¥ C P B H H 9 & H
THAGGRRC TTRACAGTOC TCTAT T AGAAC TEARG RAGRCACRCCC MG ALGR
= E L T V¥ L Y 5 E L K K THOP? DD
CTOTGCAGGEE AGGCTACTAG CAGAGGCAGGS O CAT CRAGARGATEATGR
S A G E K 2 B R G R KB HEE D B E
AGARRACTATGAGRAT G TACCACGTOTAT TAC TG GO TCAGAC CACTAGL D

E M ¥ E K ¥ P R ¥ L L B 5 b H
COTTACOC ARG TGO OO RO RGO AR AGCO TGO ACCRTT TTTTTTTCTGT
T T AR AR LA AT AT O T T OO RGAT T T RO TOCT A GAGLT
TERGTECAGEE TATE TEASGC TS A CAMAAGET CTRCAAATCTLCOCTOT
GO TOA T I TG TO T T OO L CAGS ARG AGRGC AGS CAGECTC TR C ARG TR
CTGTE T TAT T T TCACKGTOCAGACACO TEE L ARG GCAGEAGERICCTCAGT
O TAGG T TOSAATAG A ENI CAG ARG ARA TCO TOTACOOAGUCT TR
CRAGGECAC A A TE A AT T TG AT CARG TS T G AT LG AAAGC THTTAAT
CTGCTC T TG TATARAC AT T TGO IO AARTATT TG TTT CCCT TTTITGT
CTGGCTEE TAGTEGCAT TG TRATETTTTEG TG TATATGC TG TATODTTGE
TAOCRTRTTIGGEE

62



1:1
a0
13E
460
185
311
172
562
ips
gid
206
554
223
Tih
240
TEE
257
ELT
274
EE3
291
gL8
108
v
35
102L
3
igvE
ISR
1123
36
L1794
153
1225
410

1276 GTT

427
1327
444
1A%
461
1424
470
1480
195
1531
L2
1562
1633
1EE4
1735
17TEE
1837
1HEE
1335

ES 2568 625 T3

FIGURA 18D -1
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s & Y L 5 D 5 G H Y F C ETEKE G @
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L F L wW Db EKETGEHNTI WV X I KWV QO E
R T T T T ARG Mo TG T G T AL T O AG T OO TTC S ASCCCATOCANG
L F g R F ¥ L THR & 8 F ¢ P I E G
GGGGTGEHGP‘RGCWTEME«&C‘:EG& CTCTCCACAGRGITTEG
3 F ¥ 5 L E E TR L &5 F Q R L [
EWTMEIQWMEWEMWGETHE
v g L g F o F FREMNOY LG S G
GGG AT T CCE G T CCAGA TT T TG TO TGO WSS ARAG T A
w 5 & 5 F E L 0O I & A ¥ W 5 E D T
CAGGET O T AT GG TG U ARGEE RGRAR I TG ACT CACAIGATC AGANARAT
GE‘."HE]‘LAZ'EI—'THRIRE{I
ARG TC A AT O CA AT T AL G TG AGAGARTC OO R P C T T RATG TAR
& L @ £ 0 I H ¥ g R’ 1 P I E H Vv 5
SCTTROAGRTOCGG G OC oG EEEGACAGG TG RCTH ARG AT RRRAALCTGA
L. E T R A P GC G OO WY T E G QO K L I
T T TG T R T e C TR RGeSO TAC G GAAR TG T TR ATTOTCC TGET
L L ¢ & % KA S G T GE N YT F 5 KW Y
ﬁ»WGCEMWWWhﬂN}GWWAHEﬂHﬂWWGﬂEW
] A T L T E K & K E T Qo R E L E
cascmscr"umwccmummmmwmamw
Kk E L E I » A ¥ K ® 8 D K G K ¥ ¥
TG TACA GO TR AR GO AT TGO TATCCAGACS CRAGS TGO TGALTA
£ R A KN G H Y P I g E K W YV K I
T TG T A AL T T AL T T T L T TS T AC OO T ACCTOTOO TS
P WY OB I P VM & B F YV L T L B 5 P G
S C AT S AT EGAC T TECTEORG T T TCACTETGRGGCCCTER
& o A A M E DL L BE L KW C E A L E
GGG T AT PTG TACC AL TT T TATCATOAGGATE TCACCCTTG
& % P P I L ¥ Q F ¥ ®H E B VT L G
GGAA A G . T O T T EE MGG CO O D TT ARSI O TOTTTGR
m £ 5 AR F £E G O & A E F K L E L T
T AG AR AT TCTGG ARAC TACT O TETGAGGT CARIRACGE COTHEEE0
E E H § § ¥ ¥ &£ ¢ E AR N H & L & Kk
OO AGTG ARG TG S G AT TO AT TOAG AL CTEATGECTATR
QT 5 E AV P WV 3 I & O F IO OY R
ARG A T AT ARG TG A T T TGS GEAC TG T TESTS TOTTTE
R DL KT HKH GV L WG L F GV L @
TR T GE T T e T G T T TATC S TS T T CACARGATATE
F T & ¥ B L L L ¥ K L F B K I & §
AT T CTOC A TAATGARCCC AGAC S G TTOCRGLCCARARTOITT
E % &8 R T K E P E G K 5 FE P N P Q
AAGASTTCACCTAT T ARG COS AR OO ARG AT RATGG AGEAGETEC AGCTARG
E FP T ¥ % 5 P T P D HEETLGSGFPF WV
TRTAT T AT S TG T Te T A GAT TG AT S TS T I T AT IO RGCTET
¥ ¥ K VY@ 5 W DR WVW R W W Y OE D OV OH
GEACCATGIAGC RO T AL R ARG T T CAGTARRC ATCAGGRCRCTTC TRGRRA
S H ¢ 9 F E £ 5 A RN I EF T L. L E K
ARG ACT OO KA T AT CTRCT T TOTO TG AAGARATC A TRAC RC TTGE
E g g %V I ¥ 5 58 WV E K B
AGGAATE R AASEEARGATCARCAGCANGEATGIGECATCATTRAGACTTG
AT AAAA T T AT AL AT G T TR T T AT AT CRCAC T CRO A
COTECETCACL AGSCRCITCC TOTCAT TIT TG TCCMGSATER TG T T IC T TCT
CCRR TR TS T T T T TAC I TAT CRATAT NCRT TAKRC TOC TGO TRERTOCAD
A T G AAA T AR T T AT T T TS T AT TC T TP ARG S AR TCRETE TG
TRAAGHRTT TGAGGFFRAG AATGRATAAGAGRT RCARGGETCTCACCTTOATCT
ACTETGRAS TG AT A ARC SRS T TG ATAG TS TOTAT TARCTTATTTAT
GG T GEA TR MG T T TR TAR TATT T TR T TRAGAAT TTT TS ChARTAT
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FIGURA 18D -2

CTTCATTGEGAATA TSSO TG AR TTT T C TTTTOC AC TG TG T TS TGO A
GAATGTTTE TR TCAGGC TG AT CTGEC TTCATAG AN TEAGTTAGETAGENG
T T T T TEAT T TT TTGECATAGTT TCAGCAGEAT TEETACIAGTTA
T T T T T AT T TG T AG AT TO A TATGRATC AT TEETO TAGGEIT
T T G T TR T ARG T TTT T TAT TACTAARTTC ARCT TUAGL T TGAT
AT T T TG AL GG T T T T O T T T G TTCARATE TTREGAGRTTS
T T T LG RA T T TG G T T IO PO CAGAT T TTCTTOTTTATE TGO
TG TGRGTETARR L ATARACT TATA TECAC THG EARACCARARAATITSE
PTG TG T TTAT TG A G AT T TET TTTAT TT TG TAG T TGEAAT TR
A T AR TATCAC C AR A TATGCATATAGTT S CARAR AT TERTTTTTGA
CATAGTARATATGRGTATT T AATARRC TAT AT AT TACTTTTGTARCETA
TATAGARATAAAATOTAARATRATOTATAAAR
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FIGURA 18E -1

1 BAGGCATC T TACCS TADC AT COTRROC TG TOCTE
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¥ ¥ B E 0 T ¢ & Y Ww C ¢ & ¢ T
10T ATGEOGTCCRRAGTCTTGRGGRGTAGEAGATCCCAGAT RRATETG
M A 5 K ¥V L R &E R R 3 € I NV
IEZ CACAGSSTOCC IO TS TOATCTOASC TTOCAGAC T AGCCCCCA
K R ¥ F ¥ A b ¥V & L E T o F F
157 GRAGGACARGLRTEATRRAGOGAGRCAGRITGLTCCTCRTCTGOTCA
s e Q@ ¥ K 2 & B R L Y L L L B
442 STTGCTATGEECACAGERGACAT AT TCCTT TEETACTRAA S
v A M & T B8 D I T F L W ¥ K &
487 T TACCT TTAAACC P TCRCTCAAMCADDCACOOTTCAD TOACM
K ¥ o LW L O & KT 9 R 5§ LT
5532 GEAGRCTATERGATTOCTTOAGTOAGERAGASTGATEOTERGETAR
A E ¥ E I P 5 ¥ B E E D A E U
577 TATTRCOTCTETAGCTGARMA TEECTATCOTOOO MG OO TADT SEE
¥ v A8 ER G Y @ F S FE O
6§22 CTGGTGARGCATCACTGTCAGRATOC LG TE TCTOGLCCARTOITC
LY 5 I TV R I P VM S5 R P I L
£67 ROGOPCAGROCTOOT AGGE0AGGOTECAGTO GAGEATETEITS
M L K & F B o 0 A & ¥V E D W L
T13 GARCCTTCACTOTGASSO OO TOACASGO TCTCCTOOARTCO TG TS
2 L H C B A L R & 858 F F I L ¥
T57 TeOTTTTATCACCACCATATC AL D TCOCOACC RGO TOCCODTD0
W F ¥ H DD I T L 5 & R 5§ A P
802 TOMGGARRAGRAGDCTOCTTCRAC ST IC OO TG AT TG ARG RRCAT
5 & 6 G R B F MW L & L T E E K
47 TCTCGAAM TACTCC TG TGAGGC CARCANTGOCC TOEGGOCCCRG
g ¢ W Y & CE AN N GO L G A Q
B892 CRCACT ARG TOACAC T AR TTON RS TOCCTACTOCIECC
R B = A ¥ T L H F T W p T G k
817 AGRRGCARTCATCTTACCTCAGE ARG TORTTEAGGEEO TGO TCAGT
E & W K L T &5 G ¥ I E G L L 3
BB RCCCTTGGETOCRGCACCGTEECCTTRAT TATTTTSCT ACGENCTS
T L & F A T ¥ A L L F T ¥ 4G L
1637 ARRRCARAAAT A AN TT O RO OO ARG RGAT S CAC TORCOAGD
¥ R ¥ I & E E & & R Db P L R &
1092 CTTCCCAGCCCTITADOCRRERET TCRCCTACCTCARTTOALET
L P % F L P O EF T ¥ L R 5 P
1117 ACCCCAGGEE ARG TGO CTATATAT GARARTETEAATSTTETA
T P 8 Q L Q P I ¥ Z H W R W W
1162 AL CEATCARGGTTTATT AT CG TACTATAR DO AGICEIAD
& &6 b E VY £ L oA ¥ Y K O P E
1207 CRESARTOAGTRGCAGT AGRRRCCCTEEGG AT RCATATGEAGGAD
g E & ¥V AR AR ET L G T H B E [
1352 RAGETTTCCTTRGACRTCTATTOCAGEC TG AGGARAMITAAMTATT
E W & L B I ¥ &8 R L R FE A B L
L2897 ACAGRTGTEGACTATOARGATGUTATETAA LI2§
TRV D Y & B K M O*
GETT ATGEGARGRTT CTGOTCTTTG
1151 ARARCCATOC ATGACCOCMA COCTCAGGCOD TGATATGEITS TTOAGAGARTC
ol CTEERGOATT AGOTTTODAG TRTROCTOTT CTEGRTGOCA TTUTCCATED
1451  CRCTRTTUCT TCATOTACSTE TGRAGTGRAS TTEGOECIRGT CCTGAALGRRR
1501 CPROCTACCR ZRROTAATAG ACRCARGGAGT SACROGGRTT TTSTTATCAD
1EE1  ARCCAGATIC CTGOOGIITE CTTTEARAAT ASGTCATATT GTSOTCTTCT
IEDL  CTTTACALGE SCAAACAAGA TOGAATARMAM CAMTTESEN TOTTEEGTTG
1651 GEICGATACT GARAGCTTAGR CCACATORAC TIOALGOTTAC TCROTIOTECA
1701 GGROTTOACA GAGAGRGUTE TGUICATUAT TOAGTOORRG TEOTTTOTOT
1751 GECCAGATADS CACAGRACTS CRGICCCGET ACTTACATERG ATCATOGACT
1801 TTOCADCTAR AATRTGRTTE TATTTATTTT GRGTIACTET TROCAAATIA
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FIGURA 1BE -2
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