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DESCRIPCION
Identificacion de la forma extracelular de PTEN que puede usarse para tratar tumores

A lo largo de esta solicitud, se hace referencia a diversas publicaciones entre paréntesis por el primer autor y afo.
Todas las citas de estas referencias pueden encontrarse al final de la memoria descriptiva inmediatamente antes de
las reivindicaciones.

Antecedentes

El supresor tumoral PTEN (véase documento WQ098/34624) es una fosfatasa citoplasmatica que desfosforila el
importante segundo mensajero de fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato (Maehama y Dixon 1998). Esta actividad regula
negativamente las muchas sefiales oncogénicas iniciadas por la activacion PIP3 de Akt incluyendo las rutas
antiapoptéticas, progresion del ciclo celular y aumento del metabolismo celular (Sulis y Parsons, 2003). La funcién
de PTEN en cancer es evidente a partir de su frecuente pérdida, de manera bien genética o funcional, en muchos
diferentes tipos de tumores (Bonneau y Longy 2000). Originalmente se descubrié como delecionado en canceres
gliales, desde entonces se ha implicado en la tumorogénesis de la préstata, mama, endometrio, melanocitos, rifiones
y pulmones. Las mutaciones de linea germinal en PTEN también se relacionaron con sindromes de predisposicion
de cancer heredados tales como Sindrome de Cowden (Eng 2003). Los modelos de ratén de pérdida de PTEN han
recapitulado su funcién como un supresor tumoral tanto en el ratén heterocigoto como en los knockouts especificos
de tejido en muchos tipos de tejido diferentes (Di Cristofano, Pesce et al. 1998; Kwabi-Addo, Giri et al. 2001;
Petrocelli y Slingerland 2001; You, Castrillon et al. 2002; Fraser, Zhu et al. 2004).

La proteina PTEN contiene un dominio fosfatasa de especificidad dual N terminal, y un dominio de unién a
fosfolipido C2 C terminal, seguido de una cola no estructurada de importancia reguladora debido a los sitios de
fosforilacion encontrados en su interior (Lee, Yang et al., 1999; Vazquez, Ramaswamy et al., 2000, Torres y Pulido
2001; Vazquez, Grossman et al., 2001). La proteina PTEN es mayormente citoplasmatica, sin embargo cada vez
hay mas pruebas de una presencia de PTEN en el nudcleo, una localizacién que esta regulada por la
monoubiquitinacion de la proteina por NEDD4-1 (Baker 2007, Wang, Trotman et al. 2007).

El escaneado de ribosoma de la UTR 5’ precede el inicio de la traduccién que se produce en el codén de inicio,
AUG. Aunque el medio real mediante el cual el ribosoma decide el coddn de inicio adecuado sigue sin entenderse
completamente, hay determinadas propiedades tanto del propio ARNm como de la secuencia que dictaminan donde
el complejo de preinicio ralentizara su escaneo y comenzara a traducir. La “secuencia Kozak” clasica CCACCATGG,
en la que la ATG subrayada es el codén de inicio, se ha mostrado que es el contexto de secuencia mas favorable
para el inicio (Kozak 1991). La estructura secundaria del ARNm también promueve el inicio probablemente mediante
una ralentizacion real del escaneo del complejo del preinicio que requiere una helicasa para fusionar estructuras
secundarias antes de la lectura (Kozak 1990).

En determinados transcritos, el inicio de la traduccién puede producirse a partir de codones que no sean AUG.
Normalmente esto comprende solo un porcentaje minoritario de la proteina total traducida a partir de un transcripto y
el resultado es una especie mixta de proteinas que varian en su extremo N. Kozak delinea las eficiencias del inicio
de la traduccién de codones no AUG y se encuentra que GUG y CUG eran ambos capaces de iniciar la traduccion in
vitro sin embargo de un modo mucho menos eficaz (Kozak 1989). Investigaciones adicionales han mostrado que la
disponibilidad de la metionina puede alterar la promiscuidad del inicio de la traduccién a través de un mecanismo
que no esta aclarado, pero que probablemente implica la fosforilacién de elF2, un componente del complejo de
preinicio 43S, mediante una quinasa sensible a nutrientes (Hershey 1991; Hann 1994).

Se ha mostrado que diversas proteinas se traducen a partir de codones de inicio alternativos. El factor de
transcripcion, c-myc, tiene un codén de inicio CUG cadena arriba alterno que cuando se traduce, afade 14
aminoacidos al extremo N de la proteina (Hann y Eisenman 1984). Se ha observado que esta isoforma alterna se
altera selectivamente en linfoma de Burkitt (Hann, King ef al., 1988). En cultivo tisular, la forma mas larga de myc se
transcribe predominantemente a densidades celulares elevadas cuando la metionina esta a una concentracion baja
(Hann, Sloan-Brown et al. 1992). Estudios adicionales han revelado que la forma mas larga de c-myc es inhibidora
del crecimiento y tiene un conjunto de dianas transcripcionales diferentes en comparacion con la proteina c-myc
clasica (Hann, Dixit ef al. 1994). (Florkiewicz y Sommer 1989) (Prats, Kaghad et al. 1989).

Adicionalmente, se sabe que la localizaciéon subcelular real de una proteina puede dictaminarse por codones de
inicio alternos. En el caso del proto-oncogén de ratén el inicio alterno int-2 de un codén CUG cadena arriba codifica
una localizacién nuclear mientras que el codén AUG codifica un péptido sefial para la localizacion en la ruta
secretora (Acland, Dixon et al. 1990). Se describié un fendmeno similar en el FGF3 humano, en el que la proteina
traducida de AUG esta destinada para la ruta secretora mientras que la proteina traducida a partir de CUG cadena
arriba se localizaba en el nucleo (Kiefer, Acland et al. 1994). Adicionalmente, en algunas proteinas eucariotas, tales
como TEF-1 y PRPS-3, la proteina se inicia completamente a partir de un codéon CUG (Taira, lizasa et al. 1990,
Xiao, Davidson et al., 1991).
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Las proteinas que estan destinadas para la secrecion se dirigen al reticulo endoplasmatico mediante un tramo de
aminoacidos hidréfobos denominado péptido sefial (Blobel, Walter et al. 1979). Normalmente hallado en el extremo
N de las proteinas, el péptido sefial se une a la particula de reconocimiento de sefial (PRS) después de la traduccion
y hace que el ribosoma se detenga y se transloque al reticulo endoplasmatico rugoso donde se une al receptor de
PRS. Una vez acoplado al ribosoma, el complejo PRS-receptor de PRS se libera y la traduccion se reanuda a través
del lumen del RE a través del traslocon Sec61. El péptido sefial se escinde después en caso de que las proteinas
solubles liberen la proteina a partir del traslocon Sec. En el caso de proteinas transmembrana, la hélice
transmembrana sirve como un péptido sefial para la translocacién al RE. Estas proteinas se modifican enormemente
por glucosilacion en el aparato de golgi y se lanzan a la membrana plasmatica en vesiculas secretoras (Alberts
2002).

Hay varias proteinas secretoras que se ha demostrado que son importantes en el cancer. Se ha mostrado que la
ruta de sefalizacion Wnt por ejemplo esta alterada en cancer de pulmén. Wnt es un ligando secretado para la familia
de receptores Frizzled. La activacion de Wnt de frizzled causa desorden para disociar el complejo de degradacién de
B catenina, que incluye APC, permitiendo que los niveles de 3 catenina aumenten y se transloquen al nucleo donde
pueden interaccionar y transactivar el factor de transcripcion TCF. Las mutaciones inactivantes en APC y las
mutaciones activantes en 3 catenina se han detallado en cancer de colon tanto hereditario como esporadico.
Adicionalmente, diversos antagonistas de ligandos extracelulares tales como SFRP y Wnt-5a compiten por los
mismos receptores Frizzled que Wnt. Se ha demostrado que ambos son supresores tumorales; el ratén SFRP
knockout desarrolla tumores linfoides y silenciamiento epigenético de Wnt-5a se ha detectado en melanomas.

Todos los informes publicados de PTEN han indicado que la proteina se localiza en el citoplasma o en el nucleo. Se
descubrieron diversas proteinas extracelulares (glipicanos y sindecanos) que se unian a PTEN, asi como diversas
proteinas implicadas en la ruta secretora (reticulocalbina y calumenina). Se supuso que PTEN entraba en la ruta
secretora para permitir dichas interacciones. De hecho, como se desvela en el presente documento, existen nuevas
proteinas diferencialmente traducidas, denominadas PTEN-largas, que contienen un péptido sefial N terminal y que
se secretan extracelularmente.

El documento US 2007/054333 desvela un supresor tumoral denominado TS10Q23.3.
Sumario de la invencion

Una fosfatasa humana aislada y un polipéptido largo homélogo de tensina (PTEN-largo) que consiste en los restos
de aminoacidos consecutivos que tienen la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 1, para su uso en el tratamiento de
un tumor sélido.

Un polipéptido que comprende (i) restos 1 a 173 de SEQ ID NO: 1, o (ii) un analogo del mismo que comprende los
restos 1 a 173 de SEQ ID NO: 5, o (iii) restos 22 a 516 de SEQ ID NO: 1.

(No reivindicado:)

Una composicion farmacéutica que comprende fosfatasa y el polipéptido largo homélogo de tensina (PTEN-largo)
que comprende los restos de aminoacidos consecutivos que tienen la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 1, o un
fragmento de la misma que comprende los restos 22 a 516 de SEQ ID NO: 1, o un analogo de la misma que
comprende restos de aminoacidos consecutivos que tienen la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 5.

Un método para el tratamiento de un tumor soélido en un sujeto que comprende administrar al sujeto una cantidad de
una fosfatasa humana y un polipéptido largo homélogo de tensina (PTEN-largo) que comprende los restos de
aminoacidos consecutivos que tienen la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 1, o un fragmento (no reivindicado) del
mismo que comprende los restos 22 a 516 de SEQ ID NO: 1, o un analogo del mismo que comprende los restos de
aminoacidos consecutivos que tienen la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 5, eficaz para tratar el tumor sélido en
el sujeto.

Un método para inhibir el crecimiento de un tumor sélido en un sujeto que comprende administrar al sujeto una
cantidad de una fosfatasa humana y polipéptido largo homaélogo de tensina (PTEN-largo) que comprende los restos
de aminoacidos consecutivos que tienen la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 1, o un fragmento (no reivindicado)
del mismo que comprende los restos 22 a 516 de SEQ ID NO: 1, o un analogo del mismo que comprende los restos
de aminoacidos consecutivos que tienen la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 5, eficaz para inhibir el crecimiento
del tumor solido en el sujeto.

Un método para inhibir la angiogénesis en un tumor soélido en un sujeto que comprende administrar al sujeto una
cantidad de una fosfatasa humana y un polipéptido largo homélogo de tensina (PTEN-largo) que comprende los
restos de aminoacido consecutivos que tienen la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 1, o un fragmento (no
reivindicado) del mismo que comprende los restos 22 a 516 de SEQ ID NO: 1, o un analogo del mismo que
comprende los restos de aminoacido consecutivos que tienen la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 5, eficaz para
inhibir la angiogénesis en el tumor sélido del sujeto.
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Un método para inducir la apoptosis de una célula epitelial vascular de un vaso sanguineo en un tumor sélido en un
sujeto que comprende administrar al sujeto una cantidad de una fosfatasa humana y un polipéptido largo homologo
de tensina (PTEN-largo) que comprende restos de aminoacido consecutivos que tienen la secuencia expuesta en
SEQ ID NO: 1, o un fragmento (no reivindicado) del mismo que comprende los restos 22 a 516 de SEQ ID NO: 1, o
un analogo del mismo que comprende los restos de aminoacidos consecutivos que tienen la secuencia expuesta en
SEQ ID NO: 5, eficaz para inducir la apoptosis de la célula epitelial vascular en el vaso sanguineo en el tumor sélido
en el sujeto.

(No reivindicado:)

Un método para el tratamiento de un tumor soélido en un sujeto que comprende administrar al sujeto una cantidad de
un vector de expresion que codifica la fosfatasa humana y el polipéptido largo homologo de tensina (PTEN largo)
humano que comprende la SEQ ID NO: 1, o un fragmento de la misma que comprende los restos 22 a 516 de SEQ
ID NO: 1, o un analogo de la misma que comprende la SEQ ID NO: 5, para expresar PTEN-largo, fragmento de
PTEN-largo, o el analogo del mismo, en células del tumor sélido en una cantidad eficaz para tratar el tumor sélido en
el sujeto.

Una fosfatasa humana y un polipéptido largo homologo de tensina (PTEN-largo) que comprenden SEQ ID NO: 1 o
un fragmento de la misma que comprende los restos 22 a 516 de SEQ ID NO: 1, o un analogo (no reivindicado) de la
misma que comprende SEQ ID NO: 5 para uso en el tratamiento de un tumor sélido en un sujeto, para inhibir el
crecimiento de un tumor solido en un sujeto, para inducir la apoptosis de una célula epitelial vascular en un tumor
solido en un sujeto, o para inhibir la angiogénesis en un tumor sélido en un sujeto.

Una composicion que comprende fosfatasa humana y polipéptido largo de homélogo de tensina (PTEN-largo) que
comprende SEQ ID NO: 1, o un fragmento (no reivindicado) de la misma que comprende los restos 22 a 516 de SEQ
ID NO: 1, o un analogo del mismo que comprende SEQ ID NO: 5, unido a un agente no peptidico que aumenta la
semivida en plasma del PTEN-largo, fragmento de PTEN-largo, o el analogo del mismo, respectivamente.

(No reivindicado:)

Un acido nucleico aislado que codifica una fosfatasa humana y un polipéptido largo de homadlogo de tensina (PTEN-
largo) que comprende SEQ ID NO: 1, o que codifica un fragmento de la misma que comprende los restos 22 a 156
de SEQ ID NO: 1, o que codifica un analogo del mismo que comprende SEQ ID NO: 5.

(No reivindicado:)

Un vector de expresion que comprende un acido nucleico que codifica fosfatasa humana y un polipéptido largo de
homologo de tensina (PTEN-largo) que comprende SEQ ID NO: 1, o un fragmento de la misma que comprende los
restos 22 a 516 de SEQ ID NO: 1, o un analogo del mismo que comprende SEQ ID NO: 5.

(No reivindicado:)

Una célula transformada que puede expresar la fosfatasa humana y el polipéptido largo homdlogo de tensina
(PTEN-largo) que comprende la SEQ ID NO: 1, o un fragmento de la misma que comprende los restos 22 a 516 de
SEQ ID NO: 1, o un analogo de la misma que comprende SEQ ID NO: 5, en el que la célula tiene integrado en su
genoma un ADN recombinante que codifica PTEN-largo o un analogo del mismo.

(No reivindicado:)

Una célula hospedadora que puede expresar la fosfatasa humana y el polipéptido largo homélogo de tensina (PTEN-
largo) que comprende SEQ ID NO: 1, o un fragmento de la misma que comprende los restos 22 a 516 de SEQ ID
NO: 1, o un analogo de la misma que comprende SEQ ID NO: 5, en el que la célula hospedadora comprende un
plasmido que codifica PTEN-largo o un analogo del mismo.

(No reivindicado:)

Un proceso que comprende mezclar (1) la fosfatasa humana y el polipéptido largo homoélogo de tensina (PTEN-
largo) que comprende SEQ ID NO: 1, o un fragmento de la misma que comprende los restos 22 a 516 de SEQ ID
NO: 1, o un andlogo de la misma, que comprende SEQ ID NO: 5, y (2) un agente no peptidico que aumenta la
semivida plasmatica de PTEN-largo o el analogo del mismo, para constituir PTEN-largo que comprende SEQ ID NO:
1, o el fragmento del mismo que comprende los restos 22 a 516 de SEQ ID NO: 1, o el analogo de la misma que
comprende SEQ ID NO: 5, unido al agente no peptidico que aumenta la semivida plasmatica del PTEN-largo,
fragmento de PTEN-largo o analogo del mismo respectivamente.
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(No reivindicado:)

Una molécula de acido nucleico aislada que consta de al menos un fragmento de 20 nucledtidos de la secuencia de
acido nucleico de SEQ ID NO: 2 o SEQ ID NO: 6, o un complemento de las mismas que se hibridan especificamente
en condiciones rigurosas con un complemento de la secuencia de acido nucleico de SEQ ID NO: 2 o SEQ ID NO: 6,
0 SEQ ID NO: 2 SEQ ID NO: 6.

(No reivindicado:)

Un anticuerpo aislado, o fragmento del mismo, en el que el anticuerpo o fragmento del mismo se une a (1) un
polipéptido PTEN-largo que comprende los restos de aminoacidos 1-173 de SEQ ID NO: 1 o (2) un analogo de la
misma que comprende SEQ ID NO: 5 o (3) los aminoacidos que tienen la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 3 o (4)
un fragmento de PTEN-largo que comprende los restos 22 a 516 de SEQ ID NO: 1.

(No reivindicado:)

Un anticuerpo aislado o fragmento del mismo, en el que el anticuerpo o fragmento del mismo se une a un epitopo
conformacional de PTEN-largo, en el que el PTEN-largo comprende la secuencia expuesta en los restos 1-173 de
SEQ ID NO: 1, pero en el que el anticuerpo no se une a PTEN.

(No reivindicado:)

Un anticuerpo aislado o fragmento del mismo, en el que el anticuerpo o fragmento del mismo se une a un epitopo de
un PTEN-largo, en el que el PTEN-largo comprende la secuencia expuesta en los restos 1-173 de SEQ ID NO: 1,
pero en el que el anticuerpo no se une a PTEN.

(No reivindicado:)

Un fragmento peptidico de SEQ ID NO: 1, o SEQ ID NO: 5, cuyo fragmento tiene actividad antitumoral,
antiangiogénica o antiapoptética.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1. Diagrama de construcciones de PTEN-larga. Construcciones de expresion que muestran las
combinaciones creadas para dirigir la expresion de PTEN bien desde el sitio de inicio enddgeno o sitio de inicio
alternativo. PTEN candnico se muestra en negrita mientras que la region traducida en la UTR se muestra en gris.

Figura 2. Diagrama del ARNm de PTEN de Homo sapiens. El ARNm de PTEN codifica 173 aminoacidos en fase
con y cadena arriba del codén de inicio ATG canoénico mostrado. La traduccion comienza cadena arriba desde el
ATG canoénico en un CTG en el nucledtido -519. Se muestran ampliados los restos 1-173 de SEQ ID NO: 1.

Figura 3. Alineamiento del extremo N de Ortélogos de PTEN. Secuencias de proteina PTEN de especies indicadas
se alinearon usando la matriz de puntuacion BLOSUM62 en el Vector NTI (Invitrogen). La secuencia N terminal
ampliada para Homo sapiens y Mus musculus (asterix) se tradujeron del ARNm publicado usando un codon de inicio
alternativo CUG en -519 (H. sapiens) y -520 (M. musculus) desde el codén de inicio AUG candnico usando
ORFinder (NCBI). Las secuencias de ARNm de Homo sapiens (NM_000314) y de Mus musculus (NM_008960). La
secuencia de Apis mellifera se obtuvo en Baylor College of Medicine Honey Bee Genome Project. La secuencia de
proteinas de PTEN de Caenorhabditis elegans (Daf-18) se descargdé de Wormbase. Bos taurus (XM_613125) y Pan
troglodytes (XP_521544) se descargaron del NCBI.

Figura 4. Pruebas de la existencia de PTEN-largo. A) Investigacion de lineas celulares diferentes con dos
anticuerpos PTEN diferentes. MCF10A y HEK293 son tipo silvestre para PTEN. BT549 y HCC1937 son nulo PTEN y
ZR-75-1 tiene una mutacién en PTEN (L136); B) Investigacion adicional de diferentes lineas celulares con un
anticuerpo monoclonal contra PTEN que reconoce tanto PTEN como PTEN-largo; C) células ES Wt que expresan
una gran cantidad de PTEN-largo. PTEN-largo es sensible a la expresion de ARNhc (de horquilla corto) de PTEN
estable en estas células y estd completamente ausente en las células PTEN knockout. Los niveles de pAkt en su
mayor parte siguen inversamente el nivel de PTEN; D) EI ARNic (ARN de interferencia corto) de PTEN causa
genosupresion tanto de PTEN como de PTEN-largo en células HEK293. E) Expresion exdgena de plasmidos en la
linea celular PC3 nula de PTEN. La orf (fase de lectura abierta) de PTEN codifica exclusivamente la ORF del codén
de inicio AUG (carril 2). La adicion de la ATR (ATR = region alternativamente traducida) puede traducir débilmente
PTEN-larga (carril 3). La mutacion del sitio de inicio cadena arriba en ATG modificéd el complemento de proteina a
PTEN-largo completamente (carril 5 y 6). La mutacion del codén de inicio ATG en ATA anulé la banda de 55 kDa
(carril 4 y 6). E) Un anticuerpo suscitado contra aminoacidos que codifican la ATR 5’ y usados tanto en un lisado
celular de HEK293 como en la linea celular U87 PTEN nula que sobreexpresa bien la orf de PTEN o un plasmido
que codifica la ATR 5’ (ATG/ATG). PTEN-largo puede verse en células que solo sobreexpresan la ATR 5. Una
banda de fondo observada en células U87 esta presente en la parte inferior de la transferencia.
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Figura 5. Prediccion del Péptido de Sefal. La secuencia 5 UTR de PTEN se tradujo y se introdujo en SignallP3.0. El
modelo de markov oculto para péptidos de sefal eucariotas se usd para la prediccion. La regiéon N indica la
secuencia N terminal con carga positiva del péptido sefial. La regién H es el nucleo hidréfobo del péptido sefal. La
region C es una region levemente polar marcada por una prolina que normalmente rompe la hélice del nucleo
hidréfobo. La probabilidad de la escision es predictiva de un sitio de escision para liberar el péptido sefal, lo que
permite que la proteina se libere en el lumen del RE (reticulo endoplasmatico) (Dalbey y Heijne, 2002). Se predice
que la escisién ocurra en la posicion 21.

Figura 6. Ensayo de Inmunoprecipitacion (pulldown) de Concanavalina A. Se produjo la lisis de células HEK293 y se
usO sefarosa concanavalina para inmunoprecipitacion de proteinas glucosiladas. Los eluatos se resolvieron por
SDS-PAGE vy se realizé la inmunotransferencia para PTEN (6H2.1). Puede observarse un enriquecimiento en PTEN-
largo en la inmunoprecipitacion frente a adicion. Obsérvese enriquecimiento de la banda PTEN mas larga. PTEN
tiene sitios de O-glucosilacion posibles multiples, pero solo un sitio de N-glucosilacién. Se uso6 la lectina
concanavalina A, que se une a restos de azucar, en un ensayo de inmunoprecipitacion para determinar si una parte
del complemento de PTEN en células HEK293 estaba glucosilada. Se pudo purificar una mezcla de PTEN que tenia
un PTEN-largo de aproximadamente 50 %, un enorme enriquecimiento de PTEN-largo sobre PTEN normal. Esto
muestra que PTEN-largo esta glucosilado y que la forma de 55 kDa citoplasmatica de PTEN esta glucosilada o que
el PTEN-largo se escinde extracelularmente.

Figura 7. PTEN y PTEN-B se unen a heparan. Un extracto de higado de ratén se paso a través de una columna de
Heparan sefarosa HiTrap de 1 ml (Amersham). La columna se lavé con NaCl 500 mM y las proteinas se eluyeron
con volumenes de columna secuenciales de NaCl 1 M. Las fracciones se analizaron mediante SDS-PAGE para
PTEN usando un anticuerpo monoclonal de PTEN. Previamente se habia observado que PTEN tenia una afinidad
por especies con una alta carga negativa, una propiedad de PTEN lo que conduce a su preferencia de las Ptdins
(3,4,5)P3 altamente anionicas (Das, Dixon et al. 2003). Dado que el heparan es una de las moléculas biolégicas con
carga mas negativa, se postulé que heparan actuaba realmente como mediador en la unién de PTEN con la matriz
extracelular. Usando extractos de proteina de higados de ratén, se descubrié que PTEN se une a heparan con alta
afinidad. Adicionalmente, la elucidon continua de PTEN de una columna de agarosa heparina usando NaCl 1 M,
también eluyé PTEN-larga.

Figura 8. Ensayo de Proteccion con Proteasa. Las células HEK293 se resuspendieron en concentraciones en
aumento de proteinasa K. Se afiadio tritobn a una concentracion final de 0,2 % a la reacciéon que contenia la
concentracion mas alta de proteinasa K. La reaccion se detuvo con PMSF y los lisados celulares se constituyeron en
tampon laemlli. Los lisados se resolvieron por SDS-PAGE en un gel de poliacrilamida al 8 % y se inmunotransfirieron
para PTEN (6H2.1), AKT, E-cadherina. La banda mas grande de la inmunotransferencia de PTEN se denomind
PTEN-largo. Estos datos muestran que la E-cadherina y PTEN-largo estan principalmente en la superficie celular.

Figura 9. Elucion de alta salinidad de PTEN y PTEN-largo de purificacion de afinidad con heparina de medios
acondicionados. PTEN y PTEN-largo pueden eluirse de una columna HiTrap de Heparina (Amersham) después de
purificacién con afinidad de medios acondicionados. Tanto un anticuerpo monoclonal como la cola de PTEN
(anterior) y un anticuerpo especifico contra aminoacidos traducidos en la ATR 5’ reconocen una banda de proteina
de aproximadamente 55 kDa de masa.

Figura 10. Purificacion de PTEN de suero humano. El suero humano de sangre de AB se preclarificé de anticuerpos
con proteina A/G y se someti6 a heparin sefarosa. Los eluatos se resolvieron por SDS-PAGE y se
inmunotransfirieron para PTEN o con secundario solo para el control de contaminacién de cadena pesada.

Figuras 11A - 11C. Actividad antiangiogénica de PTEN-largo. (A) PTEN-largo se expresa en un subconjunto de
vasos y capilares en la retina en desarrollo. Este patron de expresion contrasta mucho con el de la forma candnica
de PTEN y es coherente con una funcion de PTEN-largo en la induccion de regresion vascular que se produce en
estas regiones. Esta correlacion es reforzada por la notable regulacion positiva de PTEN-largo, cuando este proceso
de regresion vascular se ha inducido por hiperoxia asi como la transferencia western de lisados de retina completa
en la parte superior derecha (B) y por la pérdida de PTEN-largo en células endoteliales en condiciones hipoéxicas (C).
Estos hallazgos indican la utilidad de PTEN-largo como una terapia antiangiogénica, por ejemplo en retinopatia
diabética, asi como en trastornos vasculares hiperproliferativos. Las flechas indican tejido positivo a CD34 y a PTEN-
largo (vasos sanguineos).

Figura 12. Actividad proapoptética de PTEN-Largo. La apoptosis se indujo en células epiteliales de mamifero
MCF-10A que se trataron con PTEN-largo purificado durante 24 horas como se indica. La escisién con caspasa 3
fue indicativa de actividad apoptotica.

Figura 13. Tratamiento de Ratones con PTEN-Largo. Grafico de tamafo tumoral calibrado con mediciones de
calibrador durante diez dias de tratamiento, con PTEN-largo o un control de vector vacio. Células 293 se
transfectaron con PTEN-largo ATG/ATG en el vector pcDNA3.1 His V5. Se realizaron lisados citoplasmaticos 48
horas después de la transfeccion y se pasaron sobre perlas del anticuerpo V5 y se eluyeron con péptido V5. Se
muestran abajo transferencias Western de los eluatos de purificacion con perlas V5. Observacion inicial de que
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PTEN-largo puede usarse para tratar tumores. Se establecieron xenoinjertos usando células de glioblastoma U87 (1
millén) inyectadas en la almohadilla de grasa mamaria de un ratén scid. El tratamiento se inicié aproximadamente
dos semanas después del trasplante.

Figura 14. Resultados del Tratamiento de Ratones con PTEN-largo. El grafico que muestra la fraccion de
supervivencia de ratones (en dias) tratados con control e inyecciones de PTEN-largo durante 14 dias.

Figura 15. Construcciones indicadas para PTEN (orf de PTEN que carece de la UTR 5’), PTEN-largo y PTEN-largo
con una mutacion G en R en el aminoacido 305, que es comparable a la mutacién G129R en la orf PTEN, se
transfectaron en células 293. Usando proteina purificada de estas células se observé que PTEN-largo es una
fosfatasa activa y que el mutante G305R de PTEN-largo (que es G129R en PTEN) reduce la actividad fosfatasa.

Figura 16. La actividad fosfatasa es esencial para la actividad de PTEN-largo que se muestra en los experimentos
con el mutante PTEN-largo (G305R). Basandose en la bibliografia de PTEN se sabe que los truncamientos
realizados dentro del dominio C2 desestabilizan la proteina, y basandose en la estructura cristalina de PTEN se cree
que las interacciones entre el dominio C2 y los dominios fosfatasa son criticas para la actividad de la fosfatasa. Por
lo tanto, el dominio minimo para la actividad de PTEN-largo en el extremo C requerira el dominio C2 pero no la cola.
En el extremo N el sitio de escision previsto es en el aminoacido 21, y por lo tanto la regién funcional de la proteina
esta dentro de esta region. En lo que respecta a esto es importante observar que cuando se tratan tumores U87 en
paralelo con PTEN o con PTEN-largo, no se observa efecto significativo del tratamiento con PTEN, solamente
tratamiento con PTEN-largo.

Figura 17. Purificacion de PTEN-largo de células 293 transfectadas con PTEN-largo ATG/ATG en el vector de
expresion pcDNA3.1 con etiquetas His y V5. Después de la elucion en columna Ni+, el eluato se resolvié en una
columna de filtracion en gel. La DO280 se muestra con una linea azul. PTEN-largo es rico en fracciones 7-18. El
rendimiento de este experimento fue de aproximadamente 1 mg. Las flechas indican los productos PTEN-largo y
PTEN-largo migrante alterado.

Figuras 18A - 18B. (A) Respuesta a la dosis de células de cancer de prostata LNCaP contra la proteina purificada
PTEN-largo usando muerte celular como una lectura (la proteina se purific6 mediante ARVYS). 1x es igual a 0,33
microgramos por ml. Las células se trataron en medios sin factores de crecimiento. Después de 24 h, las células se
lavaron con medio sin suero y se lisaron en tampén de muestra Laemmli. Se realizaron transferencias Western para
las proteinas indicadas. (B) Células de glioblastoma U87 tratadas con PTEN-largo, PTEN-largo (G305R) o un control
simulado muestran induccidon de apoptosis segun se indica por escisiéon de PARP y regulacién negativa de sefial
pAKT en la serina 473. Estos datos confirman ademas que PTEN-largo puede inducir la apoptosis y reducir la
sefializacion de PI3K/AKT.

Figuras 19A - 19C. La proteina PTEN-largo purificada con AKTA era capaz de reducir el tamafio tumoral durante un
periodo de cinco dias, medido por calibradores y usando un indicador de luciferasa junto con un sistema de
formacion de imagenes en animales vivos de xenogen. Los ratones recibieron PTEN-largo ~ 0,05 mg al dia durante
cinco dias. Los xenoinjertos se establecieron con 1 milldn de células de glioblastoma U87 inyectadas en la
almohadilla de grasa mamaria que expresan luciferasa debido a la infeccién con FUW-luciferasa-neo. Los ratones
recibieron inyeccion de luciferina por via intraperitoneal 10 minutos antes de la formacion de imagenes con el
sistema de formacion de imagenes Xenogen. (A) Mediciones luciferasa en 4 ratones antes (panel izquierdo) y el
quinto dia de tratamiento (panel derecho). (B) Mediciones con calibrador en cm? antes y durante los 5 dias de
tratamiento. (C) Fotones detectados por el sistema Xenogen como se muestra la formacion de imagenes en el panel.
Se muestra el error tipico de cuatro ratones en la cohorte. El ensayo de la t de Student para fotones detectados
desde el dia 0 al dia 5.

Figura 20. En un experimento independiente, tumores U87 se dejaron crecer a 1,5 cm? antes del tratamiento con
PTEN (orf-403 aminoacidos; n = 5), PTEN-largo (G305R; n = 5) o PTEN-largo de tipo silvestre (n = 4). Después de 5
dias de tratamiento el cambio promedio de luminiscencia muestra una disminucion significativa para los ratones
tratados con PTEN largo, pero no una disminucion para las cohortes tratadas con PTEN o PTEN-largo (G305R). La
luminiscencia reducida se correlacion6 con un tamafo de tumor reducido. Estos datos demuestran que PTEN-largo
requiere la ATR 5’ y actividad fosfatasa para funcionar.

Figuras 21A - 21C. Analisis de xenoinjertos de U87 tratados con PTEN largo demuestran activacion de apoptosis e
inhibicién de la sefializacion de PI3K. Los tumores se trataron durante 5 dias como se ha indicado anteriormente. (A)
Tumores tratados con PTEN-largo de tipo silvestre y G305R se recogieron después de 5 dias de tratamiento
indicado y se lisaron para el analisis de western. La proteina de tipo silvestre para PTEN-largo fue capaz de reducir
la fosforilacion de FOXO y AKT y activar la escision de caspasa-3. (B) Tumores representativos tratados durante 5
dias como se indica se fijaron en formalina y se embebieron en parafina. Las secciones se tifieron para un
anticuerpo que detecta la caspasa-3 escindida, un marcador de apoptosis. Células tratadas con PTEN-largo tenian
un aumento significativo en porcentaje de células apoptéticas P = 0,0419, ensayo de la t de Student. (C) Imagenes
representativas de tincién de caspasa-3 escindida.
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Figuras 22A - 22B. En el mismo tumor tratado con PTEN-largo durante 5 dias el niumero de vasos sanguineos se
redujo enormemente. Los tumores tratados con PTEN-largo de tipo silvestre y G305R se recogieron después de 5
dias de tratamiento indicado y se fijaron en formalina y se embebieron en parafina. Las secciones se tifieron para un
anticuerpo que detecta CD31, un marcador de células endoteliales que revisten vasos sanguineos. (A) Células
tratadas con PTEN-largo tenian una reduccion significativa en el nimero de vasos por campo de vista (objetivo de
40x) P = 0,007579, ensayo de t de Student. (B) Imagenes representativas de tincion CD31.

Figuras 23A - 23B. Se establecieron xenoinjertos U87 en seis grupos (n = 3/grupo) y se trataron durante cuatro dias
con PTEN largo mediante inyecciones intramusculares (IM), intraperitoneales (IP), intratumorales (IT), subcutaneas
(SC), intravenosas (IV). (A) El cambio promedio en el tamafio tumoral (CM2) del dia 0 al dia 4 se midié con un
calibrador. (B) Imagenes representativas de la formacion de imagenes con xenogen se muestran en la parte
derecha. A partir de estos datos se puede llegar a la conclusion de que todos los métodos de inyeccién efectuan
crecimiento tumoral en comparacion con los ratones no tratados y que solamente la cohorte tratada IM mostré una
cantidad de regresion significativamente disminuida.

Figuras 24A - 24C. Se ejecutaron experimentos de xenoinjerto en 6 lineas celulares, de mama, cerebro y prostata.
En la parte superior se muestran los graficos de cambios en cuatro lineas de células de cancer de mama. (A, B y D).
Gréficos de area de superficie tumoral (cm?) medidos con calibrador durante los dias de tratamiento indicados. (C) El
cambio en células HCT-1143 se observa después de solo 24 horas de tratamiento. En las cuatro lineas celulares
hay una clara reduccion en el tamafio del tumor después del tratamiento.

Figura 25. PTEN-largo se une a células. La proteina PTEN-largo se afadi6 a medios de células U87 en hielo
durante 10 minutos, se fijaron y después se tifieron para PTEN-largo con el anticuerpo que lo reconoce.

Figura 26. Ensayo Miles: se inhibe induccidon de permeabilidad vascular por PTEN-largo. Esta inhibicion puede
revertirse incubando previamente la proteina purificada con anticuerpo PTEN (6H2.1). PTEN-largo puede inhibir la
induccion de la permeabilidad vascular mediante VEGF. Esta induccion puede reestablecerse por preincubacion de
PTEN-largo con anticuerpo suscitado contra PTEN, pero no con IgG de control.

Descripcion detallada de la invencién

Una fosfatasa humana aislada y un polipéptido largo homdlogo de tensina (PTEN-largo) que consiste en los restos
de aminoacidos consecutivos que tienen la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 1 para su uso en el tratamiento de
un tumor sélido.

(No reivindicado:)

Un polipéptido que comprende (i) restos 1 a 173 de SEQ ID NO: 1, o (ii) un analogo del mismo que comprende los
restos 1 a 173 de SEQ ID NO: 5, o (jii) restos 22 a 516 de SEQ ID NO: 1.

Una composicion farmacéutica que comprende fosfatasa y polipéptido largo homdlogo a tensina (PTEN-largo) que
comprende los restos de aminoacidos consecutivos que tienen la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 1, o un
fragmento (no reivindicado) del mismo que comprende los restos 22 a 516 de SEQ ID NO: 1 o un analogo de la
misma que comprende los restos de aminoacido consecutivos que tienen la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 5.

Un método para el tratamiento de un tumor sélido en un sujeto que comprende administrar al sujeto una cantidad de
una fosfatasa humana y polipéptido largo homdlogo a tensina (PTEN-largo) que comprende los restos de
aminoacido consecutivos que tienen la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 1, o un fragmento (no reivindicado) de la
misma que comprende los restos 22 a 516 de SEQ ID NO: 1, o un analogo de la misma que comprende los restos
de aminoacidos consecutivos que tiene la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 5, eficaz para tratar el tumor sélido en
el sujeto.

Un método para inhibir el crecimiento de un tumor sélido en un sujeto que comprende administrar al sujeto una
cantidad de una fosfatasa humana y un polipéptido largo homologo a tensina (PTEN-largo) que comprende los
restos de aminoacidos consecutivos que tienen la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 1, o un fragmento (no
reivindicado) de la misma que comprende los restos 22 a 516 de SEQ ID NO: 1, o un analogo de la misma que
comprende los restos de aminoacidos consecutivos que tienen la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 5, eficaz para
inhibir el crecimiento del tumor soélido en el sujeto.

Un método para inhibir la angiogénesis en un tumor soélido en un sujeto que comprende administrar al sujeto una
cantidad de una fosfatasa humana y un polipéptido largo homélogo de tensina (PTEN-largo) que comprende los
restos de aminoacidos consecutivos que tienen la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 1, o un fragmento (no
reivindicado) de la misma que comprende los restos 22 a 516 de SEQ ID NO: 1, o un analogo de la misma que
comprende los restos de aminoacidos consecutivos que tienen la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 5, eficaz para
inhibir la angiogénesis en el tumor sélido en el sujeto.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 623393 T3

Un método para inducir la apoptosis de una célula epitelial vascular de un vaso sanguineo en un tumor sélido en un
sujeto que comprende administrar al sujeto una cantidad de una fosfatasa humana y un polipéptido largo homoélogo
de tensina (PTEN-largo) que comprende los restos de aminoacidos consecutivos que tienen la secuencia expuesta
en SEQ ID NO: 1, o un fragmento (no reivindicado) de la misma que comprende los restos 22 a 516 de SEQ ID NO:
1, o un analogo de la misma que comprende los restos de aminoacidos consecutivos que tienen la secuencia
expuesta en SEQ ID NO: 5, eficaz para inducir la apoptosis de la célula epitelial vascular en el vaso sanguineo en el
tumor sélido en el sujeto.

En una realizacion de los métodos descritos en el presente documento el tumor es un tumor canceroso. En una
realizacion de los métodos descritos en el presente documento el tumor canceroso es un tumor de las células
gliales, prostata, ovarios, utero, endometrio, mama, melanocitos, rifién, pulmén, colon, cabeza, cuello o pancreas del
sujeto.

En una realizacién de los métodos descritos en el presente documento el tumor canceroso esta activado por PTEN o
por una ruta de PI3K o es negativo a PTEN.

En una realizacion de los métodos descritos en el presente documento el PTEN-largo, o analogo del mismo, o el
fragmento de PTEN-largo, se administra al sujeto por introduccion directa en el tumor soélido. En una realizacion de
los métodos descritos en el presente documento el PTEN-largo, o el analogo del mismo, o el fragmento de PTEN-
largo se inyecta en el tumor solido. En una realizacion de los métodos descritos en el presente documento el PTEN-
largo, o el analogo del mismo, o el fragmento de PTEN-largo se introduce directamente en el tumor sélido mediante
un catéter. En una realizacion de los métodos descritos en el presente documento, el PTEN-largo, o el analogo del
mismo, o el fragmento de PTEN-largo se administra al sujeto mediante introduccién directa en un vaso sanguineo
proporcionandolo al tumor sélido. En una realizacion de los métodos descritos en el presente documento el PTEN-
largo, o el analogo del mismo, o el fragmento de PTEN-largo se inyecta en el vaso sanguineo proporcionandolo al
tumor solido. En una realizacion de los métodos descritos en el presente documento el PTEN largo, o el analogo del
mismo, o el fragmento de PTEN-largo se introduce directamente mediante un catéter en el vaso sanguineo que se
proporciona al tumor sélido. En una realizacion de los métodos descritos en el presente documento el PTEN-largo, o
el analogo del mismo, o el fragmento de PTEN-largo, se administra al sujeto por via intravenosa. En una realizacién
de los métodos descritos en el presente documento, el PTEN-largo, o el analogo del mismo, o el fragmento de
PTEN-largo se administra al sujeto por via subcutanea.

(No reivindicado:)

Un método para el tratamiento de un tumor sélido en un sujeto que comprende administrar al sujeto una cantidad de
un vector de expresion que codifica fosfatasa humana y un polipéptido largo homdlogo de tensina (PTEN-largo) que
comprende la SEQ ID NO: 1, o un fragmento de la misma que comprende los restos 22 a 516 de SEQ ID NO: 1, o
un analogo de la misma que comprende SEQ ID NO: 5, para expresar PTEN-largo, el fragmento de PTEN-largo o el
analogo del mismo, en células del tumor soélido en una cantidad eficaz para tratar el tumor sélido en un sujeto.

Una fosfatasa humana y un polipéptido largo homélogo de tensina (PTEN-largo) que comprende la SEQ ID NO: 1 o
un fragmento (no reivindicado) de la misma que comprende los restos 22 a 516 de SEQ ID NO: 1, o un analogo de la
misma que comprende SEQ ID NO: 5 para su uso en el tratamiento de un tumor sélido en un sujeto, para la
inhibicién del crecimiento de un tumor soélido en un sujeto, para induccion de la apoptosis de una célula epitelial
vascular en un tumor soélido en un sujeto o para inhibir la angiogénesis en un tumor sélido en un sujeto.

En una realizaciéon del compuesto para los usos descritos en el presente documento el tumor es un tumor
canceroso. En una realizacion de los métodos descritos en el presente documento, el tumor canceroso es un tumor
glial, de préstata, de mama, de endometrio, de melanocitos, de rifién o de pulmon.

En una realizacién del compuesto para los usos descritos en el presente documento el tumor canceroso se activa
por PTEN mediante una ruta PI3K o es negativo a PTEN.

Una composicion que comprende la fosfatasa humana y el polipéptido largo homdlogo de tensina (PTEN-largo) que
comprende SEQ ID NO: 1, o un fragmento de la misma que comprende los restos 22 a 516 de SEQ ID NO: 1, o un
analogo de la misma que comprende SEQ ID NO: 5, unido a un agente no peptidico que aumenta la semivida
plasmatica de PTEN-largo, fragmento de PTEN-largo o el analogo de los mismos respectivamente.

En una realizacién, las composiciones descritas en el presente documento comprenden adicionalmente un
transportador farmacéutico. En una realizacion de las composiciones descritas en el presente documento el agente
no peptidico que aumenta la semivida plasmatica es polietilenglicol (PEG). En una realizacion de las composiciones
descritas el PEG esta unido a un extremo C o a un extremo N de PTEN-largo, fragmento de PTEN-largo o el
analogo de los mismos. En una realizacion de las composiciones descritas el agente no peptidico que aumenta la
semivida plasmatica es 9-fluorenilmetil cloroformiato (Fmoc) o (7-sulfo)-9-fluorenilmetoxicarbonilo.
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(No reivindicado:)

Un acido nucleico aislado que codifica una fosfatasa humana y un polipéptido largo homoélogo de tensina (PTEN-
largo) comprende SEQ ID NO: 1, o que codifica un fragmento de la misma que comprende los restos 22 a 516 de
SEQ ID NO: 1, o que codifica un analogo de la misma que comprende SEQ ID NO: 5.

(No reivindicado:)

En una realizacién el acido nucleico comprende los nucleétidos consecutivos que tienen la secuencia expuesta en
SEQ ID NO: 2 o SEQ ID NO: 6. En una realizacion el acido nucleico comprende los restos de nucledtidos
consecutivos 503 a 2243 de la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 2 o SEQ ID NO: 6. En una realizacioén el acido
nucleico comprende nucleétidos consecutivos que tienen la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 3 0 SEQ ID NO: 7.
En una realizacién el acido nucleico comprende los restos de nucleétidos consecutivos 503 a 2243 de la secuencia
expuesta en SEQ ID NO: 3 o SEQ ID NO: 7. En una realizacion el acido nucleico es ARN. En una realizacion el
acido nucleico es ADN. En una realizacion el acido nucleico es ADNc.

(No reivindicado:)

Un vector de expresion que comprende un acido nucleico que codifica fosfatasa humana y polipéptido largo
homologo de tensina (PTEN-largo) que comprende SEQ ID NO: 1, o un fragmento de la misma que comprende los
restos 22 a 516 de SEQ ID NO: 1, o un analogo de la misma que comprende SEQ ID NO: 5.

(No reivindicado:)

Una célula transformada que puede expresar la fosfatasa humana y el polipéptido largo homdlogo de tensina
(PTEN-largo) que comprende SEQ ID NO: 1, o un fragmento de la misma que comprende los restos 22 a 516 de
SEQ ID NO: 1, o un analogo de la misma que comprende SEQ ID NO: 5, en el que la célula tiene integrado en su
genoma un ADN recombinante que codifica PTEN-largo o un analogo del mismo.

(No reivindicado:)

Una célula hospedadora que puede expresar la fosfatasa humana y el polipéptido largo homélogo de tensina (PTEN-
largo) que comprende SEQ ID NO: 1, o un fragmento de la misma que comprende los restos 22 a 516 de SEQ ID
NO: 1, o un analogo de la misma que comprende SEQ ID NO: 5, en el que la célula hospedadora comprende un
plasmido que codifica PTEN-largo o un analogo del mismo.

(No reivindicado:)

En una realizacion la célula hospedadora es una célula bacteriana. En una realizacion la célula hospedadora es una
célula de mamifero.

Un proceso que comprende mezclar (1) fosfatasa humana y polipéptido largo homélogo de tensina (PTEN-largo) que
comprende SEQ ID NO: 1, o un fragmento de la misma que comprende los restos 22 a 516 de SEQ ID NO: 1, o un
analogo de la misma que comprende SEQ ID NO: 5, y (2) un agente no peptidico que aumenta la semivida
plasmatica de PTEN-largo o el analogo del mismo, para preparar PTEN-largo que comprende SEQ ID NO: 1, o el
fragmento del mismo que comprende los restos 22 a 516 de SEQ ID NO: 1, o el analogo del mismo que comprende
SEQ ID NO: 5, unido al agente no peptidico que aumenta la semivida plasmatica del PTEN-largo, fragmento de
PTEN-largo o analogo de los mismos respectivamente.

(No reivindicado:)

Una molécula de acido nucleico aislada que consta de al menos un fragmento de 20 nucleétidos de la secuencia de
acido nucleico de SEQ ID NO: 2 o SEQ ID NO: 6 o un complemento de las mismas que se hibrida especificamente
en condiciones rigurosas con un complemento de la secuencia de acido nucleico de SEQ ID NO: 2 o SEQ ID NO: 6,
o con SEQ ID NO: 2 SEQ ID NO: 6.

(No reivindicado:)
Un anticuerpo aislado, o fragmento del mismo, en el que el anticuerpo o fragmento del mismo se une a (1)
polipéptido PTEN-largo que comprende los restos de aminoacido 1-173 de SEQ ID NO: 1 o (2) un analogo de la

misma que comprende SEQ ID NO: 5 o (3) los aminoacidos que tienen la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 3 o (4)
un fragmento de PTEN-largo que comprende los restos 22 a 516 de SEQ ID NO: 1.

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 623393 T3

(No reivindicado:)

En una realizacion el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal. En una realizacion el anticuerpo es un fragmento de
anticuerpo. En una realizacion el fragmento de anticuerpo es Fab, Fab’, F(ab’), o fragmento Fv. En una realizacion el
fragmento de anticuerpo es un anticuerpo monocatenario. En una realizacion el anticuerpo es un anticuerpo
humanizado.

(No reivindicado:)

Un anticuerpo aislado o fragmento del mismo, en el que el anticuerpo o fragmento del mismo se une a un epitopo
conformacional de PTEN-largo, en el que PTEN largo comprende la secuencia expuesta en los restos 1-173 de SEQ
ID NO: 1, pero en el que el anticuerpo no se une a PTEN.

(No reivindicado:)

En una realizacioén el anticuerpo se une a un epitopo que comprende cualquiera de los restos 153-173 de SEQ ID
NO: 1.

(No reivindicado:)

Un anticuerpo aislado o fragmento del mismo, en el que el anticuerpo o fragmento del mismo se une a un epitopo de
un PTEN-largo, en el que el PTEN-largo comprende la secuencia expuesta en los restos 1-173 de SEQ ID NO: 1,
pero en el que el anticuerpo no se une a PTEN.

(No reivindicado:)
En una realizacion el anticuerpo se une a los restos 153-173, o a una parte de los mismos, de SEQ ID NO: 1.
(No reivindicado:)

Un fragmento peptidico de SEQ ID NO: 1, o SEQ ID NO: 5, cuyo fragmento tiene una actividad antitumoral,
antiangiogénica o antiapoptotica. En una realizacion el péptido comprende 5-10, 10-20, 20-30 o 30-40 aminoacidos.
En una realizacion el péptido comprende los aminoacidos 1-173 de SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO: 5. En una
realizacion el péptido comprende los restos de aminoacidos consecutivos 22 a 516 de SEQ ID NO: 1. En una
realizacion el péptido no comprende los restos de aminoacido consecutivos 174 a 576 de SEQ ID NO: 1 ni SEQ ID
NO: 5.

Como se usa en el presente documento, una cantidad “profilacticamente eficaz” de una sustancia es una cantidad
efectiva para prevenir o retrasar la aparicion de una afeccidon patolégica determinada en un sujeto al cual se le
administra la sustancia.

Como se usa en el presente documento, una cantidad “terapéuticamente eficaz” de una sustancia es una cantidad
eficaz para tratar, mejorar o disminuir un sintoma o causa de una afeccion patologica determinada en un sujeto que
padece la misma, sujeto al que se le administra la sustancia.

En una realizacion, la cantidad terapéutica o profilacticamente eficaz es de aproximadamente 1 mg de agente/sujeto
a aproximadamente 1g de agente/sujeto por dosificacion. En otra realizacion, la cantidad terapéutica o
profilacticamente eficaz es de aproximadamente 10 mg de agente/sujeto a 500 mg de agente/sujeto. En una
realizacion adicional, la cantidad terapéutica o profilacticamente eficaz es de aproximadamente 50 mg de
agente/sujeto a 200 mg de agente/sujeto. En una realizacion adicional, la cantidad terapéutica o profilacticamente
eficaz es de aproximadamente 100 mg de agente/sujeto. En otra realizacion adicional mas, la cantidad terapéutica o
profilacticamente eficaz se selecciona de 50 mg de agente/sujeto, 100 mg de agente/sujeto, 150 mg de
agente/sujeto, 200 mg de agente/sujeto, 250 mg de agente/sujeto, 300 mg de agente/sujeto, 400 mg de
agente/sujeto y 500 mg de agente/sujeto.

“Administracion” de un agente puede efectuarse o realizarse usando cualquiera de los diversos métodos y sistemas
de suministro conocidos por el experto en la técnica. La administracion puede ser, por ejemplo, intravenosa, oral,
nasal, intraperitoneal, mediante el liquido cefalorraquideo, mediante implante, transmucosa, transdérmica,
intramuscular, intravascular, intraarterial, intracoronaria, intramiocardica o subcutanea.

La expresion “analogo de PTEN-largo” incluye polipéptidos que tienen uno o mas aminoacidos modificados, pero
que conservan al menos 90 % de similitud de secuencia con SEQ ID NO: 1, y que conservan o mejoran la actividad
de la inhibicién del crecimiento tumoral medida mediante el estudio in vivo descrito a continuacién en el presente
documento. El propio PTEN (es decir el polipéptido definido solo por los restos 174-576 de SEQ ID NO: 1) se
excluye expresamente.
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La expresion “variante PTEN-larga” incluye polipéptidos que tienen uno o mas aminoacidos adicionales, que tienen
tipicamente menos de 5 aminoacidos adicionales en cualquiera del extremo N o extremo C de PTEN, o en ambos, y
que conserva o mejora la actividad de la inhibicion del crecimiento tumoral medida mediante el estudio in vivo
descrito en el presente documento a continuacién que se mantiene.

La expresion “variante analoga de PTEN-largo” incluye polipéptidos que tienen uno o mas aminoacidos adicionales,
tipicamente que tienen menos de 5 aminoacidos adicionales en cualquiera del extremo N o extremo C del analogo
de PTEN-largo (es decir, SEQ ID NO: 5), o en ambos, y que conserva o mejora la actividad de la inhibicién del
crecimiento tumoral medida mediante el estudio in vivo descrito a continuacién en el presente documento que se
mantiene.

Todas las realizaciones que hacen referencia en el presente documento a un analogo de PTEN-largo son aplicables
cambiando lo que deba cambiarse a una variante de PTEN-largo.

PTEN-largo algunas veces se denomina PTEN-beta, PTEN-§3, PTEN-S.

Los sistemas de suministro de farmacos inyectables para PTEN-largo, analogo de PTEN-largo, variante de PTEN-
largo, variante analoga de PTEN-largo o conjugados de cada uno de los mismos incluyen soluciones, suspensiones,
geles, microesferas e inyectables poliméricos y pueden comprender excipientes tales como agentes alteradores de
la solubilidad (por ejemplo, etanol, propilenglicol y sacarosa) y polimeros (por ejemplo, policaprilactonas y PLGA).
Los sistemas implantables incluyen varillas y discos y pueden contener excipientes tales como los ejemplos no
limitantes PLGA y policaprilactona.

Los sistemas de suministro oral para las composiciones y compuestos de la invencion incluyen comprimidos y
capsulas. Estos contienen excipientes tales como aglutinantes (por ejemplo hidroxipropilmetilcelulosa,
polivinilpirrolidona, otros materiales celulésicos y almidén), diluyentes (por ejemplo, lactosa y otros azicares,
almidon, fosfato dicalcico y materiales celuldsicos), agentes disgregantes (por ejemplo, polimeros de almidén y
materiales celuldsicos) y agentes lubricantes (por ejemplo, estearatos y talco).

Los sistemas de suministro transmucoso para las composiciones y compuestos de la invencion incluyen parches,
comprimidos, supositorios, pesarios, geles y cremas y pueden contener excipientes tales como solubilizantes y
potenciadores (por ejemplo, propilenglicol, sales biliares y aminoacidos) y otros vehiculos (por ejemplo
polietilenglicol, ésteres de acidos grasos y derivados y polimeros hidréfilos tales como hidroxipropilmetilcelulosa y
acido hialurénico).

Los sistemas de administracion dérmica para las composiciones y compuestos de la invencioén incluyen, por ejemplo,
geles acuosos y no acuosos, cremas, emulsiones multiples, microemulsiones, liposomas, pomadas, soluciones
acuosas y no acuosas, lociones, aerosoles, bases de hidrocarburos y polvos y pueden contener excipientes tales
como solubilizantes, potenciadores de la permeacion (por ejemplo, acidos grasos, ésteres de acidos grasos,
alcoholes grasos y aminoacidos) y polimeros hidrofilos (por ejemplo, policarbofil y polivinilpirrolidona). En una
realizacion, el transportador farmacéuticamente aceptable es un liposoma o un potenciador transdérmico.

Las soluciones, suspensiones y polvos para sistemas de suministro reconstituibles para las composiciones vy
compuestos de la invencion incluyen vehiculos tales como agentes de suspension (por ejemplo, gomas, xantanas,
materiales celuldsicos y azucares), humectantes (por ejemplo sorbitol), solubilizantes (por ejemplo, etanol, agua,
PEG y propilenglicol), tensioactivos (por ejemplo, laurilsulfato sédico, Spans, Tweens y piridin cetilo), conservantes y
antioxidantes (por ejemplo, parabenos, vitaminas E y C y acido ascérbico), agentes antiapelmazamiento, agentes de
recubrimiento y agentes quelantes (por ejemplo, EDTA).

Como se usa en el presente documento, “ATR 5™ es la region traducida alternativamente 5’ como se describe en la
seccion Experimental mas adelante en el presente documento.

Como se usa en el presente documento, un “transportador farmacéutico” es un disolvente, agente de suspension o
vehiculo farmacéuticamente aceptable, para el suministro de los compuestos o composiciones de la presente
invencion a un animal o un ser humano. El transportador puede ser liquido, aerosol, gel o sélido y se selecciona con
la manera planificada de administracion en mente.

Un "agente no peptidico” significara cualquier entidad quimica, incluyendo, sin limitacién, un glicomero, un polimero,
una molécula pequefa (es decir, una molécula basada en hidrocarburo o una molécula organica que tiene un peso
molecular menor de 1.000), un lipido, un liposoma. Los ejemplos de agentes no peptidicos incluyen, pero sin
limitacion, PEG, Fmoc y FMS.

“Tumor Sdlido” como se usa en el presente documento incluye tumores solidos cancerosos y no cancerosos. Los
tumores solidos cancerosos incluyen sin limitacion cancer del tracto biliar; cancer de cerebro, incluyendo
glioblastomas y meduloblastomas; cancer de mama; cancer de cuello uterino; coriocarcinoma; cancer de colon;
cancer endometrial; cancer esofagico; cancer gastrico; neoplasmas intraepiteliales, incluyendo enfermedad de
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Bowen y enfermedad de Paget; cancer de higado; cancer de pulmén; linfomas, incluyendo enfermedad de Hodgkin y
linfomas linfociticos; neuroblastomas; cancer oral, incluyendo carcinoma de células escamosas; cancer de ovario,
incluyendo los que surgen de células epiteliales, células estromales, células germinales y células mesenquimaticas;
cancer de pancreas; cancer de prostata; cancer -colorrectal; sarcomas, incluyendo leiomiosarcoma,
rabdomiosarcoma, liposarcoma, fibrosarcoma y osteosarcoma; cancer de piel, incluyendo melanoma, sarcoma de
Kaposi, cancer basocelular y cancer de células escamosas; cancer testicular, incluyendo tumores germinales
(seminoma, no seminoma [teratomas, coriocarcinomas]), tumores estromales y tumores de células germinales;
cancer tiroideo, incluyendo adenocarcinoma tiroideo y carcinoma medular; y cancer renal incluyendo
adenocarcinoma y tumor de Wilms, pero excluye tumores de tejidos no solidos tales como leucemias y otros
neoplasmas hematoldgicos, incluyendo leucemia linfocitica aguda y mielégena; mieloma mdltiple; leucemias
asociadas con SIDA y linfoma de leucemia de linfocitos T adultos.

La SEQ ID NO: 1 del listado de secuencias es la secuencia de la proteina PTEN-largo de longitud completa. Los
restos de aminoacidos 1 a 173 de SEQ ID NO: 1 representan los nuevos restos de PTEN-largo que estan
codificados por la secuencia de ARNm de la ATR 5’ (véase la descripcion de SEQ ID NO: 2 mas adelante). La
metionina iniciadora candnica de PTEN es el resto de aminoacido 174 de SEQ ID NO: 1.

La SEQ ID NO: 2 es la secuencia de ARNm de PTEN-largo de longitud completa. La secuencia ATR 5 de PTEN-
largo comienza en el nucledtido 513 de SEQ ID NO: 2, el coddn de inicio CUG no canodnico y finaliza en el nucleétido
1031 de SEQ ID NO: 2. La ATR 5’ esta en fase con la fase de lectura abierta de PTEN, que comienza en el codén
de inicio AUG candnico en el nucleétido 1032 de SEQ ID NO: 2 y acaba en el nucleétido 2243 de SEQ ID NO: 2. Por
tanto, la fase de lectura abierta de PTEN-largo se extiende desde el nucledtido 513 de SEQ ID NO: 2 al nucleétido
2243 de SEQ ID NO: 2 y conduce a la adicion de 173 aminoacidos en el extremo N de PTEN. La proteina se
denomina PTEN-largo.

SED ID NO: 3 es el ADNc que corresponde a la secuencia de ARNm de PTEN-largo de longitud completa.

SEQ ID NO: 4 es el péptido de la secuencia de la proteina PTEN-largo que comprende los restos de aminoacido 153
a 173 de SEQ ID NO: 1. Este unico péptido representa un Unico epitopo procedente de PTEN-largo que no se
encuentra en PTEN.

SEQ ID NO: 5 es una secuencia de proteina analoga de PTEN-largo de longitud completa. El resto de aminoacido 1
de PTEN-largo se ha cambiado de Leu a Met en el analogo para aumentar las producciones de la proteina.

SEQ ID NO: 6 es la secuencia de ARNm analoga de PTEN-largo de longitud completa modificada. La secuencia
ATR 5’ del analogo de PTEN-largo comienza en el nucleétido 513 de SEQ ID NO: 6 en el codén de inicio AUG
modificado por ingenieria genética, y finaliza en el nucleétido 1031 de SEQ ID NO: 6.

SEQ ID NO: 7 es el ADNc modificado correspondiente a la secuencia de ARNm analoga de PTEN-largo de longitud
completa modificado.

Cuando se da un intervalo en la memoria descriptiva, se entiende que el intervalo incluye todos los nimeros enteros
y 0,1 unidades dentro de ese intervalo, y cualquier subintervalo de los mismos. Por ejemplo, un intervalo de 77 a
90 % incluye 77,0 %, 77,1 %, 77,2 %, 77,3 %, 77,4 %, 77,5 %, 77,6 %, 77,7 %, 77,8 %, 77,9 %, 80,0 %, 80,1 %,
80,2 % 80,3 %, 80,4 %, 80,5 %, 80,6 %, 80,7 %, 80,8 %, 80,9 % y 90,0 %, asi como el intervalo de 80 % a 81,5 %,
etc.

La presente invencion se entendera mejor con referencia a los detalles experimentales a continuacion.
Detalles experimentales

El supresor tumoral PTEN es uno de los genes mas cominmente alterados en cancer. Funciona como una fosfatasa
lipidica de fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato que a su vez suprime la sefializacién oncogénica de la fosfatidilinositol 3-
quinasa (PI3K) y Akt. La inspeccion del ARNm de PTEN revel6 que la region no traducida (UTR) 5’ esta en fase con
la fase de lectura abierta (ORF) de PTEN por 770 pb. Dentro de esta ORF UTR, hay un codén de inicio CUG
alternativo dentro de una secuencia Kozak débil cadena arriba de 513 pares de bases del codén de inicio AUG
canonico. Aunque la expresion de la ORF de PTEN canodnica genera una proteina que migra a aproximadamente
55 kDa, la expresion del ADNc de PTEN que contiene la UTR 5 puede generar una segunda proteina de 70 kDa
denominada PTEN-larga. La mutacion de los sitios de inicio indica que la PTEN de 55 kDa esta generada a partir de
la traduccion del coddn de inicio canénico mientras que el PTEN-largo se inicia desde el sitio de inicio alternativo
cadena arriba. La inmunotransferencia con diferentes anticuerpos PTEN demuestran la presencia endégena de
PTEN largo en lineas celulares multiples. Estudios knockdown y knockout en células SE de ratdn confirmaron que
esta proteina mas larga era de hecho PTEN. La secuencia de la proteina N terminal afadida codificaba un péptido
de sefal y sitio de escision, indicando que PTEN-largo entra en la ruta secretora. PTEN-largo se une
preferentemente a la lectina concanavalina A, demostrando que esta glucosilada. Ademas, PTEN-largo puede
purificarse de medios acondicionados mediante purificacion por afinidad usando tanto un anticuerpo contra PTEN
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asi como heparan sulfato. PTEN-largo es también sensible a degradacién en un ensayo de proteccion de proteasa in
vivo mientras que PTEN normal no lo es, indicando que PTEN-largo se localiza fuera de la membrana celular.

Reactivos, lineas celulares y anticuerpos - Proteinasa K y concanavalina A se adquirieron en Sigma (St. Louis, MO).
Las columnas de Heparin sefarosa y Heparin HiTrap HP se adquirieron en Amersham (Piscataway, NJ). Los
anticuerpos contra PTEN se adquirieron en Cell Signaling (Danvers MA) y Cascade (Winchester MA). El anticuerpo
de Akt se obtuvo en Cell Signaling (Danvers MA) y el anticuerpo de E cadherina de Upstate Millipore (Billerica, Ma).
Un anticuerpo purificado por afinidad policlonal suscitado contra el epitopo PRHQQLLPSLSSFFFSHRLPD (SEQ ID
NO: 3), encontrado en la traduccion novedosa de PTEN, se realizé por Zymed Laboratories (South San Francisco,
CA). Los anticuerpos secundarios se adquirieron en Pierce (Rockford, IL). HEK293, ZR-75-1, SKBR-3, MDAMB-361,
BT549 y PC3 se obtuvieron en la ATCC (Manassas, VA) y se cultivaron de acuerdo con la normativa proporcionada.

Plasmidos y construcciones - pCEP4-PTEN, que codifican la fase de lectura abierta completa de PTEN y la regién 5’
no traducida se generé como se ha indicado anteriormente clonando el ADNc de PTEN (depositado en el NCBI
como U90351) en el sitio Notl de pCEP4 (Invitrogen) (Simpson et al. 1998). La UTR 5’ se extendié adicionalmente en
este plasmido ligando una secuencia codificante adaptadora cadena arriba del sitio de restriccion Notl original usado
para clonacién. El adaptador codificé hasta 10 pares de bases cadena arriba del primer codén de inicio CTG
alternativo posible localizado en -513 del sitio de inicio candnico. Un adaptador en el que el supuesto sitio de inicio
alternativo se muté a ATG también se usé para crear un segundo conjunto de construcciones de expresion en el que
la forma larga podria expresarse de un modo eficaz. Adicionalmente también se realizé mutagénesis del codén de
inicio canonico contra ATA, produciendo un total de 4 construcciones diferentes (Figura 5.1). Estas 4 variaciones, asi
como la fase de lectura abierta de PTEN original también se subclonaron en el vector de retrovirus MSCV (Clontech,
Mountainview, CA) para la expresion estable por infeccion.

Ensayo de proteccion de proteasa - células HEK293 se recogieron en PBS enfriado con hielo sin tripsina y se
incubaron 5 x 10° alicuotas celulares durante 30 minutos con concentraciones en aumento de proteinasa K, de
0,5 ug/ml a 10 ug/ml. Se incluyé un control con Triton 0,1 % para verificar la capacidad de la proteinasa K para
degradar las proteinas indicadas. La reaccion se detuvo con PMSF 5 mM. Las células se lisaron en tampon de
muestra Laemmli 2x (Tris 125 nM pH 6,8, glicerol al 20 %, azul de bromofenol al 0,05 %, SDS al 4 %, 2-
mercaptoetanol al 10 %) y se inmunotransfirieron para PTEN, Akt y E-cadherina.

Purificacién de PTEN de higados de ratén - Higados de ratones C57BL6 se ultracongelaron en nitrégeno liquido, se
pulverizaron y se resuspendieron en tampén TNN (Tris 50 mM pH 7,4, NaCl 150 mM, 0,5 % NP-40, EDTA 5 mM,
glicerol al 3%, DTT 1 mM, Inhibidores de Coctel de Proteasa de Mamifero 1x [Sigma]). La suspension se
homogeneizé con un mortero y se centrifugé a 40.000 RPM a 4 grados durante 1 hora. El sobrenadante se filtro
sucesivamente con filtros de 0,45 micrémetros y 0,22 micrémetros. Una columna de exclusidon de tamafio de
sephacryl 200 (Amersham) se preequilibré con TMN y la muestra se aplicé a una velocidad de 0,3 ml/h, seguido de
tampon. Se recogieron fracciones de 2 ml y las muestras de bajo peso molecular se agruparon y aplicaron a una
columna preequilibrada HiTrap de Hepain HP (Amersham). La columna se lavé con tres volimenes de columna de
TNN y la proteina se eluyd con 3 volimenes de columna graduales de soluciones TNN NaCl 0,3 M, 0,5My 1 M. Las
fracciones se recogieron en incrementos de 0,5 ml y se realizo la inmunotransferencia para PTEN.

Purificacion de heparin PTEN de los medios - células HEK293 se cultivaron hasta la confluencia en medio DMEM
con FBS al 10 % en placas de 15 cm. Las células se incubaron durante una noche con 15 ml de DMEM sin FBS. Los
medios de 20 placas se recogieron y filtraron a través de un filtro de 0,45 micrémetros. Una columna de HP Heparin
1 ml se equilibr6 con DMEM usando AktaPrime (AmershamBioscience) usando un flujo de 4 ml/min a 4 °C. Después,
los medios acondicionados se pasaron a través de una columna a 1 ml/min. La columna se lavé con 10 voliumenes
de BC200 (NaCl 200 mM, T Tris 50 mM pH 7,4, EDTA 1 mM, Tritdon X-100 al 0,2 %). Las proteinas se eluyeron con
5 ml de NaCl 1 M a 1 ml/min en fracciones de 1 ml. La concentracion de las proteinas de cada fraccion se determiné
mediante una DO a 280 nm. La mitad de cada fraccidon se precipité con acido tricloroacético al 20 %, se lavé con
acetona fria secada al vacio. La proteina se reconstituy6 en 20 ul de tampén de lisis Laemmli y se inmunotransfirié
usando un anticuerpo contra PTEN y PTEN-largo.

Purificacion de PTEN a partir de suero - Se obtuvo suero humano de plasma AB en Sigma. 1 ml de suero se filtré a
través de un filtro de 0,45 micrémetros y se purificd previamente de anticuerpos usando proteina A/G agarosa
durante una incubacién de 1 hora. La heparin-agarosa se incub6 con el suero previamente purificado durante una
noche junto con un control de sefarosa y se lavo al dia siguiente con BC150 (NaCl 150 mM, Tris 25 mM pH 7,4, NP-
40 al 1 %, Desoxicolato Sédico al 0,25 %, EDTA 1 mM). Las proteinas se eluyeron con tampén de muestra laemmli y
se inmunotransfirieron para PTEN o solo anticuerpo secundario para la contaminacion de la cadena pesada.

Inmunoprecipitacion de Concanavalina A - células HEK293 se lisaron a subconfluencia con BC500 (NaCl 500 mM,
Tris 20mM a pH 7,4, Triton X-100 al 1 %, MnCl> 1 mM, CaCl; 1 mM, Céctel Inhibidor de Proteasa 1x). El lisado
celular se centrifugd y se filtr6. Las inmunoprecipitaciones se realizaron con 20 microlitros de concanavalina A
sefarosa (Sigma) durante 1 hora a 4 °C. La resina se lavo con BC500 y la proteina se eluyé con tampon de muestra
Laemmli.
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Resultados
EI ARNm de PTEN tiene un sitio de partida de inicio alternativo cadena arriba.

El ARNm de PTEN depositado en NCBI (Li y Sun 1997, Steck, Pershouse et al. 1997) contiene una UTR 5’
extensiva. Aproximadamente 770 pb de secuencia continua en la region UTR 5’ esta en fase con el coddn de inicio.
En esta region no estan codificadas metioninas; sin embargo, hay diversos codones CUG de inicio alternativos que
comienzan en -519 desde el coddn de inicio candnico. La traduccion de esta secuencia no reveld dominios
identificables de acuerdo con el scansite (scansite.mit.edu) y prosite (www.ebi.ac.uk/ppsearch). La traduccién de
toda esta region afadiria 173 aminoacidos a PTEN aumentando su masa molecular a aproximadamente 70
kilodalton (Figura 2 y SEQ ID NO: 1).

El alineamiento de otros ortélogos de PTEN reveld que la secuencia traducida de la UTR de Homo sapiens puede
encontrarse en las fases de lectura abierta de PTEN de diversas especies. Pan troglodytes, Bos taurus, Apis
mellifera y Caenorhabditis elegans todos contienen homadlogo de secuencia de proteina del producto traducido de la
UTR 5’ de Homo sapiens (Figura 3). Adicionalmente, el alineamiento de la UTR 5’ de Homo sapiens y de la UTR 5’
de PTEN de Mus musculus mostré una amplia homologia de nucleétidos (no mostrada). La UTR 5 de Mus musculus
se tradujo en fase con el coddn de inicio candnico para 522 pares de bases y reveld una secuencia de proteina
altamente homologa cuando se comparo con la traduccion de la UTR 5’ de Homo sapiens (Figura 5.3). La homologia
de la UTR 5’ y la presencia real de la secuencia de aminoacidos precedente de la UTR 5 de Homo sapiens en las
proteinas traducidas de otras especies es indicativa de la importancia evolutiva de esta secuencia.

EI ARNm de PTEN puede iniciar la traduccién de un sitio cadena arriba alternativo. La sobreexpresion de la ORF de
PTEN gener6 una uUnica banda de proteina a 55 kDa. La inclusién de la UTR 5’ dio como resultado una segunda
banda de proteina mas grande de aproximadamente 70 kDa. Una banda de proteina mas grande en
inmunotransferencias de PTEN también estaba presente en diversas lineas celulares enddégenamente y fue
detectable por anticuerpos monoclonales diferentes (Figura 4). Esta banda de proteina mas larga también estaba
presente en células ES de tipo silvestre de ratén y no estaba en células ES de raton knockout de PTEN y disminuyo
en clones ES de raton que expresaban establemente el ARNhc de PTEN (Figura 4). El knockdown de la proteina
PTEN humana en células HEK293 usando ARNic también causé un knockdown de la proteina de 70 kDa.

Expresion de un plasmido que codifica la ORF de PTEN en la linea celular PC3 PTEN nula dio como resultado la
generacion de una proteina de 55 kDa. Cuando los plasmidos que también codificaban la UTR 5 se
sobreexpresaban, se producia una proteina de 70 kDa. La mutacién del supuesto coddn de inicio cadena arriba de
CTG a ATG (Figura 1, “ATG/ATG”) cambié predominantemente el patrén de inmunotransferencia a la forma de
70 kDa (Figura 4). La banda de 55 kDa también se confirmé como originaria desde el codén de inicio ATG por
mutagénesis (Figura 4 “CTG/ATA”).

Por tanto, la UTR 5’ fue suficiente para iniciar la traducciéon de una forma mas larga de PTEN. Por consiguiente, la
UTR 5 se denomind ATR 5 por Region Alternativamente Traducida y la proteina mas larga se denominé “PTEN-
largo”.

Se gener6 un anticuerpo policlonal purificado por afinidad contra aminoacidos traducidos desde la ATR 5’ y se uso
para confirmar la produccion de PTEN-larga recombinante en estudios de sobreexpresion asi como la forma
enddgena en células HEK293 (Figura 4). A partir de toda de la inmunotransferencia del lisado de células completas
de células HEK293 y de estudios de sobreexpresion en células PC3, aparecieron formas multiples de PTEN-largo
indicando bien posibles modificaciones postraduccionales, formas de corte y empalme no documentadas o incluso
codones de inicio alternativo en la ATR &’

PTEN-Iargo codifica un péptido senal N terminal

La secuencia N terminal de PTEN-largo contiene un tramo largo de alaninas que podria ser indicativo de bien una
secuencia transmembrana o un péptido sefal. El analisis de la secuencia traducida usando SignallP 3.0 predijo con
un grado de probabilidad alto (>95 %) que la secuencia contenia un péptido sefial (Figura 5). Un péptido sefal
comprende caracteristicamente aminoacidos basicos seguido de un tramo hidréfobo. La supuesta hélice
transmembrana hidréfoba se rompe por una prolina y esta seguida por una secuencia algo polar. También se predijo
que la secuencia se escindia indicando que la proteina debia liberarse en el lumen del RE.

PTEN esta glucosilada

Una de las caracteristicas de las proteinas secretadas y extracelulares es la adicion de residuos de azucar
complejos en el aparato de golgi, un proceso conocido como glucosilaciéon. Los azicares pueden afadirse a las
asparaginas en la secuencia consenso N-X-S/T (X no puede ser prolina) mediante N-glucosilacion (Gupta y Brunak
2002); los grupos hidroxilo de las serinas, treoninas y tirosinas también pueden ser la diana de lo que se denomina
O-glucosilacion (Julenius, Molgaard et al. 2005). PTEN tiene sitios de O-glucosilacion multiples, pero solo un sitio de
N-glucosilacion. La lectina concanavalina A, que se une a residuos de azlcar, se usd en un ensayo de
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inmunoprecipitacion para determinar si una parte del complemento PTEN en células HEK293 estaba glucosilado. A
partir de estas células se purificé una mezcla de PTEN que era aproximadamente 50 % de PTEN-largo (Figura 6).
Esto muestra que PTEN-largo esta glucosilado y que bien la forma citoplasmatica de 55 kDa de PTEN esta
glucosilada o que PTEN-largo esta extracelularmente escindido.

PTEN-Iargo se une a heparan y se encuentra en la superficie celular

PTEN unido a diversos proteoglucanos, tales como sindecanos y glipicanos, que se encuentran unidos a la hoja
externa de la membrana. Estos proteoglucanos son dos de las moléculas extracelulares heparanizadas (Blero,
Zhang et al. 2005). Previamente se demostré que PTEN tenia una alta afinidad por especies altamente cargadas
con carga negativa, una propiedad de PTEN que conduce a su preferencia de PIP3 altamente aniénico (Das, Dixon
et al. 2003). Como heparan es una de las moléculas biolégicas mas negativamente cargadas, fue posible que el
heparan pudiese mediar la unién de PTEN con la matriz extracelular. Usando extractos de proteina de higados de
ratén, se descubrié que PTEN se unia a heparan con alta afinidad. Adicionalmente, la elucién continua de PTEN de
una columna de agarosa heparina usando NaCl 1 M, también eluyé PTEN-largo (Figura 7).

El PTEN-largo adherido a la superficie externa de una membrana celular, debe ser sensible a degradacion por
proteasas. En el ensayo de proteccion de proteasas, se incubaron células vivas con una proteasa y solo se
degradaron las proteinas extracelulares ya que la membrana lipidica es impermeable a la proteasa y sirve para
proteger todas las proteinas intracelulares. Las células HEK293 se retiraron del cultivo adherente con suave
agitacion con PBS y se suspendieron con concentraciones crecientes de proteinasa K. La reaccion se detuvo con
PMSF vy las células se lisaron con tampdn de laemlli. PTEN-largo presento sensibilidad al tratamiento con Proteinasa
K junto con E-cadherina, que es una proteina extracelular conocida (Figura 8). Por otro lado PTEN mostré una
sensibilidad a proteasa moderada, que indica que alguna parte de la especie de 55 kDa es también extracelular (ya
que esta glucosilada) o se produjo alguna lisis celular durante el ensayo que expuso PTEN citoplasmatico a
Proteinasa K. Se incluyé un control con triton permeabilizador de membrana para demostrar que PTEN podia
degradarse si se exponia a Proteinasa K. Queda aun por ver si esta es la forma de PTEN apropiada o una escindida
de PTEN-largo que migra a 55 kDa y conserva el epitopo C terminal del anticuerpo PTEN. Estos datos indican que
PTEN-largo esta en la superficie celular.

PTEN-largo soluble se secreta en los medios.

La posibilidad de que una parte de la proteina sea soluble y se libere en el entorno extracelular. Heparin sefarosa se
uso para purificar por afinidad PTEN-largo de medio sin suero acondicionado en células HEK293. La elucién de la
columna revel6 la presencia de PTEN en los medios que migraban a un peso molecular de 50 kDa (figura 9). Una
inmunotransferencia con el anticuerpo especifico de PTEN-largo revel6 la misma especie de 50 kDa, indicando que
esta proteina conserva la secuencia traducida del sitio de inicio alternativo y la secuencia del epitopo C terminal del
anticuerpo monoclonal PTEN. Esto implica fuertemente que la parte de PTEN observada era de 55 kDa que en
efecto es un producto de traduccion escindido que se origina a partir del codén de inicio cadena arriba.

La secrecion de PTEN en el medio se confirmd adicionalmente por sobreexpresion de PTEN-largo en células
HEK293 transfectadas con la construccion ATG/ATG. Estas células se usaron para producir medios acondicionados
sin suero durante una noche y el anticuerpo monoclonal PTEN 6H2.1 se usé para inmunoprecipitar PTEN de 1 ml de
los medios. La banda de PTEN mas larga se inmunoprecipitd con éxito de los medios junto con la banda de 55 kDa
mas pequeina. Dado que la proteina se sobreexpresé, el procesamiento adecuado de la proteina probablemente no
se produjo lo que dio como resultado la secrecion de PTEN de 70 kDa de tamafio completo.

PTEN se encuentra en suero humano.

Una de las mejores fuentes de material fisioldgico secretado es el suero. Se uso heparin sefarosa para purificar por
afinidad PTEN de suero humano. El suero humano se centrifugd y se filtré para retirar la materia particulada.
Después se diluyé a 1:5 en BC150 y se preaclar6 ampliamente con proteina A/G para retirar la 1gG. El suero se
incubd en lotes con una pequefa cantidad de heparin sefarosa. La heparin sefarosa se eluyé con tampon de laemmli
y el eluato se transfiri6 para PTEN y solo para anticuerpo secundario para descartar contaminacion de la cadena
pesada. Tanto PTEN como PTEN-largo se descubrieron en suero humano (figura 10).

Actividad antiangiogénica de PTEN-largo

La funcién antiangiogénica de PTEN-largo se muestra por lo siguiente: (1) PTEN-largo se expresa normalmente de
forma débil en la retina en desarrollo del ratéon pero se observa expresion a alto nivel en vasos sanguineos que
experimentan involucion/muerte celular durante el desarrollo neonatal (Figura 11); (2) PTEN-largo se encuentra en
vasos sanguineos en apoptosis en tumores. Adicionalmente, las células epiteliales tratadas con PTEN-largo,
purificadas parcialmente de células transfectadas, inhibieron la migracién celular e indujeron la apoptosis (Figura
12). PTEN-largo purificado también puede inducir la muerte celular asociada a la activacion de la apoptosis en
células endoteliales HUVEC, U87 o en células 293 en cultivo, medido por escision de caspasa-3.
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Actividad in vivo antitumoral y antiangiogénica de PTEN-largo

La Figura 13 muestra el tratamiento de ratones con PTEN-largo (A) Se inyecto la linea de células de glioblastoma
U87 en ratones (n = 5) para formar xenoinjertos en 2 sitios (izquierda y derecha) en las almohadillas de grasa
mamaria. Después del injerto tumoral en un tumor se inyecto directamente PTEN-largo y el tumor contralateral no se
inyectd (con PTEN-largo). También se inyectdé en un conjunto de 5 ratones de control (Vector Vacio) una
preparacion de proteina purificada simulada procedente de células transfectadas con vector vacio. De nuevo el
tumor contralateral no se inyecté (con Vector Vacio). Los ratones se trataron los dias 1-11 y los dias 13-14. El
diametro mas grande (cm) se midi6 con calibradores los dias indicados. Los ratones se sacrificaron cuando el
volumen tumoral alcanzé 21 cm. (B) La proteina se prepard por transfeccion de un vector de expresion de PTEN-
largo en células 293 y se purificé parcialmente usando una resina de afinidad V5 seguido por elucidon con péptido V5.
La Figura 14 muestra la fraccion de supervivencia de los ratones (en dias) tratados con inyecciones de control de
PTEN-largo durante 14 dias.

Tincién de retina

La tincion para PTEN-largo y vasos sanguineos en la retina murina p7 reveld que PTEN-largo tefiia selectivamente
los vasos hialoideos que estan comenzando a retroceder en este punto en el desarrollo vascular retinal murino. El
anticuerpo contra PTEN-largo se dirigio contra el epitopo: N-PRHQQLLPSLSSFFFSHRLPD-C (SEQ ID NO: 3). La
tincion de los vasos fue con BSl-lectina.

Purificaciéon

En un método para la purificacion de PTEN-largo, células 293 se transfectaron con PTEN-largo ATG/ATG y el lisado
celular se pas6 sobre una columna de afinidad Ni+. PTEN-largo se purific6 coherentemente usando una columna
Ni+ en el purificador AKTA usando un tampén de elucion de imidazol.

Regresion tumoral

Xenoinjertos de células U87 transfectados antes de inyeccion con PTEN (orf aminoacidos 403) o PTEN-largo. A los
7 dias después de la inyeccion hubo una reduccion en los vasos sanguineos mamarios en la cohorte que
sobreexpresaba PTEN-largo en comparacion con la cohorte que sobreexpresaba PTEN (n = 4 de 4). Esto sugiere
que PTEN-largo puede afectar al entorno tumoral.

Analisis

Una segunda banda de proteina mas larga en inmunotransferencias de PTEN de lisados celulares y tejido se
observo regularmente. Las pruebas que confirmaban que la banda mas larga es PTEN incluian: las bandas de
proteina mas largas se detectaron mediante diferentes anticuerpos monoclonales de PTEN; la proteina mas larga
estaba ausente cuando las células se trataron con ARNic contra PTEN o el locus PTEN estaba desactivado en
ratones. Se observé que la UTR 5’ de PTEN estaba en fase para mas de 700 pares de bases con el codén de inicio
clasico de PTEN. Adicionalmente, habia un codén CUG de 522 pares de bases cadena arriba de PTEN, que, si se
traducia, podria representar el tamafio de la banda de proteina mas grande en inmunotransferencias PTEN. Aunque
esto no esta asociado a una secuencia Kozak fuerte, si conserva la secuencia de citosina -1 y guanosina +1.
Cuando se traduce y afiade a la ORF de PTEN, deberia crearse una proteina de aproximadamente 70 kDa, que es
la masa molecular de la banda PTEN mas larga que se ha observado.

La traduccion de esta secuencia ya existia en diversos ortdlogos de PTEN dentro de su secuencia codificante actual.
La UTR 5’ de raton también se inspecciond debido a que se habia observado una banda similar en lisados de tejido
de ratén. La secuencia de nucledtidos de la UTR 5’ de raton era altamente homologa a la UTR 5’ de Homo sapiens y
de manera similar en fase con el codén de inicio. Existen dos posibles codones de inicio alternativos a -522 y -516 y
una traduccion de esta secuencia de los sitios revela la secuencia de aminoacidos 90 % + homodloga a la secuencia
de Homo sapiens. La conservacion de esta supuesta proteina es notable y demuestra una importancia evolutiva de
esta secuencia. Para describir mejor esta secuencia, se renombro a la ATR 5’ o region alternativamente traducida de
PTEN para describir su potencial para la traduccion.

Se construyo6 un plasmido en el que la fase de lectura abierta de PTEN se cloné junto con la ATR 5’ y la expresion
de esta PTEN recombinante se comparé solo con la fase de lectura abierta que producia 403 aminoacidos
canonicos. La inclusiéon de la ATR 5’ generd una segunda banda de proteina de PTEN mas grande que migraba a
aproximadamente 70 kDa en comparacién con los plasmidos de expresion que solo contenian la ORF candnica de
PTEN, que cre6 una sola banda que migraba a 55 kDa. La proteina mas larga representaba solo una parte
minoritaria de la proteina total traducida; sin embargo, la mutacion del supuesto sitio de inicio de ATG cambio la
proporcion de la proteina predominantemente a la forma mas larga.

La conservacioén de la secuencia de la proteina de la ATR 5’ indicod que esta era mas que un artefacto de evolucion.
El extremo N contenia un tramo de aminoacidos alifaticos que se predijo que era una secuencia transmembrana. El
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uso de Prosite y Signal 3.0IP predijo que el extremo N de PTEN-largo era un péptido sefial con un sitio de escision
proteasa directamente después de este.

Se us6 un ensayo de proteccion de proteasa in vivo para ensayar si PTEN-largo estaba localizado en la superficie
extracelular de las células. PTEN-largo mostré degradacion progresiva con cantidades en aumento de proteasa
extracelular, mientras que PTEN no, indicando que al menos algo de PTEN-largo es extracelular y al menos en parte
esta unida a la hoja externa de la membrana celular. Este es un resultado mas intrigante dada la implicacion de una
fosfatasa lipidica activa en la hoja externa de la membrana celular. Dos familias de proteoglucanos unidos a
membrana externa, glipicanos y sindecanos, se identificaron previamente en un complejo de proteina PTEN.

La presencia de PTEN en la superficie celular no excluye la posibilidad de un PTEN secretado soluble. Los
sindecanos y glipicanos son dos de los proteoglucanos mas fuertemente heparinizados. El heparan es un
glucosaminoglucano altamente cargado negativamente y se ha demostrado que PTEN tiene una afinidad por los
aniones, en parte explicando la eleccion del PIP3 altamente cargado negativamente como su sustrato. Los
experimentos de optimizacion de purificacion de PTEN de higado de ratdn revelaron que tanto PTEN como PTEN-
largo puede purificarse usando una columna de heparin sefarosa. Adicionalmente, una proteina de
aproximadamente 50 kDa se purificd de medio sin suero acondicionado en células HEK293, usando una columna de
heparin sefarosa. La proteina purificada se reconocié por un anticuerpo monoclonal especifico contra PTEN y un
anticuerpo policlonal contra restos de aminoacidos Unicos presentes en PTEN largo. Previamente, el anticuerpo
PTEN-largo solo reconocié una banda de proteina de aproximadamente 70 kDa. La observacién de que ambos
anticuerpos podrian reconocer la banda indica que el procesamiento proteolitico se produce probablemente y que la
proteina observada por inmunotransferencia es un fragmento de PTEN que conserva los epitopos de ambos
anticuerpos. Tanto PTEN como PTEN-largo también pueden purificarse de suero humano usando purificacion de
afinidad con heparina.

Se ha acumulado una inmensa bibliografia durante los 10 ultimos afios suponiendo la secuencia de PTEN. En este
caso se confirma la existencia de una nueva forma de PTEN que se traduce a partir de un sitio alternativo y se
secreta tanto en la hoja externa asi como en los espacios extracelulares.

Los resultados in vivo muestran que el PTEN-largo es un nuevo compuesto antitumoral que esta normalmente
presente en suero humano y que tiene propiedades antiangiogénicas y proapoptéticas.
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5
Gly
Leu
His
Ala
ser
85
Pro

Ser

Ala

Glu

ser

val

Ile

Pro

70

Glu

Leu

Arg

Glu

ES 2 623393 T3

Ala

Glu

Ser

Gln

55

Pro

ASp

Ala

Arg

Arg

Ala

Ser

Pro

40

Gly

val

Tyr

Ala

ser

120

Gly

Ala
Pro
25

Leu
Pro
Ala
Ser
Glu
105

Ser

Ala

Ala

10

val

Leu

Gly

Arg

ser

90

Glu

His

Ser

20

Ala

Thr

Leu

Pro

Ala

75

Ser

Lys

Tyr

Ala

Ala

Ile

Pro

val

60

Pro

Pro

GIn

Pro

Thr
140

Ala

Ser

Pro

45

Leu

Glu

His

Ala

Ala

125

Ala

Ala

Arg

30

Thr

Asn

Ala

Ser

Gln

110

Ala

Lys

Ala

15

Ala

Arg

Leu

Ala

Ala

95

ser

val

Ser

Ala

Gly

Arg

Pro

Gly

80

Ala

Leu

GlIn

Arg



Ala

145

ser

Ile

Gly

Gly

Asp

225

Tyr

Arg

Leu

ASp

Gly

Ata

Lys

Tyr

His

Asn

385

Asn

Ile

Leu

Ile

Phe

Phe

210

val

AsSn

val

Ile

Asn

290

val

GIn

Gly

Leu

370

Pro

ser

Ser

Ser

Lys

Pro

val

Leu

Ala

Lys

275

His

Met

Glu

val

Leu

355

Met

Gln

Gly

Ile

Ser

Glu

180

Leu

Ala

Arg

Cys

Pro

val

Ile

Ala

Thr

340

Lys

Met

Phe

Pro

Leu
Phe
165
Ile
Asp
Glu
phe
Ala
245
Tyr
Phe
Ala
Cys
Leu
325
Ile
Asn
Phe

val

Thr
405

Gln

150

Phe

val

Leu

Arg

Leu

230

Glu

Pro

cys

Ala

Ala

310

Asp

Pro

His

Glu

val

390

Arg
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Lys

Phe

ser

Thr

Leu

215

Asp

Arg

Phe

Glu

Ile

295

Tyr

Phe

Ser

Leu

Thr

375

Cys

Arg

LyS

Ser

Arg

TYyr

200

Glu

Ser

His

Glu

280

His

Leu

Tyr

Gln

Asp

360

Ile

GIn

Glu

Pro
His
Asn
185
Ile
Gly
LyS
Tyr
AS

26

Leu
Cys
Leu
Gly
Ar

34

Tyr
Pro

Leu

ASp

LyS

Tyr

val

His

Asp

Lys

His

Glu

330

Arg

Arg

Met

LyS

Lys
410

21

His
155
Leu
Arg
Pro
Tyr
2%
Thr
Asn
G1n
Ala
318
val
Tyr
Pro
Phe
val

395

Phe

GlIn

Pro

Arg

AsSn

Arg

AsSn

Ala

Pro

Trp

Arg

val

val

Ser

380

LYyS

Met

GIn

Asp

Tyr

Ile

205

Asn

His

Lys

Pro

Leu

285

Lys

Lys

Thr

Ala
365
Gly

Ile

Tyr

Leu
Met
GIn
190
Ile
Asn
Tyr
Phe
Gln
270
ser
Gly
Phe
Arg
Ty

350
Leu
Gly

Tyr

Phe

Leu

Thr

175

Glu

Ala

Ile

Lys

Asn

255

Leu

Glu

Arg

Leu

Asp

335

Tyr

Leu

Thr

Ser

Glu
415

Pro

160

Ala

Asp

Met

Asp

Ile

240

Cys

Glu

Asp

Thr

Lys

LyS

Ser

Phe

Cys

ser

400

Phe



10

15

20
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Pro GIn Pro Leu Pro val Cys Gly
420

Lys GIn Asn LysS Met Leu LyS LyS
435 440

Asn Thr Phe Phe Ile Pro Gly Pro
450 455

Asn Gly Ser Leu Cys Asp GIn Glu
465 470

Arg Ala Asp Asn Asp Lys Glu Tyr

ASp Leu Asp %53 Ala Asn Lys Asp

Asn Phe Lys val Lys Leu Tyr Phe
515 520

Asn Pro Glu Ala Ser Ser Ser Thr
530 535

Asn Glu Pro Asp His Tyr Arg Tyr
545 550

Glu Asn Glu Pro Phe Asp Glu Asp
565

<210> 2

<211> 5572

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature

<222> (513)..(515)

<223> cododn de inicio CUG de PTEN-largo

<220>

<221> misc_feature

<222> (513)..(1031)

<223> ATR 5' de PTEN-largo

<220>

<221> misc_feature

<222>(1032)..(1034)

<223> codon de inicio AUG candnico de PTEN

<400> 2

AS

435
Asp
Glu
Ile
Leu
Lys
505
Thr
ser

Ser

Gln

Ile

LysS

Glu

Asp

val

490

Ala

Lys

val

ASp

His
570

Lys
Met
Thr
ser
475
Leu
Asn
Thr
Thr
Thr

555

Thr

val

Phe

ser

460

Ile

Thr

Arg

vai

Pro

540

Thr

GIn

Glu

His

445

Glu

Cys

Leu

TYyr

Glu

ASp

Asp

Ile

Phe

430

Phe

Lys

ser

Thr

Phe

510

Glu

val

ser

Thr

Phe

Trp

val

Ile

Lys

Ser

Pro

ser

Asp

575

His

val

Glu

Glu

480

Asn

Pro

Ser

Asp

Pro

560

val

CCUCCCCUCY €CCOGCgrgg UCCCYUCCYE CUCUCYCUCY CCUCCCQCCy Ceccucgguc

uuccgaggeg cccgggcuco cggegeggeg gcggaggggg cgggcaggoc ggogggcggu

22

60
120



gauguggcag
gcgcucaguu
ugugaggega
gccccucuca
§cggcggegy
cuuccucggce
a4g9gcgcagygcyg
<ggcggecgc
gggcugggaa
ggcggcggca
cccccgugge
cuucucccca
agucgcugea
aagcggcggo
agaagaagcc
ggcucccaga
aagaggaugg
uuccugcaga
uggauucaaa
acaccgccaa
agcuagaacu
aucauguugc
cauvauuuauu
aaguaaggac
auvauagcua
agaugauguu
ucugccageu
aguucaugua
ucuuccacaa
cauucuucau
aucaagaaau
vacuuacuuu

uuucuccaaa

gacucuuuau
cucucceucuc
ggccgggeuc
gcgecuguga
cageggegge
uucuccugaa
9¢ggcggegg
ggcggeugea
cgccggagag
cauccaggga
ccgggeuccy
uuccgcugee
accauccagce
agagcgaggg
ccgecaccag
caugacagcec
auucgacuua
aagacuugaa
gcauaaaaac
auuuaauugc
uaucaaaccc
agcaauucac
acaucggggc
cagagacaaa
ccuguuaaag
ugaaacuauu
aaaggugaag
cuuugaguuc
acagaacaag
accaggacca
cgauagcauu
aacaaaaaau

uuuuaaggug
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gcgeugegge
ggaagcugca
aggcgaggga
gcagcegegg
guuucucgec
agggaaggug
caccucecge
gcuccaggga
uuggucucuc
cccgggecay
gaggccgecg
gccgeugeca
agccgccgca
gcaucagcua
cagcuucugc
aucaucaaag
gacuugaccu
ggcguauaca
cauuacaaga
agaguugcac
uuuugugaag
uguaaagcug
aaauuuuuaa
aagggaguaa
aaucaucugg
ccaauguuca
auauauuccu
ccucagccgu
augcuaaaaa
gaggaaaccu
ugcaguauag
gaucuugaca

aagcuguacu

aggauacgcg
gccaugaugg
gaugagagac
gggcagcgec
uccucuucgu
gaagccgugg
uccuggagcyg
gggggucuga
cccuucuacu
uuuuaaaccu
gcggaggcag
ggccucugge
gcageccauwua
ccgcecaaguc
caucucucuc
agaucguuag
avauuvaucc
ggaacaauau
vauacaaucu
aavauccuuu
aucuugacca
gaaagggacqg
aggcacaaga
cuauucccag
duuauagacc
guggcggaac
ccaauucagg
uaccugugug
aggacaaaau
cagaaaaaqgu
agcgugeaga
aagcaaauvaa

ucacaaaaac

23

cucggcgeug
aaguuugaga
ggcggcggce
cucgyggage
cuuuucuaac
gcucgggcygg
ggggggagaa
gucgccuguc
gccuccaaca
CCCguCcgec
ccguucggag
ugcugaggag
cceggeugeg
cagagccauu
cuccuuuuuc
cagaaacaaa
aaacauuauu
ugaugaugua
uugugcugaa
ugaagaccau
auggcuaagu
aacuggugua
ggcccuagau
ucagaggcge
aguggcacug
uugcaauccu
acccacacga
uggugauauc
guuucacuuu
agaaaaugga
uaaugacaag
agacaaagcc

aguagaggag

ggacgcegacu
guugagccge
gcggeccgga
cggecggecu
cgugcagccu
gagccggeug
gcggcggcgg
accauuucca
cggcggeggc
gccgecgeac
gauuauucgu
aagcaggccc
guccagagcec
uccauccuge
uucagccaca
aggagavauc
gcuaugggau
guaagguuuu
agacauuaug
aacccaccac
gaagaugaca
augavaugug
uucuaugggg
wauguguauu
uuguuucaca
caguuugugg
cgggaagaca
aaaguagagu
uggguaaaua
agucuaugug
gaauaucuag
aaccgauacu

<cgucaaauc

180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100



cagaggcuag
auwagauauuc
auvacacaaau
uaaacuugaa
agauuaccag
ccacaggguu
auvaccuuuuu
ucccguuuua
uuuuCCcuuuY
cacauccuac
uccgaagggu
ucagaaagga
cacaccuuuc
cacugcuugu
aggaagugaa
aaugaaggga
avaaaugugg
uuauuaaaua
ugcuaaaauu
guuuucaauc
hcauuaaaua
vaagcguuuu
acccuuuuga
ugucauuaac
aaggacauuu
aaaaaagaca
ugaaagaaua
cauuucuuca
aaucaucauva
uuguaaagcu
ucaaauuauva
aaauvuccauy
guuaauuuac

gcaaavagau

cagutcaacu
ugacaccacu
uacaaaaguc
uaaacugaaa
uuauaggaac
uugacacuug
gugucaaaag
uuccaguuuy
guguucuguc
cccuuugcac
uuugcuacau
aauaauuuua
uuuagcaugc
uguuugcgca
ucuguauugg
Hauaaaaaua
aggcuaucaa
uguuuucuca
cagaugcugu
auvaauaccug
uaaaauauuu
uuuucuuuga
ccuuacacau
uguuagggaa
guguuaaaaa
uuugauuuuu
ggguuuuuuu
uagugcuccc
vauuugauvau
aaugugaaga
ccuucaccuu
uucaauvaacu
aaauacagau

uaggcagaac
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ucuguaacac
gacucugauc
ugaauuuuuu
auggaccuuu
aauucucuuy
uuguccaguu
gacauuuaaa
auaaaaagug
accaacugaa
uuguggcaac
ucuaaugcau
ugcuggacuc
uacaguuauu
uuuulLULUa
gguacaggaa
augucauagg
caaagaaugg
auuguaacga
uaguaccuac
cuguggaugc
uguaaugcug
agauuuauga
ucuauuacaa
uuuvacuuga
ggaaauuaga
caguagaaau
UUUUUUUUUY
ccgaguuggg
gcccagacug
vauuauuaaa
gacauuugaa
uauuggugcu
ugaauaggac

uucaucuaaa

cagauguuag
cagagaauga
uuuaucaaga
uuuUULYLaa
uccugaccaa
gaaaaaaggu
auucaauuvag
gagacagacu
guggcuaaag
agauaaguuu
guauucgggu
uggaccauau
aaucuggaca
aagcauauug
ugaaccuucu
uaagaaacac
gcuugaaaca
cuucuccauc
aucagucaac
uucaugugcu
cacagaaauu
ugcacuuauu
ugaauuuugc
auvacugaaua
guugcaguaa
uguccuacau
UUUUULUUIL
acuagggcuu
cauacgauuu
aagguuuuuu
uauccagcca
gaaauuguuc
cuacuagage

auauucuuag

24

ugacaaugaa
accuuuugau
gggauaaaac
uggcaauagg
ucuuguuuua
uguguagcug
gauuaavaaa
gauguguaua
agcuuuguga
gcaguuggcu
uaggggaaug
accaucucca
uucgaggaau
gugcuagaaa
gcaacaucuu
agcaacaaug
uuauaaaaau
uccuguguaa
aacuuacacu
gccugcaagce
uucaauuuga
Caauagcugu
aguuuugcac
cavauaaugu
acuuucaaug
gugcuuuauu
uuaaaugugc
caauuucacu
uaagcggagu
uuuccagaaa
uuuugUuuCcy
acuagcugug
agcauuvaua

uaaauaaugu

ccugaucauy
gaagaucagc
accaugaaaa
acauuguguc
cccuauvacau
ugucauguau
gauggcacuu
cguaggaauu
uauacugguu
aagagagguu
gagggaaugc
gcuauuuaca
uggccgcugu
aggcagcuaa
aagauccaca
acuuaaccau
ugacaaugau
ucaaggccag
vauuuuacua
uucuUUUUUC
gauucuacag
cagecguucc
auuuuuvaaa
uuauauuaaa
cugcacacaa
gauuugcuau
aguguugaau
ucuuaaaaaa
acaacuacua
uuuggugucu
uaaugguaua
gucugaccua
gaguuugaug

ugacacguuu

2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140



10

15

20

uccauaccuu
acacauuuau
gguaaaguua
uuucavaaaa
uuauaaauau
uuccaauaug
cuguuauuau
ucaauguuuy
ggcauuauau
guuaccaucc
uuaaaacuuu
cugaguuucu
uuacuugaag
uuuguageuc
ucaccauucu
auguuucagc
ugugcaauau
uacuguuaau
uuuaacugua
uucauvauaga
gccucuucag
aggauacaca
ccauuuguua
aacugauuaa
<210>3

<211> 5572
<212> ADN

gucaguuuca
auvuvaaacau
gagacaacua
gcugaaaauu
uguucuuugu
uaacauggag
uuuuCccuuug
ugagaagccu
auauvavaua
ccauagaauu
auuuauggca
ggaauauuuu
gcaucacuuu
cucuugaaca
uugcuguggc
uuuaaaaaau
guucavaacg
gugucaugca
guauuuggca
auvavavauac
auacucuugu
aaaauaccaa
uuguguuugu

agucucauuc

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature
<222> (513)..(515)
<223> codoén de inicio CTG de PTEN-largo

<220>

<221> misc_feature
<222> (513)..(1031)
<223> ATR 5' de PTEN-largo

<220>

<221> misc_feature
<222>(1032)..(1034)
<223> codon de inicio ATG canénico de PTEN

<400> 3
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uucaacaauu
ugauvauauag
uucuaacacc
guuaccuaaa
vacaauuucg
ggccagguca
gaaugugaag
ugcuuacauu
uauaaavaua
ugacaagaau
guauucauaa
cuuagacuuu
vaagaaagcu
uguuUgCCay
acagguuaua
aaaaguaggg
auggcugugg
ugcagaugga
gaguugccuu
uaaaaaauuu
gcugugcage
uaugaugugu
uaacaacccu

uugucaaaaa

uuuaaauuuu
aguauugauu
ucaccauuga
augaaaauca
ggcaccgcau
uaaauaauga
gucugaauga
uuauggugua
vauuauacau
ugcuaugacu
uuagccugaa
uuggaugugc
uacaguuggg
acuuuuwaaaa
aacuuaagug
uacaaguuua
uugccacaaa
agggguggaa
cuaccugeca
cagucuguua
aguggcucug
acaggauaau
uuaucucuua

daddadaada

25

uaacaaagcu
gauugcucau
aauuuauaug
acuucauguu
auuaaaacgu
cauuauaaug
ggguuuugau
gucauuggaa
acucuccuua
gaaagguuuu
augcauucug
agcagcuuac
cccuguacca
ggguaguuga
gaguuuaccg
auguuuaguu
gugccucguu
cugugcacua
guucaaaagu
aacagccuua
uguguaaaug
gccucaucce
guguuauaaa

ddaadadaaa

cuuaggauuu
aaguuaaauu
ccaccuuguc
uugaagauag
aacuuvauug
ggcuuuugca
uuugaauguu
auggaaaaau
cuuuauuuca
cgaguccuaa
uagguaaucu
augucugaag
ucccaagucc
auvaaauagca
gcagcaucaa
cuagaaauuu
uaccuuuaaa
aagugggagc
ucaaccuguu
cucugauuca
cuaugcacug
aaucagaugu
cuccacuuaa

aa

4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5572



cctecccteg
ttccgaggeqg
gatgtggcgg
gcgctcagtt
tgtgaggcga
gcccctctca
gcggcggcyg
cttectcgge
aggcgeggcg
cggcggecge
gggctgggaa
ggcggeggea
ccececgtyge
cttcteccecca
agtcgcetgea
aagcggcygc
agaagaagcc
ggctcccaga
aagaggatgg
ttcctgcaga
tggattcaaa
acaccgccaa
agctagaact
atcatgttgc
catatttatt

aagtaaggac

attatagcta
agatgatgtt
tctgccagcet
agttcatgta

tcttccacaa

€ccggcgcygy
cccgggetce
gactctttat
ctctectete
ggccgggetce
gcgcctgtga
cagcggcgge
ttctcctgaa
gcggcggcgy
ggcggetgea
cgccggagag
catccaggga
ccgggcteeg
ttcecgetyce
accatccage
agagcgaggg
ccgccaccag
catgacagcc
attcgactta
aagacttgaa
gcataaaaac
atttaattgc
tatcaaaccc
agcaattcac
acatcgggge
cagagacaaa
cctgttaaag
tgaaactatt
aaaggtgaag
ctttgagttc

acagaacaag
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tccecgtecge
cggcgoggeg
gcgctgegac
ggaagctgca
aggcgaggga
gcagccgagg
gtttctegee
agggaaggtg
cacctcecege
gctccaggga
ttggtctctc
cccgggeegg
gaggeegecg
gcegetgeca
agccgecgcea
gcatcagcta
cagcttctge
atcatcaaag
gacttgacct
ggcgtataca
cattacaaga
agagttgcac
ttttgtgaag
tgtaaagctg
aaatttttaa
aagggagtaa
aatcatctgg
ccaatgttca
atatattcct
cctcagecegt

atgctaaaaa

ctctcgeteg
gcggaggagg
aggatacgcg
gccatgatgg
gatgagagac
gggcagcegec
rcctertegt
gaagccgtag
tcctygagcg
gaggggtctga
cccttctact
ttttaaacct
gcggaggcag
ggcctctgge
gcagccatta
ccgccaagtce
catctctcte
agatcgttag
atatttatcc
ggaacaatat
tatacaatct
aatatccttt
atcttgacca
gaaagggacy
aggcacaaga
ctattcccag
attatagacc
gtggcggaac
ccaattcagg
tacctgtgtg

aggacaaaat

26

cctececcgect
cgggcaggcc
ctcggegetyg
aagtttgaga
ggcggcggec
ctcggggagce
cttttctaac
gctcgggcgg
g9g99ggagaa
grcgectgec
gcctccaaca
ccegtecgee
ccgttcggag
tgctgaggag
cceggetgeg
cagagccatt
CICCTTTttC
cagaaacaaa
aaacattatt
tgatgatgta
ttogtgctoaa
tgaagaccat
atggctaagt
aactggtgta
ggccctagat
tcagaggcgce
agtggcactg
ttgcaatcct
acccacacga
tggtgatatc
gtttcacttt

ccecteggte
99cg9g9cggt
ggacgcgact
gttgagccgc
gcggeccgga
cggceggect
cgtgcagect
gagccggctg
gcggcggcog
accatttcca
€ggcggeggc
gecgecgcac
gattattcgt
aagcaggccce
gtccagagee
tccatcetge
ttcagccaca
aggagatatc
gctatgggat
gtaaggtttt
agacattatg
aacccaccac
gaagatgaca
atgatatgtg
ttctatggyg
tatgtgtatt
Ttgrticaca
cagtttgtgg
cgggaagaca
aaagtagagt
tgggtaaata

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860



cattcttcat
atcaagaaat
tacttacttt
tttctccaaa
cagaggctag
atagatattc
atacacaaat
taaacttgaa
agattaccag
ccacagggtt
ataccttttet
tcecgtttta
ttttcctrtt
cacatcctac
rccgaagggt
tcagaaagga
cacacctttc
cactgcttgt
aggaagtgaa
aatgaaggga
ataaatgtgg
ttattaaata
tgctaaaatt
gttttcaatc
tcattaaata
taagcgtttt
acccttttga
tgtcattaac
aaggacattt
aaaaaagaca
tgaaagaata
catttcttca
aatcatcata

ttgtaaagct

accaggacca
cgatagcatt
aacaaaaaat
ttttaaggtg
cagttcaact
tgacaccact
tacaaaagtc
taaactgaaa
ttataggaac
ttgacacttg
gtgtcaaaag
ttccagtttt
grgttctote
ccetttgeac
tttgctacat
aataatttta
tttagcatgc
tgtttgcgca
tctgtattgg
tataaaaata
aggctatcaa
tgttttctea
cagatgctgt
ataatacctg
taaaatattt
ttttetttga
¢cttacacat
tgttagggaa
gtgttaaaaa
tttgattttt
ggotttttit
tagtgctccc
tatttgatat

aatgtgaaga

ES 2 623393 T3

gaggaaacct
tgcagtatag
gatcttgaca
aagctgtact
tctgtaacac
gactctgatc
tgaattttee
atggacctet
aattctcttt
ttgtccagtt
gacatttaaa
ataaaaagtg
accaactgaa
ttgtggcaac
tctaatgcat
tgctggactc
tacagttatt
trttttttta
ggtacaggaa
atgtcatagg
caaagaatgg
attgtaacga
tagtacctac
ctgtggartgc
tgtaatgctyg
agatttatga
tctattacaa
ttttacttoa
ggaaattaga
cagtagaaat
Ttrreeeeet
ccgagttgyg
gcccagactyg
tattattaaa

cagaaaaagt
agcgtgcaga
aagcaaataa
tcacaaaaac
cagatgttag
cagagaatga
ttratcaaga
ttttttttaa
tcctgaccaa
gaaaaaaggt
attcaattag
gagacagact
gtggctaaag
agataagttt
gtattcgggt
tggaccatat
aatctggaca
aagcatattg
tgaaccttct
taagaaacac
gcttgaaaca
cttctccatc
atcagtcaac
trcatgtget
cacagaaatt
tgcacttatt
tgaattttgc
atactgaata
gttgcagtaa
tgtcctacat
ttttteettt
actagggctt
catacgattt -
aaggtttttt

27

agaaaatgga
taatgacaag
agacaaagcc
agtagaggag
tgacaatgaa
accttttgat
gggataaaac
tggcaatagg
tcttgtttta
tgtgtagctg
gattaataaa
gatgtgtata
agcttigtga
gcagttggct
taggggaatg
accatctcca
ttcgaggaat
gtgctagaaa
gcaacatctt
agcaacaatg
ttataaaaat
tcctgtgtaa
aacttacact
gcctgcaagce
ttcaatttga
caatagctgt
agttttgcac
catataatgt
acttrcaatg
gtgcttrtatt
ttaaatgtgc
caatttcact
taagcggagt

tttccagaaa

agtctatgtg
gaatatctag
aaccgatact
ccgtcaaatce
cctgatcatt
gaagatcagce
accatgaaaa
acattgtgtc
ccctatacat
tgtcatgtat
gatggcactt
cgtaggaatt
tatactggtt
aagagaggtt
gagggaatgc
gctatttaca
tggccgetgt
aggcagctaa
aagatccaca
acttaaccat
tgacaatgat
tcaaggccag
tattttacta
ttctrrttee
gattctacag
cagcegttce
attttttaaa
ttatattaaa
ctgcacacaa
gatttgctat
agtgttgaat
tcttaaaaaa
acaactacta

tttggtgtet

1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3800
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tcaaattata
aaattccatt
gttaatttac
gcaaatagat
tccataceet
acacatttat
ggtaaagtta
tttcataaaa
ttataaatat
ttccaatatg
ctgttattat
tcaatgtttt
ggcattatat
gttaccatcc
ttaaaacttt
ctgagtttct
ttacttgaag
tttgtagcte
tcaccattct
atgtttcagc
tgtgcaatat
tactgttaat
tttaactgta
ttcatataga
gectetteag
aggatacaca
ccatttgrta
aactgattaa
<210>4

<211> 21
<212> PRT

ccttcacctt
ttcaataact
aaatacagat
taggcagaac
gtcagtttca
atttaaacat
gagacaacta
gctgaaaatt
tgttctttgt
taacatggag
ttttcctttg
tgagaagcct
atattatata
ccatagaatt
atttatggca
ggaatatttt
gcatcacttt
ctcttgaaca
ttgctgtgge
tttaaaaaat
gttcataacg
gtgtcatgca
gtatttggca
atatatatac
atactcttgt
aaaataccaa
ttgtgtttgt
agtctcattc

<213> Homo sapiens

<400> 4

ES 2 623393 T3

gacatttgaa
tattggtgct
tgaataggac
ttcatctaaa
ttcaacaatx
tgatatatag
ttctaacace
gttacctaaa
tacaatttcyg
ggccaggtca
gaatgtgaag
tgcttacatt
tataaatata
tgacaagaat
gtattcataa
cttagacttt
taagaaagct
tgtttgccat
acaggttata
aaaagtaggg
atggctgtgg
tgcagatgga
gagttgcctt
taaaaaattt
gctgtgcage
tatgatgtgt
taacaaccct

ttgtcaaaaa

tatccagccea
gaaattgttc
ctactagagc
atattcttag
tttaaattrt
agtattgatt
tcaccattga
atgaaaatca
ggcaccgcat
taaataatga
gtctgaatga
ttatggtgta
tattatacat
tgctatgact
ttagcctgaa
ttggatgtgce
tacagttggg
acttttaaaa
aacttaagtg
tacaagttta
ttgccacaaa
aggggtggaa
ctacctgcca
cagtctgtta
agtggctctg
acaggataat
ttatctctta

daaaaaaaaa

ttttgttect
actagctgtg
agcatttata
taaataatgt
taacaaagct
gattgctcat
aatttatatg
acttcatgtt
attaaaacgt
cattataatg
gggttttgat
gtcattggaa
actctcctta
gaaaggtttt
atgcattctg
agcagcettac
ccctgtacca
gggtagttga
gagtttaccy
atgtttagtt
gtgcetegtt
ctgtgcacta
gttcaaaagt
aacagcectta
tgtgtaaatg
gceteatccce
gtgttataaa

daaadaadaaa

;ro Arg His Gln g]n Leu Leu Pro sSer Leu Ser Ser
0

His Arg Leu Pro Asp
20

<210>5

28

taatggtata
gtctgaccta
gagtttgatg
tgacacgttt
cttaggattt
aagttaaatt
ccaccttgtc
ttgaagatag
aactttatty
ggcttttgca
tttgaatgtt
atggaaaaat
ctttatttca
cgagtcctaa
taggtaatct
atgtctgaag
tcccaagtcece
ataaatagca
gcagcatcaa
ctagaaattt
tacctttaaa
aagtgggggc
tcaacctgtt
ctctgattca
ctatgcactg
aatcagatgt
ctccacttaa

a4d

3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980

5040

5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5572

Phe Phe pPhe Ser
15
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<211> 576
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (1)..(173)

<223> Secuencia de proteina analoga de PTEN-largo codificada por ATR 5' partiendo del codén de inicio AUG
modificado por ingenieria genética

<400> 5

Met Glu Arg Gly Gly Glu Ala Ala Ala Ala Ala Ala Ala Ala Ala Ala
1 5 10 15

Ala Pro Gly Arg Gly Ser Glu Ser Pro val Thr Ile Ser Arg Ala Gly
20 25 30

Asn Ala Gly Glu Leu val Ser Pro Leu Leu Leu Pro Pgo Thr Arg Arg
35 40 4

Arg ggg Arg Arg His Ile ggn Gly Pro Gly Pro gg] Leu Asn Leu Pro

ser Ala Ala Ala Ala Pro Pro val Ala Arg Ala Pro Glu Ala Ala Gly
65 70 75 80

Gly Gly Ser Arg Ser Glu Asp Tyr Ser Ser Ser Pro His Ser Ala Ala
85 90 95

Pro Leu Ala Ala 6lu Glu Lys GIn Ala GIn Ser Leu

Ala ala Ala Ar
10 105 110

GIn Pro Ser Ser Ser Arg Arg Ser Ser His Tyr Pro Ala Ala val Gln
115 _ 120 125

Ser GIn Ala Ala Ala Glu Arg Gly Ala Ser Ala Thr Ala Lys Ser Arg
130 13 140

Ala Ile Ser Ile Leu GIn Lys Lys Pro Arg His GIn Gln Leu Leu Pro
145 150 155 160

Ser Leu Ser Ser Phe Phe Phe Ser His Arg Leu Pro Asp Met Thr Ala
165 170 175

Ile Ile Lys Glu ITe val Ser Arg Asn Lys Arg Arg Tyr GIn Glu Asp
180 185 190

29



Gly
Gly
Asp
225
Tyr
Arg

Leu

Asp

LyS
Tyr
His
AsSn
385
Asn
Pro

Lys

Asn

Phe

Phe

210

val

Asn

vai

ITe

Asn

290

val

GIn

Gly

Leu

LysS

370

Pro

Ser

GIn

Gln

Thr
450

val

Leu

Ala

Lys

275

His

Met

Glu

val

Leu

355

Met

GIn

Gly

Pro

Asn

435

Phe

Leu

Ala

Arg

Cys

GlIn

260

Pro

val

Ile

Ala

Thr

340

Lys

Met

Phe

Pro

Leu

420

Lys

Phe

AsSp

Glu

Phe

Ala

245

Tyr

Phe

Ala

Cys

Leu

325

Ile

Asn

Phe

val

Thr

405

Pro

Met

Ile

Leu

Arg

Leu

230

Glu

Pro

Cys

Ala

Ala

310

Asp

Pro

His

Glu

val

390

Arg

val

Leu

Pro

ES 2 623393 T3

Leu

215

Asp

Arg

Phe

Glu

Ile

295

TYIFR

Phe

Ser

Leu

Thr

375

Cys

Arg

cys

Lys

Gly

Tyr
200
Glu
Ser

His

Glu

Leu

Tyr

Gln

ASp

360

Ile

Gln

Glu

Gly

Lys

Pro

Ile
Gly

Lys

AS
26
Leu
Cys
Leu
Gly
Ar
34
Tyr
Pro

Leu

Asp

AsSp

Glu

Tyr

val

His

Asp

Lys

His

Arg

Arg

Met

Lys

Lys

410

Ile

Lys

Glu

30

Pro

Tyr
Lys
235
Thr
Ash
GIn
Ala
Arg
315
val
Tyr
Pro
Phe
val
395
Phe

LysS

Met

AsSn

Ar

22

Asn

Ala

Pro

Trp

Arg

val

val

Ser

380

Lys

Met

val

Phe

Ser
460

Ile

205

Asnh

His

Lys

Pro

Leu

285

Lys

Lys

Thr

Tyr

Ala

365

Gly

Ile

Tyr

Glu

His

445

Glu

Ile

Asn

TYyr

Phe

Gln

270

ser

Gly

Phe

Arg

Tyr

350

Leu

Gly

Tyr

Phe

Phe

430

Phe

Lys

ata

e

Lys

Asn

255

Leu

Glu

Arg

Leu

AsSp

Tyr

Leu

Thr

ser

Glu

415

Phe

Trp

val

Met

Asp

Ile

240

Cys

Glu

Asp

Thr

LyS

320

Lys

Ser

Phe

Cys

ser

400

Phe

His

val

Glu
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Asn
465

Gly
Arg Ala
Asp Leu
Phe

Asn

Pro
530

AsSh

Asn Glu

545

Glu Ash

Ser

Asp

Asp

515

Glu

Pro

Glu

Leu

Asn

Lys

500

val

Ala

Asp

Pro

Lys

Ser

His

Phe

Lys

Asn

Leu

Ser

TYr

AsSp

ES 2 623393 T3

Gln

Glu

Lys

Tyr

Ser

535

Arg

Glu

Glu

Tyr

Asp

Phe

520

Thr

TYr

Asp

Ile

Leu

505

Thr

ser

Ser

Gln

ASp

val

490

Ala

Lys

val

Asp

His

ser

475

Leu

Asn

Thr

Thr

Thr

555

Thr

Ile Cys
Thr Leu
Arg Tyr
Va1\G1u

525

Pro Asp
540

Thr Asp

GIn Ile

Ser

Thr

Phe

510

Glu

val

Ser

Thr

Ile

Lys

495

Ser

Pro

ser

Asp

Glu

480

Asn

Pro

Ser

Asp

Pro

560

val

<210>6
<211> 5572
<212> ARN

565

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature
<222> (513)..(515)
<223> Codon de inicio AUG modificado por ingenieria genética de analogo de PTEN-largo

<400> 6

CCUCCCCUCY CCCGYcgcgy UCccguccyc

uuccgaggceg
gauguggcgg
gcgcucaguy
ugugaggcga
gceecucuca
gcggcygcag
cuuccucgge
4ggcgeggcy
€ggcggecgc
gggcugggaa
ggcggcygea
cececgugge

ccegggeuce
gacucuuuau
cucuccucuc
ggccgggcuc
gcgccuguga
cagcggeggce
uucuccugaa
gcggeggcgg
ggcggcugea
cgccggagag
cauccaggga

ccgggcuccg

<€ggcgcggcg
gcgcugcggc
ggaagcugca
aggcgaggga
gcagccgeygy
guuucucgce
agggaaggug
caccucccgce
gcuccaggga
uuggucucuc
€CCgegccag
gaggccgecg

570

375

CUCUCQCUCY CCUCCCYCCU CCccucgguc

gcggagggag
aggauvacgcg
gccaugaugg
gaugagagac
gggcagegec
uccucuucgu
gaagccgugg
ucauggagceg
gggggucuga
cccuucuacy

uuuuaaaccyu

gcggaggcag

31

€gggcaggcc
cucggcgcug
daguuugaga
ggcggeggec
cucggggage
cuuuucuaac
gcucgggcgy
ggggggagaa
gucgccuguc
gccuccaaca
cCcogucegee

ccguucggag

ggcgggcgau
ggacgcgacu
guugagccge
gcggcccgga
cggccggecy
cgugcagccu
gagccggeug
gcggcggcgy
accauuucca
cggcggeggc
gccgeegeac

gauvuauucgu

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780



cuucucccca
agucgcugca
aagcggoggo
agaagaagcc
ggcucccaga
aagaggaugg
uuccugcaga
uggauucaaa
acaccgccaa
agcuagaacu
aucauguugc
cauauuuauu
aaguaaggac
auvauvagcua
agaugauguu
ucugccagcu
aguucaugua
ucuuccacaa
cauucuucau
aucaagaaau
uacuuacuuu
uuucuccaaa
cagaggcuag
auagauvauuc
avacacaaau
uaaacuugaa
agauvaccag
ccacaggguu
avaccuuuuu
ucccguuuua
vuuuCcuuUy
cacauccuac
uccgaagggu

ucagaaagga

uuccgcugec
accauccagc
agagcgagag
ccgccaccag
caugacagec
auucgacuua
aagacuugaa
gcauaaaaac
auvuuaauugc
uaucaaaccc
agcaauucac
acaucggggc
cagagacaaa
ccuguuaaag
ugaaacuauu
aaaggugaag
cuuugaguuc
acagaacaag
accaggacca
cgauagcauu
aacaaaaaau
uuuuaaggug
caguucaacu
ugacaccacu
uacaaaaguc
uaaacugaaa
uuauaggaac
uugacacuug
gugucaaaag
uuccaguuuu
guguucuguc
cccuuugcac
uuugcuacau

aduaauuuua
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gccgeugeca
agccgecgea
gcaucagcua
cagcuucugc
aucaucaaag
gacuugaccu
ggcguauaca
cauuacaaga
agaguugcac
uuuugugaag
uguaaagcug
aaauvuuuaa
aagggaguaa
aaucaucugg
ccaauguuca
auvavauuccu
ccucagecgu
augcuaaaaa
gaggaaaccu
ugcaguauag
gaucuugaca
aagcuguacu
ucuguaacac
gacucugauc
ugaauuuuuu
auggaccuuu
aauucucuuu
uuguccaguu
gacauwuuaaa
auaaaaagug
accaacugaa
uuguggcaac
ucuaaugcau

ugcuggacuc

ggccucuggc
gcagccauua
ccgccaaguc
caucucucuc
agaucguuag
auauuuaucc
ggaacaauau
vauacaaucu
aauauccuuu
aucuugacca
gaaagggacyg
aggcacaaga
cuauucccag
avuauagacc
guggcggaac
ccaauucagg
uaccugugug
aggacaaaau
cagaaaaagu
agcgugcaga
aagcaaauaa
ucacaaaaac
cagauguuag
cagagaauga
uuuvaucaaga
uuuuuuuuaa
uccugaccaa
gaaaaaaggu
auucaauuag
gagacagacu
guggcuaaag
agauvaaguuu
guauucgggu

uggaccauvau

32

ugcugaggag
ccecggeugcy
cagagccauu
cuccuuuyuc
cagaaacaaa
aaacauuauu
ugaugaugua
uugugcugaa
ugaagaccau
auggcuaagu
aacuggugua
ggcccuagau
ucagaggcgc
aguggcacug
uugcaauccu
acccacacga
uggugauauc
guyucacuuu
agaaaaugga
uaaugacaag
agacaaagce
aguagaggag
ugacaaugaa
accuuuugau
gggauaaaac
uggcaavagg
ucuuguuuua
uguguagcug
gauuaauaaa
gauguguaua
agcuuuguga
gcaguuggcu

uaggggaaug

accaucucca

aagcaggeec
guccagagcee
uccauccugc
uucagccaca
aggagavauc
gcuaugggau
guaagguuuu
agacauuaug
aacccaccac
gaagaugaca
augauaugug
uucuaugggy
vauguguauu
uuguuucaca
caguuugugyg
cgggaagaca
aaaguagagu
uggguaaaua
agucuaugug

gaauaucuag

daccgauacu

ccgucaaauc
ccugaucauu
gaagaucagc
accaugaaaa
acauuguguc
cccuauacau
ugucauguau
gauggcacuu
cguaggaauu
Hauacugguu
aagagagguu
gagggaaugc
gcuavuuaca

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820



cacaccuuuc
cacugcuugu
aggaagugaa
aaugaaggga
auaaaugugg
uuauuaaava
ugcuaaaauu
guuuucaauc
ucauuaaaua
uaagcguuuu
acccuuuuga
ugucauuaac
aaggacauuu
aaaaaagaca
ugaaagaaua
cauuucuuca
aaucaucaua
uuguaaagcu
ucaaauuaua
aaauuccauu
guuaauuuac
gcaaauagau
uccauaccuu
acacauuuau
gguaaaguua
uuuCauaaaa
uuavaaavau
uuccaauvaug
cuguuauuau
ucaauguuuu
ggcauuauau
guuaccauce

Uvaaaacuuu

uuuagcauge
uguuugcgca
ucuguauugg
uauaaaaauva
aggcuaucaa
uguuuucuca
cagaugcugu
auaauaccug
uaaaavauuu
uuuucuuuga
ccuuacacau
uguuagggaa
guguuaaaaa
uuugauuuuu
ggguuuLuUY
uagugcuccc
uauuugauau
aaugugaaga
ccuucaccuu
uucaauaacu
aaauacagau
uaggcagaac
gucaguuuca
auvuuaaacau
gagacaacua
gcugaaaauu
uguucuuugu
uaacauggag
uuuuccuuug
ugagaagccu
auvauuavaua
ccauagaauu

auuuauggca
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uacaguuauu
TIINIDTTE]
gguacaggaa
augucauagg
caaagaaugg
auuguaacga
uaguaccuac
cuguggaugc
uguaaugcug
agauuuauga
ucuauuacaa
uuuuacuuga
ggaaauuaga
caguagaaau
Ty
ccgaguugggy
gcccagacug
wauuvauuaaa
gacauuugaa
uauuggugcu
ugaauaggac
uucaucuaaa
uucaacaauu
ugavauauag
uucuaacacc
guuaccuaaa
uacaauuucg
ggccagguca
gaaugugaag
ugcuuacauu
uvavaaauaua
ugacaagaau

guauucauaa

aaucuggaca
aagcauauug
ugaaccuucu
uaagaaacac
gcuugaaaca
cuucuccauc
aucagucaac
uucaugugcu
cacagaaauu
ugcacuuauu
ugaauuuugc
auacugaaua
guugcaguaa
uguccuacau
uyUUUUUUUU
acuagggcuu
cauacgauuu
aagguuuuuu
uauccagcca
gaaauuguuc
cuacuagagc
auvauucuuag
uuuaaauuuu
aguauugauu
ucaccauuga
augaaaéuca
ggcaccgeau
uaaauvaauga
gucugaauga
uuauggugua
uauuauacau
ugcuaugacu

uvagccugaa

33

uucgaggaau
gugcuagaaa
gcaacaucuu
agcaacaaug
uuauaaaaau
uccuguguaa
aacuuacacu
gccugcaage
uucaauuuga
caauagcugu
aguuuugcac
cauauaaugu
acuuucaaug
gugcuuuauu
uuaaaugugc
caauuucacu
uaagcggagu
uuuccagaaa
uuuuguUUCY
acuagcugug
agcauuuaua
uaaauaaugu
uaacaaagcu
gauugcucauy
aauuuavaug
acuucauguy
auuaaaacgu
cauuauaaug
ggguuuugau
gucauuggaa
acucuccuua
gaaagguuuu

augcauucug

uggecgcugu
aggcagcuaa
aagauccaca
acuuaaccau
ugacaaugau
ucaaggccag
vauuuuacua
uucuuuuuuC
gauucuvacag
cagccguuce
auuuuuuaaa
uuvauvauuaaa
cugcacacaa
gauuugcuau
aguguugaau
ucuuaaaaaa
acaacvacua
uuuggugucu
uaaugguaua
gucugaccua
gaguuugaug
ugacacguuu
cuuaggauuu
aaguuaaauu
ccaccuuguc
uugaagauag
aacuuuauug
ggcuuuugca
yuugaauguu
auggaaaaau
cuuuauuuca
cgaguccuaa

uagguaaucu

2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4360
4620
4680
4740
4800
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cugaguuucu
uuacuugaag
uuuguagcuc
ucaccauucu
auguuucagce
ugugcaauau
uacuguuaau
uuuaacugua
uucauauaga
gccucuucag
aggauacaca
ccauuuguua
aacugauuaa
<210>7

<211> 5572
<212> ADN

ggaauauuuu
gcaucacuuu
cucuugaaca
uugcugugge
uuuaaaaaau
guucauaacg
gugucaugca
guauuuggca
auauauauac
auacucuugu
aaaauvaccaa
uuguguuugu

agucucauuc

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature
<222> (513)..(515)

<223> Cododn de inicio AUG modificado por ingenieria genética

<400>7
cctcececteg

ttccgaggeg
gatgtggcgg
gcgctcagtt
tgtgaggcga
gCCCCttha
gCggcggcyyg
cttcctcgge
49gcgcggcg
cggcggecge
gggctgggaa
g99cggcggca
CCCCCgtggC

cttctcccca

€ccggcgegg
cccgogetec
gactctttat
ctctcctctce
ggccgggetc
gcgcctgtga
cagceggeggce
ttctcctgaa
gcggcgycygg
ggcggctgca
cgccggagag
catccaggga
ccgggetecg
ttecegetgec
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cuuagacuuu
uaagaaagcu
uguuugccau
acagguuauva
aaaaguaggg
auggcugugg
ugcagaugga
gaguugccuu
vaaaaaauuu
gcugugcage
uaugaugugu
uaacaacccu

uugucaaaaa

tcccgtecge
cggcgeggcy
gcgcergeggce
ggaagctgca
aggcgaggga
gcagccgegg
gtttctegee
agggaaggtg
cacctcececge
gctccaggga
ttggtctcte
c€ccgggeeygyg
gaggccgecg
gccgctgeca

uuggaugugce
uacaguuggy
acuuuuaaaa
aacuuaagug
uacaaguuua
uugccacaaa
agggguggaa
cuaccugceca
cagucuguua
aguggcucug
acaggauaau
uvaucucuua

ddadadaaaa

ctctegeteg
gcggagygggg
aggatacgcg
gccatgatgg
gatgagagac
gggcagegec
tcetettegt
gaagccgtag
tcatggagcg
gggggtctga
cccttctact
ttttaaacct
gcggaggcag
ggcctetggce

34

agcagcuuac
cccuguacca
ggguaguuga
gaguuuaccg
auguuuaguu
gugccucguy
cugugcacua
guucaaaagu
aacagccuua
uguguaaaug
gccucaucce
guguuauaaa

dadadaaaaa

augucugaag
ucccaagucc
duaaauvagca
gcagcaucaa
cuagaaauuu
uaccuuuaaa
aaguggggyc
ucaaccuguu
cucugauuca
curaugcacug
aaucagaugu
cuccacuuaa

ad

de analogo de PTEN-largo

cctecegect
cgggcaggcc
ctcggegetg
aagtttgaga
ggcggcggec
ctcggggage
cttttctaac
gctcgggeyg
ggg9gg9gagaa
gtcgectgtc
gcctcecaaca
ccegteegec
ccgttcggag
tgctgaggag

ccccteggtce
9g9cgagcggt
ggacgcgact
gttgagccgce
gcggoccgga
cggccggect
<gtgcagect
gagccggctg
g¢ggcgygcay
accatttcca
€ggcggcgygc
gcegecgeac
gattattcgt

aagcaggccce

4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400

5460

5520
5572

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840



agtcgcrgea
aagegacygce
agaagaagcc
ggctcccaga
aagaggatgg
ttcctgcaga
tggattcaaa
acaccgccaa
agctagaact
atcatgttgc
catatttatt
aagtaaggac
attatagcta
agatgatgtt
tetgccaget
agttcatgta
tcttccacaa
cattcttcat
atcaagaaat
tacttacttt
tttctccaaa
cagaggctag
atagatattc
atacacaaat
taaacttgaa
agattaccag
ccacaggoatt
ataccrtttt
tccecgtttta
TLLLCCTLTT
cacatcctac
tccgaagygt
tcagaaagga

cacaccttrc

accatccage
agagcgaggg
ccgecaccag
catgacagcc
attcgactta
aagacttgaa
gcataaaaac
atttaattgc
tatcaaaccc
agcaattcac
acatcggggc
cagagacaaa
cctgttaaag
tgaaactatt
aaaggtgaag
ctttgagttc
acagaacaag
accaggacca
cgatagcatt
aacaaaaaat
ttttaaggtg
cagttcaact
tgacaccact
tacaaaagtc
taaactgaaa
ttataggaac
ttgacacttg
gtgtcaaaag
ttccagtttt
gtgttctgtc
ccctttgeac
tttgctacat
aataatttta

tttagcatgc
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agccgeegea
gcatcagcta
cagcttctge
atcatcaaag
gacttgacct
ggcgtataca
cattacaaga
agagttgcac
ttttgtgaag
tgtaaagctg
aaatttttaa
aagggagtaa
aatcatctgg

‘ccaatgttca

atatattcct
cctcagecgt
atgctaaaaa
gaggaaacct
tgcagtatag
gatcttgaca
aagctgtact
tctgtaacac
gactctgatc
tgaatttttet
atggaccttt
aattctcttt
ttgtccagtt
gacatttaaa
ataaaaagtg
accaactgaa
ttgtggcaac
tctaatgcat
tgctggactc
tacagttatt

gcagccatta
ccgccaagtce
catctctcte
agatcgttag
atatttatcc
ggaacaatat
tatacaatct
aatatccttt
atcttgacca
gaaagggacg
aggcacaaga
ctattcccag
attatagacc
grggcggaac
ccaattcagg
tacctgtgtg
aggacaaaat
cagaaaaagt
agcgtgcaga
aagcaaataa
tcacaaaaac
cagatgttag
cagagaatga
tttatcaaga
ttttttttaa
tcctgaccaa
gaaaaaaggt
attcaattag
gagacagact
gtggctraaag
agataagttt
gtattcgggt
tggaccatat

aatctggaca

35

cccggetgeg
cagagccatt
ctectettte
cagaaacaaa
aaacattatt
tgatgatgta
ttgtgctgaa
tgaagaccat
atggctaagt
aactggtgta
ggccctagat
tcagaggcge
agtggcactg
ttgcaatcct
acccacacga
tggtgatatc
gtttcacttt
agaaaatgga
taatgacaag
agacaaagcc
agtagaggag
tgacaatgaa
accttrtgat
gggataaaac
tggcaatagg
tcttgtttta
tgtgtagctg
gattaataaa
gatgtgtata
agctttgtga
gcagttggct
taggggaaty
accatctcca

‘ttcgaggaat

gtccagagec
tcecatcctge
ttcagecaca
aggagatatc
gctatgggat
gtaaggtttt
agacattatg
aacccaccac
gaagatgaca
atgatatgtg
ttctatggyg
tatgtgtatt
ttgtttcaca
cagtttgtgg
cgggaagaca
aaagtagagt
tgggtaaata
agtctatgtyg
gaatatctag
aaccgatact
ccgtcaaatc
cctgatcatt
gaagatcagc
accatgaaaa
acattgtgtc
ccctatacat
tgtcatgtat
gatggcactt
cgtaggaatt
tatactggtt
aagagaggtt
gagggaatgc
gctatttaca
tggcegetgt

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
é400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880



cactgcttgt
aggaagtgaa
aatgaaggga
ataaatrgrgg
ttattaaata
tygctaaaatt
gttttcaatc
tcattaaata
taagcgtttt
acccrtrttga
tgtcattaac
aaggacattt
aaaaaagaca
tgaaagaata
catttcttca
aatcatcata
ttgtaaagct
tcaaattata
aaattccatt
gttaatttac
gcaaatagat
tccatacctt
acacatttat
ggtaaagtta
trtcataaaa
ttataaatat
ttccaatatg
ctgttattat
tcaatgtrtt
ggcattatat
gttaccatcc
ttaaaacttt

ctgagtttct

tgtttgcgca
tcrgtattagg
tataaaaata
aggctatcaa
tgrtttcrca
cagatgctgt
ataatacctg
taaaatattt
tTrttctttga
ccttacacat
tgttagggaa
gtgttaaaaa
tttgattttt
gggtrttttt
tagtgctecc
tatttgatat
aatgtgaaga
cctrcacett
ttcaataact
aaatacagat
taggcagaac
gtcagtttica
atttaaacat
gagacaacta
gctgaaaatt
tgttctitgt
taacatggag
ttttectttg
tgagaagcct
atartatata
ccatagaatt
atttatggca

ggaatatttt
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trttretrta
ggtacaggaa
atgtcatagyg
caaagaatgg
attgtaacga
tagtacctac
ctgtggatgc
tgtaatgctg
agatttatga
tctattacaa
ttttacttga
ggaaattaga
cagtagaaat
[
ccgagttgag
gcccagactg
tattattaaa
gacatttgaa
tattggtgct
tgaataggac
ttcatctaaa
ttcaacaatt
tgatatatag
ttctaacacc
gttacctaaa
tacaatttcg
ggccaggtca
gaatgtgaag
tgcttacatt
tataaatata
tgacaagaat
gtattcataa
cttagacttt

aagcatattg
tgaacctict
taagaaacac
gctrgaaaca
ctrctecatc
atcagtcaac
ttcatgtgct
cacagaaatt
tgcacttatt
tgaattttgc
atactgaata
gttgcagtaa
tgtcctacat
torrtttite
actagggctt
catacgattt
aaggrrtttt
tatccageca
gaaattgttc
ctactagagc
atattcrtag
tttaaatttet
agtattgatt
tcaccattga
atgaaaatca
ggcaccgcat
taaataatga
gtctgaatga
ttatggtgta
tattatacat
tgctatgact
ttagcctgaa

ttggatgtgc

36

gtgctagaaa
gcaacatctt
agcaacaatg
ttataaaaat
tcctgtgtaa
aacttacact
gcctgcaage
ttcaatttga
caatagctgt
agtttrgcac
catataatgt
actttcaatg
gtgctttatt
ttaaatgtyc
caatttcact
taagcggagt
tttccagaaa
Ttttgtttct
actagctgtg
agcatttata
taaataatgt
taacaaagct
gattgctcat
aatttatatg
acttcatgtt
attaaaacgt
cattataatg
gggttttgat
gtcattggaa
actcrecrta
gaaaggittt
atgcattctg

agcagcttac

aggcagctaa
aagatccaca
acttaaccat
tgacaatgat
tcaaggccag
tattttacta
trctrtttte
gattctacag
cagccgttec
attttttaaa
ttatattaaa
ctgcacacaa
gatttgctat
agtgttgaat

tcttaaaaaa

acaactacta

tttggtgtct
taatggtata
gtctgaccta
gagtttgatg
tgacacgttt
cttaggattt
aagttaaatt
ccaccttgtc
ttgaagatag
aactttattg
ggcttttgca
tttgaatgtt

atggaaaaat

Cttrtatttca -

cgagtcctaa
taggtaatct

atgtctgaag

2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860



ttacttgaag
tttgtagctc
tcaccattct
atgtttcagc
tgtgcaatat
tactgttaat
tttaactgta
ttcatataga
gcctetteag
aggatacaca
ccatttgtta

dactgattaa

gcatcacttt
ctcttgaaca
ttgctgtgoc
tttaaaaaat
gttcataacg
gtgtcatgca
gtatttggca
atatatatac
atactcttgt
aaaataccaa
ttgtgtttgt
agtctcattc
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taagaaagct
tgtttgccat
acaggttata
aaaagtaggo
atggctgtgg
tgcagatgga
gagttgcctt
taaaaaattt
gctgtgcagce
tatgatgtgt
taacaaccct

ttgtcaaaaa

tacagttggg
acttttaaaa
aacttaagrtg
tacaagttta
ttgccacaaa
aggggtggaa
ctacctgcca
cagtctgtta
agtggctctg
acaggataat
ttatctctta

dadaaaaaaa

37

ccctgtacca
gggtagttga
gagtttaccg
atgtttagtt
gtgcctegtt
ctgtgcacta
gttcaaaagt
aacagcctta
tgtgtaaatg
gcctcatecc
gtgttataaa’

daaaadaaaa

tcccaagtcec
ataaatagca
gcagcatcaa
ctagaaattt
tacctttaaa
aagtgggggc
tcaacctgtt
ctctgattca
ctatgcactg
aatcagatgt
ctccacttaa

aa

4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5572
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REIVINDICACIONES

1. Un polipéptido aislado, cuya secuencia consta de la secuencia de restos de aminoacidos 1 a 576 de SEQ ID NO:
1 para su uso en el tratamiento de un tumor sélido.

2. El polipéptido aislado para su uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en la que el tumor sélido es cancer del tracto
biliar, de cerebro, de mama, de cervix, de colon, de endometrio, esofagico, gastrico, de higado, de pulmén, oral, de
ovario, de pancreas, de prostata, colorrectal, de piel, testicular, tiroideo o renal, o coriocarcinoma, neoplasma
intraepitelial, linfoma, neuroblastoma o sarcoma.

3. Uso de un polipéptido aislado en la fabricacién de un medicamento para el tratamiento de un tumor sélido en un
sujeto, en el que la secuencia del polipéptido consiste en la secuencia de restos de aminoacidos 1-576 de SEQ ID
NO: 1.

4. El uso de la reivindicacién 3, en el que el tumor sélido es cancer del tracto biliar, de cerebro, de mama, de cervix,
de colon, de endometrio, esofagico, gastrico, de higado, de pulmédn, oral, de ovario, de pancreas, de prostata,
colorrectal, de piel, testicular, tiroideo o renal, o coriocarcinoma, neoplasma intraepitelial, linfoma, neuroblastoma o
sarcoma.

38



ES 2 623393 T3

!
oL

] ]
YiY o1V
| |
o1V oLy
m
Yiv 010
eegopy i /T 1
oY QL0

N3Lld ep Ho

V1iv/OLVY

DIV/IOLY

VIV/910

D1V/O1D

[ 81

39



ES 2 623393 T3

rde R |

1aTIHS 4325 TS TTOOHEANNOT I S TSV IV S WO EY VYOS OAVYA AES SIS S S a0 IsOYON ATV

b

YYYYYSH

SS€

AQISUSODOVY ATV Add VYT Y SATNTAZDADD I BT il 44T T4 SATEOUNITIS ILAd IS DO VY VY YT VYW AD DN ET

ESe)jeysoj oluIwoq

N3L1d @P epsiqy einjosT] ap ase4

>

-

0

SH1N

0
-
0

40



ES 2 623393 T3

€ "34

A S L TN LA 0 S D R D S A T R L T BRI TR S 4 38 T TR E ey T S T P S Y L S e o DS DA T A E S S e S S S al SO X S I g ¥R SESSS X osuasu0)y
ETHAYGADRN T INEA LA L TCTAI DD SIS AT TH I [¥ER0E THHS 43 55 TS & TI0 0D DT 1 S TV SV LY Sh o B S DA W RS SHUS S S AN TSN EEUNIa VAW YYSHESSSA SNBIANS OWod MELE
FTEYAAONNT INGA T ALIQTAI DR S ANYSA L TE I IV EKOE THHS A4 A58 TS 2T 0 DT S TS LY Sy Y DS AT Hd A HS SIS 06 A DMy BN 1T T SHESSS A O0HL R¥d NELZ
ETEIVd AN T TN A LA L 10T 0T AR N S A T X T 1Y KOS THHS A2 S5 TS 8 Ty O T T S T S Yy L Sy D B DO T AR S SHaS SSa TSN STV iAW HSYYSHESSAA STADSH BN MELE

ETEEYdAONY] INGA T AL TOTCADGE)F EEAIS AT TN T TV ANGE THHS 42 S5 TS &1 D0 HEdIn 11 S T SHY LY S BNV DS D THdRES S5 SS AN TSN ETYVIaUNYYYYSEISS -k STUMEL SO NELZ

2IDLYAADI¥I I S0LE AVOCIAI RORZLEDUNSSARLEA THA - - - - === === s mmm e HAAT SNHAAISAUAROAT - - - - === == mmmee e e Ra¥d- - - YTOIYNSUISISANGIEdLAN  SHYDETE *D HELE
ST VGO TR I AL IO TAI DAL QI S AR TERER - -+ - = = = = = = = b NSIIRSHSADINAYSHAIS -~~~ -~~~ S 3404 - - -0~ ZFTIARTd LASY STRES T SUV HE1E

(092) {052} 4] (0€2) (ozz) {0%2} {002 (08T) (081} {oLE} (0sT) - losT) 10%1)

ESHSIYITTIVIEITYNSET TSN OVTRROITE e TSV IsOVNONES I LAESE DEEEWaneeny 6T it osuasuo
Y O A Y T Y S TN L2 G D T e L T T S A T3 N ¥E S LA SE S e VYWY - WWEBONE T -+ v {1} SXEIGVS ONOE (ELE
L L L e O TS TR TETRISP e {1} DOML R¥d ML
B YA Y 14 (Y W S TS T e S M T LG T T ST T3V LA SZ SO NNWYE - =~ - O ETTTET - -+ == - = mr o mmmms s mom e et e {1} SRTEDSIN SP NELZ
aﬁgﬁﬁ&%%%ak&wa%&maﬂna.,muﬁqamﬁmunmgg -SOVETIATERANEVIREIONSOOTIEASHSISOHSSANSHIOESHI00MK (Th  STIneL Sog MR
.......................................................................................................................................... b SNERTE ') AEK
BT S TN Bl TN~ = == = == = = e o e e o o o ol nais s e {t WY G

(oeTi (071 (61Y) 1007) (0E) ] oLt {03} {0s) (%) (gl oz} {61} ]

41



LeINEH
3.2 b LY
198 8NV
[l ¥au: 2

B)

seTan | '

LEOIOH
oSl

sewz |

VOLIDW

A)

PTEN-Largo -

138G6 (conejo)

PTEN

oo YN $xam

PTEN-Largo = s~ =

SHZ 1 (PTEN)

>

P

‘: GHZ | (raton)

j—

PTEN

PTEN-Largo

OJUITLIBUOLIIAIP WIS

Dones de ARMhe

ES 2 623393 T3

=

PTEN

NILd

ARNic
-

[5)]

PTEN-Largo

P

=+ NdLd

it

>
o

SHIM

Q)

PTEN-Largo ~* 99§

|
PTEN e, ) w—l

v i Ty hlin

pAk

mmmqu

42

PTEN®EATR

USSR
OI¥/OAY

NZLLd

UOLERY

LOLNTH

F)

VIV/DLYV
DIVOLY
VIV/DLD
DIVAL)

HONTLLA
101088

E}

e PTEN

-

- PTEN-Largo

7skDa »

PTEN-Largo -»

Fig. 4



ES 2 623393 T3

upTITSOd

E 29 as ok 313 0e 07 3]

A

YUV USdTIHTIALDADO I HY N A MU ALIAdTTTIdSATIDHHOUEE] LAJSACDNDJYUNUEY HUULEBIDD Y I

Yy uot8ad ap °godd e

UQTSTOS@ ap ‘qodd
1

eTOUBN9S : (SE10TJeINd SOTapou) WWII dITeuSTS Uod UOTIITpadd

S 81y

jund

uotoen

43



ES 2 623393 T3

N3.1d 8p uoldipy

esoJejas ap uoloeydiosidounwul

44

'

Vv UoD ap uoioeydioaidounwiul I

©
a
X
o
w0

-

Fig. 6



ES 2 623393 T3

uoion|3

@R «— \5id

4—ofie-N31d

%1 UonIpy

T |

45



ES 2 623393 T3

BULIBYpED-J :

BV

N3ld

obiel-N3Ld

(lwy6n)
0L OL S T | G0 0 )eseusiold
+ — — — — — — 00L-Xuopuy

8 ‘814

46



ES 2 623393 T3

obiel-N3Ld

(L'ZH9) N3Ld

b

uoion|3

6 ‘S1q

47



ES 2 623393 T3

esolelag

ESOJIEJOS Ul EdSH

Bso.lejag

75kDa

48

50kDa

Solo 2°

aPTEN

Fig. 10



ES 2 623393 T3

B.
PTEN-largo
R (Gly-2)
: PTEN (6H2,1)
Pr— p-actina
b
3 g O o |
g 8 oS 9O
© < X
£ E O O
o E o &
s T &
= =
£
Q
Fig. 11 ©

49



ES 2 623393 T3

Células MCF10a Tratadas con Proteinas
Purificadas durante 24h como se indica

wn
>

V5-PTEN-B

Fig. 12

50



ES 2 623393 T3

o
2
©
=
=z
s
ol 2
k c
o
(=]
o
o
8| o
s
'_
-]

Tratado con Vector Vacio /

, o
> o))
| —
©
© —
1
n =
n © w
a =
:< .
m
o~ ¢ obJe|-N3Ld ap uolon|3
¢ 0Ble|-N3Ld 8p Ugion|3

Z oble-N3 Ld ap uon|3

- o © ~ o wn < m

- - - f'.4.. ”.
o =] o o o o =1 =] =]

juelg

vse

vsd

Xenoinjerto U87

|
|
Fig. 13

51



ES 2 623393 T3

Final

Control
-----PTEN-largo

o o o 70

40

35

30

25

20

! z J ! " i
[=] o o o
@ © < N

100

(9%) BrouaAIniadns ap pepljigeqo.ld

(1] !

15

Tiempo

Fig. 14

52



ES 2 623393 T3

Gl "By

4S0€9

obJe-N31d

N3td

enfy

0s-

o
w

lopyd 21q17 eselesso

0st

oz

ese1e}so} ap oAesu]

53



ES 2 623393 T3

g} "Big

esejejsoj equue
oluiwoq euaped uoibay

(obie|-NJLd @Sk} us epesawnu) epeladsg ewiuj |euoioun uoibay

esejejsoy equue
oluiwoqg euaped uoiboy

e1a|dwo) pnubuo ep obie-NI1d

54



ES 2 623393 T3

ap sojonpolid sew oleq sew |\ 4 ap se10adsa) /-0} S8UOoIdel :q| 8107
Jw/Bwy 0 ‘Bwgze’o ‘(o)e g ap saloadse) g-¢ sauoiooeld (e| 807

0f b2 TZ 8T ST ET 0T £ Q) Wd

Jw/Bw o ‘Bwyeo ‘(uoioepelbap 21 Big
e T R
o= (o]

gy U
— c®
E S o
m o,
- a8
Do
- M.
—- m: i Ud m
ot A —
_— 23
o)
w

OEVCTTBTSTETOT L@y Nd

[BIDIU| Nd 185 UOD UQIoBJ}|I4 Jod uQIon|g ap S8uoIooeI

FYR VR BV T S I QR R g Ry eV AR SRS
25 LAk :-?.?.:-Emamﬁmlmﬂu:m:mA

3 .

nyw o' uipp]

nyw Z° Tozl

nyu gy gy

nyu o1 gy

- o

“

¢i

Got

55



ES 2 623393 T3

(¥s0eD)obieT-N31d
Ope|nWIS [0AU0D

U
I—
m
£
—
Q
=
«Q
o]

Sepejel] /8N SeNigD

(9)

gL biq

BUIJO /- i

EPIpUIOST € mmmammo_ -—

457

(1249) OBIET-NT Ly W mewsrs
— r..!..,L i}
> M m.....
83 3 8
m M o
= prd w
-~ - 9Q
b &S

(@]
ﬁm o »
3
<
QO
O,
O
3

(v)

56



ES 2 623393 T3

G-3686'F S2 G2 0 BIP |9p d 8P JO|eA |3,

Sauojo4  SaUCI0  seuojod  SBUOIO4  sauojod  seuojod

50 va €0 4} 14 0d
sauojod m * _ _

i

on728N-60£2EHE soualulouax

G e - opalulousy °NILA0 60EZERE

(seip) odwsal |

00+300°0

60+300'S

0T+300'T

0T+305'T

0T1+300°C

0143057 D

6919'L XEN
19vE'g W

10j02 8p Bueg

1sfg,Woyf s/d

(zW2) JopeiqiieD uod SaUOIDIPS

0 elQ - opalulousy onvILBn 60EZEHE

/

i

#

6L B4

To
[4¢
£0
vo
S0

S0

57



ES 2 623393 T3

(S0eD)obIeT-NI1d uald

BOIpUI 8S OWOD OjusIWEelel)
ap selp G ap sandsap eselayon| ugisaldxa us ueiquied B8N Sen|eo seT

oz '6id

70+300'7-

70+305'1T-

Z0+300°1-

T0+300'S-

00+300°0

10+300's

20+300'T

T0+30S'T

OpUOJ/BI2UBISIUILIN| 8P OIqWEe)

58



ES 2 623393 T3

1z B4

(4G0€9) obie-N3Ld uod opejel| obBie7-N3J 1 4 uod opejel |
R R C T R R

U0y

(ds0e9) obieT-NI1d uoo opejel | obie7-N3 Ld uoo opejel| = %
(=
L - BpIpuosa ¢ esedse
0 m PIpUIOSS € uiﬂ,‘
=
rS00 @ ELPANVE e
z ;
FI10 2 noo bt
, m. oxo4d m.- =
- ST0 z poall ——%
- B . 3
: r 7o g (1'ZH9) obie-NILd ===
61700 =d @
-+ SZ'0 &
o
(0]
g0 & 9
a
g v

sepejel| Bw /8N souslulouayx
ap € esedse) ap OIpawold UQIDBAOY

obie-N31d uoo opejel]

(450g9) 061e7-NJ Ld UOD Opelel]

59



ES 2 623393 T3

Ty e ¢
ity

(450€D) 0B1eT-NI Ld uoo opejes | 0B1e-NJ 1 Uod opejel]

_____ I

6£5L000=d

X0 odwe/sosen

o 5
: 8

w
L
s 2

(@]
g O
o 3
a0
vt

<

60



ES 2 623393 T3

€z ‘Big

o

sT0-

A— .—w H.O-

50'0-

Qualweles |
I us
. (9]
r 1 i L H N | D w
o
Q
- s0'0 3
L T'0 w.uw
&
P
k ST'0 m_
o
A
3
szo0 v
ojualwelel] ap seiq ¥ ap sandsa(g
9 (zwo) |elown] ealy U Olpawolid oique)

/8N SeINj9o 8p UYIo9aAUI 8P OPOISI

61



ES 2 623393 T3

opeoslew ou NJ1d uesaidxaaiqos anb sejn|ea ep opeledald |01JUOD UN S8 OJIBA 10]08A S8 ,I0J0A

$Z ‘Bid
ojuailwelel] ap seid O9DYVI-N3Ld Uod seioy ¥Z se| e
A p odwa} |8 us Jopeuqi|eo Jod sopipaw salown|
NH ._“.H OH m w h @ m q m N .H 80“0 =d sajown) gap o.._o__Qv erllL-10H motm_c_
L L L 1 L 1 [ 0 - 0
10X — T0x
@ ®
) )
05 N
m 2o
oblJe|-N3Ld L2 o
o - € DW €0 ,muz
0.29H W[ 70 :
o]0 J0}08 A .? O .O
S0
/ c ojusiwelel] ap seig ‘a ojusiwelel] ap selq
9 vt ¢ 1 CTITIOT 6 8 L 9 S ¥ €2 1
: . L _ L _ _ 0 > L L L 1 1 1 1 ! L L | 1 0
= V.
i @ =
o@mﬁ T0 w oBieT-NI 1d I .8
— 0
& e . c -
s - o
————— .v.o.i.,\h 0JOBA JOJOIA @.O mz
0JoBA JOJIBA - —
67+ WNAS o 9 o Ld 80
v

soualulouay e sejsandsay

62



uoioenwis A GA U0D sepejel]l /8N SENRD

LI B G an e o e .
s oh W o vtta.@ﬂ%&#@%&,w' ..mm b %o fﬁ\\
H v i o B N ' -

,hvwﬁkwww@‘&wﬂ*_&?
,va.l*tws.?»‘i%%

a.iwﬁg&ra@t.qi‘!‘d@

RRBELE s S o alihds

5
&
-

L
s a W@ N
Y T N
1w.§..1 . ,,
S S B g
I I O ﬂ-_.z
SRR o o '
s u,ﬁ% £ e
R o yw..vg, %.?a
essun s b
R E T S L .0 nMU.au‘%
T e . ) .
q =
L .w&m,{r
£ F

63

(ZA19) oBJeT-N3 Ld 8p ugioul|

ES 2 623393 T3

Iavd



ES 2 623393 T3

(T2H9) qv\uoo obie:NILd 493A

9z 61y

Y: \uoo cBie-NI1d + 49IA

ob1e7-N3Ld 493A

493A

8

-0
- 100
- 700
- €0'0
- 900
- 500
H 900

OIpaWOoI4 BIQUBQIOSAY

OIpaWOo.d BIDUBQIOSAY

64



	Primera Página
	Descripción
	Lista de Secuencias
	Reivindicaciones
	Dibujos

