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DESCRIPCION
Nuevo factor de viabilidad neuronal y su uso para tratar la distrofia de conos
Sector de la técnica

La presente invencion se refiere a trastornos neurodegenerativos, y mas particularmente a una composicion
farmacéutica para tratar y/o prevenir trastornos neurodegenerativos.

Estado de la técnica

Los trastornos neurodegenerativos han supuesto un desafio durante muchos afos, tanto en la investigacion basica
como en contextos clinicos.

Como ejemplo de tal trastorno neurodegenerativo, la retinosis pigmentaria (RP) es la degeneracion de la retina
genéticamente heterogénea caracterizada por la degeneracidon secuencial de una poblacion de neuronas que
corresponde a los fotorreceptores de conos y bastones. Los primeros signos clinicos de la RP son la ceguera
nocturna y el estrechamiento del campo de visidn periférico que empeora progresivamente para volverse vision “en
tanel”. Con el tiempo, la visién central se ve reducida a ceguera total en la mayoria de los casos. A nivel celular, los
fotorreceptores de bastones retinianos involucrados en la visién nocturna y lateral degeneran lentamente.
Posteriormente, los fotorreceptores de conos responsables de la vision del color y del alto contraste, de la agudeza
visual, de la percepcién de los detalles y la vision a luz normal se ven afectados de manera similar. El ratén con
degeneracion retiniana 1 (rd1) es el modelo animal mas estudiado en la retinosis pigmentaria. Lleva a cabo una
mutacion recesiva en el gen de la subunidad beta de la GMPc fosfodiesterasa especifica de los bastones que
conduce a la muerte de los fotorreceptores de bastones a través de la apoptosis (CARTER-DAWSON et al., Invest.
Ophthalmol. Vis. Sci., vol. 17(6), p:489-498, 1978; PORTERA-CAILLIAU et al., Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU.,
vol. 91(3), p: 974-978, 1994) seguido de la muerte de los conos, supuestamente debido a la falta de soporte tréfico
(MOHAND-SAID et al., Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU., vol. 95(14), p: 8357-8362, 1998).

En consecuencia, el problema técnico subyacente en la presente intenciéon es proporcionar compuestos novedosos
que tengan actividades neurotréficas, cuyos compuestos sean adecuados para el tratamiento de trastornos
neurodegenerativos tales como la retinosis pigmentaria, para la que actualmente no existe tratamiento.

El gen RACVF, también denominado tiorredoxina de tipo 6 (Txnl6) o nucleorredoxina de tipo 1 (Nxn11), codifica la
proteina Q8VC33 UniProt [6], que tiene una similitud limitada con la superfamilia de la tiorredoxina y que ejerce
actividad tréfica sobre los fotorreceptores de conos (LEVEILLARD et al., Nat. Genet. vol. 36(7), p: 755-759, 2004).
Las tiorredoxinas (TXN) habitualmente son pequefias proteinas que pueden estar involucradas en actividades
pleiotropicas tales como el control redox, la regulacién de la apoptosis y la actividad de las citocinas (HOLMGREN,
Annu. Rev. Biochem., vol. 54, p: 237-271, 1985; HOLMGREN, J. Biol. Chem., vol. 264(24), p: 13963-13966, 1989;
ARNER y HOLMGREN, Eur. J. Biochem., vol. 267(20), p: 6102-6109, 2000). El sitio activo conservado de la TXN
contiene dos cisteinas distintas (CXXC) que contribuyen a una actividad tiol oxidorreductasa (ARNER vy
HOLMGREN, 2000, anteriormente mencionada; POWIS y MONFORT, Annu. Rev. Pharmacol. Toxicol., vol. 41, p:
261-295, 2001) cataliza la reduccién de los enlaces de disulfuro en multiples proteinas de sustrato (HOLMGREN, J.
Biol. Chem., vol. 254(18), p: 9113-9119, 1979; HOLMGREN, J. Biol. Chem., vol. 254(19), p: 9627-9632, 1979). El
gen RACVF codifica dos productos a través del corte y empalme alternativo: una proteina de longitud completa y una
proteina post-transcripcionalmente truncada en la regiéon C-terminal que comparte similitudes con TRX80. Esta
ultima forma de tiorredoxina humana de tipo 1 (Txn) (PEKKARI et al., J. Biol. Chem., vol. 275(48), p: 37474-37480,
2000; PEKKARI et al., Blood, vol. 105(4), :1598-1605, 2005; LIU et al., Blood, vol. 105(4): 1606-1613, 2005) no tiene
actividad tiol reductasa pero esta involucrada en controlar el crecimiento de las células sanguineas mononucleares
periféricas (PEKKARI et al., 2000, anteriormente mencionada; PEKKARI et al., FEBS Lett., vol. 539(1-3): 143-148,
2003). De manera similar a Txn, RACVF parece un gen bifuncional ya que codifica tanto una forma larga (RACVF-L,
217 aa, Q8VC33) que tiene una supuesta actividad tiol oxidorreductasa (JEFFERY, Tends Biochem. Sci., vol. 24(1):
8-11, 1999; JEFFERY, Trends Genet., vol. 19(8): 415-417,2003), como una forma corta (RACVF-S, 109 aa, Q91
W38) con actividad tréfica de los conos, pero sin actividad redox.

Objeto de la invencién
La presente invencion esta definida por las reivindicaciones.

La presente divulgacion se refiere a una composicion farmacéutica que comprende un transportador
farmacéuticamente aceptable y un compuesto seleccionado del grupo que comprende:

i) un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que comprende la
secuencia de aminodacidos de la isoforma corta del Homo sapiens del gen RACVF2 (SEQ ID NO:1), ortdlogos,
derivados y fragmentos del mismo;

ii) un polinucledtido que codifica dicho polipéptido;
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i) un vector que comprende dicho polinucleétido; y
iv) una célula huésped modificada por ingenieria genética que expresa dicho polipéptido.

En otro ejemplo, la presente divulgacion se refiere a un uso, para tratar y/o prevenir un trastorno neurodegenerativo,
de un compuesto seleccionado del grupo que comprende:

i) un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que comprende la
secuencia de aminoacidos de la isoforma del Homo sapiens del gen RACVF2 (SEQ ID NO:1), ortélogos,
derivados y fragmentos del mismo;

i) un polinucleodtido que codifica dicho polipéptido;

i) un vector que comprende dicho polinucleétido; y

iv) una célula huésped modificada por ingenieria genética que expresa dicho polipéptido.

En otro ejemplo mas, la presente divulgacion se refiere a un método de prevencién y/o tratamiento de un trastorno
neurodegenerativo que comprende proporcionar, a un sujeto que presenta o se predice que presenta un trastorno
neurodegenerativo, una cantidad eficaz de una composicidon que comprende un compuesto seleccionado del grupo
que comprende:

i) un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que comprende la
secuencia de aminoacidos de la isoforma corta del Homo sapiens del gen RACVF2 (SEQ ID NO:1), ortdlogos,
derivados y fragmentos del mismo;

i) un polinucleétido que codifica dicho polipéptido;

i) un vector que comprende dicho polinucleétido; y

iv) una célula huésped modificada por ingenieria genética que expresa dicho polipéptido.

En otro ejemplo mas, la presente divulgacion se refiere finalmente a un método de prueba de un sujeto que se cree
que padece o que esta predispuesto a padecer un trastorno neurodegenerativo, que comprende la deteccion de la
presencia de una mutaciéon en el gen RACVF2 y/o en su promotor asociado en una muestra bioldgica de dicho
sujeto.

Descripcion de las figuras

La figura 1 muestra la conservacion de la estructura genética de RACVF y RACVF2.

La figura 2 muestra las similitudes en la secuencia y la estructura de las proteinas RACVF y RACVF2 de raton
con miembros de la superfamilia de la tiorredoxina.

La figura 3 muestra la validacion de la expresion de RACVF2 en la retina.

La figura 4 muestra el ensayo de viabilidad de los conos en presencia de RACVF-S y RACVF2-S.

Descripcion detallada de la invencién

La presente invencion se basa en el descubrimiento de un nuevo gen RACVF2 como un gen paralogo a RACVF,
mejorando la proteina codificada por dicho gen la viabilidad de las neuronas tales como los fotorreceptores de conos
y las neuronas olfativas.

De este modo, en un primer aspecto, la presente divulgacion proporciona una composicién farmacéutica que
comprende un transportador farmacéuticamente aceptable y un compuesto seleccionado del grupo que comprende:

i) un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que comprende la
secuencia de aminodacidos de la isoforma corta del Homo sapiens del gen RACVF2 (SEQ ID NO:1), ortélogos,
derivados y fragmentos del mismo;

ii) un polinucledtido que codifica dicho polipéptido;

i) un vector que comprende dicho polinucleétido; y

iv) una célula huésped modificada por ingenieria genética que expresa dicho polipéptido.

Como se usa en el presente documento, el término "polipéptido" se refiere a una cadena molecular de aminoacidos
que mejora la viabilidad de las neuronas, tales como los fotorreceptores de conos o las neuronas olfativas. Este
polipéptido, si es necesario, puede modificarse in vitro y/o in vivo, por ejemplo mediante glucosilacion, miristoilacion,
amidacion, carboxilaciéon o fosforilacién, y puede obtenerse, por ejemplo, mediante técnicas sintéticas o
recombinantes conocidas en la materia.

De acuerdo con un ejemplo preferido, la composicion de la invencidon puede comprender un transportador
farmacéuticamente aceptable y un compuesto seleccionado del grupo que comprende:

i) un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos expuesta como (SEC ID NO:10);
if) un polinucleétido que codifica dicho polipéptido;
i) un vector que comprende dicho polinucleétido; y
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iv) una célula huésped modificada por ingenieria genética que expresa dicho polipéptido.

Como se usa en el presente documento, el término "ortélogos" se refiere a proteinas de diferentes especies que las
proteinas SEQ ID NO.1 y SEQ ID NO.10 del Homo sapiens que evolucionaron a partir de un gen ancestral comun
por especiacion. Como ejemplo de tales ortélogos, se pueden mencionar las proteinas que corresponden a RACVF2-
S en Mus musculus (SEQ ID NO.2), Rattus norvegicus (SEQ ID NO.3), Pan troglodytes (SEQ ID NO.4), Bos Taurus
(SEQ ID NO.5), Gallus gallus (SEQ ID NO.6), Xenophus laevis (SEQ ID NO.7), Tetraodon nigroviridis (SEQ ID NO.8)
y Danio rerio (SEQ ID NO.9).

Como se usa en el presente documento, el término "derivados” se refiere a polipéptidos que tienen un porcentaje de
identidad de al menos 75 % con SEQ ID NO.1, SEQ ID NO.10 o con ortdlogos de las mismas, preferentemente de al
menos 85 %, como un ejemplo de al menos 90 %, y mas preferentemente de al menos 95 %.

Ha de observarse que la isoforma corta de RACVF2 del Homo sapiens tiene menos del 40 % de identidad con la
isoforma corta de RACVF del Homo sapiens.

Como se usa en el presente documento, el término "fragmentos” se refiere a polipéptidos que tienen una longitud de
al menos 25 aminoacidos, preferentemente de al menos 50 aminoacidos, como ejemplo de al menos 75 u 85
aminoacidos, y mas preferentemente de al menos 100 aminoacidos.

Como se usa en el presente documento, "porcentaje de identidad" entre dos secuencias de aminoacidos, significa el
porcentaje de aminoacidos idénticos, entre las dos secuencias a comparar, obtenido con el mejor alineamiento de
dichas secuencias, siendo este porcentaje puramente estadistico y siendo las diferencias entre estas dos secuencias
distribuidas aleatoriamente a lo largo de las secuencias de aminoacidos. Como se usa en el presente documento,
"mejor alineamiento" o "alineamiento 6ptimo", significa el alineamiento para el que el porcentaje de identidad
determinado (véase mas adelante) es el mas alto. La comparacion de secuencias entre dos secuencias de
aminoacidos se efectia normalmente comparando estas secuencias que previamente se han alineado de acuerdo
con el mejor alineamiento; esta comparacion se efectia en segmentos de comparacién para identificar y comparar
las regiones locales de similitud. EI mejor alineamiento de secuencias para realizar la comparacién puede
efectuarse, ademas de forma manual, usando el algoritmo de homologia global desarrollado por SMITH y
WATERMAN (Ad. App. Math., vol. 2), p: 482, 1981, usando el algoritmo de homologia local desarrollado por
NEDDLEMAN y WUNSCH (J. Mol. Biol., vol. 48), p: 443, 1970, usando el método de similitudes desarrollado por
PEARSON y LIPMAN (Proc. Natl. Acd. Sci. EE.UU., vol. 85), p: 2444, 1988, usando programas informaticos que
emplean tales algoritmos (GAP, BESTFIT, BLAST P, BLAST N, FASTA, TFASTA en el paquete informatico de
Wisconsin Genetics, Genetics Computer Group, 575 Science Dr., Madison, Wisconsin, EE.UU.), usando los
algoritmos de alineamiento multiple MUSCLE (Edgar, Robert C., Nucleic Acids Research, vol. 32, p: 1792, 2004).
Para obtener el mejor alineamiento local, se puede usar preferentemente el programa informatico BLAST, con la
matriz BLOSUM 62, o la matriz PAM 30. El porcentaje de identidad entre dos secuencias de aminoacidos se
determina comparando estas dos secuencias alineadas Optimamente, siendo capaces las secuencias de
aminoacidos de comprender adiciones o supresiones con respecto a la secuencia de referencia para obtener el
alineamiento 6ptimo entre estas dos secuencias. El porcentaje de identidad se calcula determinando el nimero de la
posicion idéntica entre estas dos secuencias, y dividiendo este numero por el numero total de posiciones
comparadas, y multiplicando el resultado obtenido por 100 para obtener el porcentaje de identidad entre estas dos
secuencias.

La expresion "farmacéuticamente aceptable" se refiere a entidades y composiciones moleculares que son
fisioldgicamente tolerables y que habitualmente no producen una reacciéon adversa alérgica o similar, tal como
molestias digestivas, mareos y similares, cuando se administra a un ser humano. Preferentemente, como se usa en
el presente documento, la expresion "farmacéuticamente aceptable" significa que estd aprobado por una agencia
reguladora del Gobierno Federal o de un gobierno estatal o que esta incluido en la Farmacopea de Estados Unidos u
otra farmacopea reconocida generalmente para su uso en animales, y mas particularmente en seres humanos.

El término "transportador" se refiere a un diluyente, adyuvante, excipiente, o vehiculo con el que se administra el
compuesto. Tales trasportadores farmacéuticos pueden ser liquidos estériles, tales como agua y aceites, incluidos
aquellos cuyo origen es petréleo, animal, vegetal o sintético, tales como aceite de cacahuete, aceite de soja, aceite
mineral, aceite de sésamo y similares. Las soluciones salinas de agua o solucién acuosa y las soluciones acuosas
de dextrosa y glicerol se emplean preferentemente como transportadores, particularmente para soluciones
inyectables. En "Remington’s Pharmaceutical Sciences" de E.W. Martin se describen los transportadores
farmacéuticos adecuados.

Como se usa en el presente documento, el término "polinucledtido” se refiere a ARN o ADN, preferentemente a
ADN. Dicho ADN puede ser bicatenario o monocatenario.

Preferentemente, el polinucle6tido comprende la secuencia SEQ ID NO.11.

Preferentemente, el polinucleétido comprende una secuencia que codifica la secuencia SEQ ID NO:10.
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El polinucledtido de la invencién puede incluir ademas la secuencia codificante del polipéptido definida
anteriormente, una secuencia codificante adicional, tal como una secuencia lider o una secuencia de proproteina, y/o
secuencias no codificantes adicionales, tales como intrones o secuencias 5' y/o 3' UTR.

Como se usa en el presente documento, el término "vector" se refiere a un vector de expresion, y puede estar, por
ejemplo, en forma de plasmido, particula virica, un fago, etc.

Tales vectores pueden incluir plasmidos bacterianos, ADN de fagos, baculovirus, plasmidos de levaduras, vectores
derivados de combinaciones de plasmidos y ADN de fagos, ADN virico tal como el virus de la variolovacuna,
adenovirus, el virus de la difteria aviar, y la pseudorrabia. Los expertos en la materia conocen un gran niumero de
vectores adecuados que estan disponibles en el comercio. Los siguientes vectores se proporcionan a modo de
ejemplo. Bacterianos: pQE70, pQE60, pQE-9 (QUIAGEN), pbs, pD10, phagescript, psiX174, pbluescript SK, pbsks,
pNH8A, pNH16a, pNH18A, pNH18A (STRATAGENE), ptrc99a, pKK223-3, pKK233-3, pDR540, PpRIT5
(PHARMACIA). Eucariotas: pWLNEO, pSV2CAT, pOG44, pXT1, pSG (STRATAGENE), pSVK3, pBPV, pMSG, pSVL
(PHARMACIA). Sin embargo, puede usarse cualquier otro vector siempre y cuando sea replicable y viable en el
huésped.

La secuencia de polinucleétidos, preferentemente la secuencia de ADN del vector, esta unida operativamente a
una(s) secuencia(s) de control de expresion apropiada(s) (promotor) para dirigir la sintesis del ARNm. Como
ejemplos representativos de tales promotores, pueden mencionarse promotores procariotas o eucariotas tales como
el inmediato temprano del CMV, el HSV timidina quinasa, SV40 temprano y tardio, Las LTR de retrovirus, y
metalotioneina-I de ratén. El vector de expresion también contiene un sitio de union a ribosomas para el inicio de la
traduccion y un vector de transcripcion. El vector puede incluir también secuencias apropiadas para amplificar la
expresion.

Ademas, los vectores contienen preferentemente uno o mas genes marcadores de seleccion para proporcionar un
rasgo fenotipico para la seleccién de células huésped transformadas tales como dihidrofolato reductasa o resistencia
a la neomicina para el cultivo celular eucariota, o tal como resistencia a tetraciclina o ampicilina en E. coli.

Como se usa en el presente documento, la expresion "célula huésped modificada por ingenieria genética" se refiere
a células huésped que han sido transducidas, transformadas o transfectadas con el polinucledtido o con el vector
descritos anteriormente.

Como ejemplos representativos de células huésped apropiadas, pueden mencionarse las células bacterianas, tales
como E. coli, Streptomyces, Salmonella typhimurium, células fungicas tales como levaduras, células de insecto tal
como Sf9, células animales tales como CHO o COS, células vegetales, etc. La seleccion de un huésped apropiado
se considera que ha de estar dentro del alcance de aquellos expertos en la materia a partir de las ensefianzas del
presente documento.

Preferentemente, dicha célula huésped es una célula animal, y mas preferentemente una célula humana.

La introduccion en la célula huésped del polinucleétido o del vector descritos anteriormente puede efectuarse
mediante un método bien conocido por los expertos en la materia, tal como transfecciéon con fosfato calcico,
transfeccion mediada con DEAE-dextrano, o electroporacion.

La composicién de la invencién pueden comprender uno o mas aditivos (por ejemplo, estabilizantes, conservantes).
Véase, en general, Ullmaann's Encyclopedia of Industrial Chemistry, sexta edicion). (varios editores, 1989-1998,
Marcel Dekker); y Pharmaceutical Dosage Forms and Drug Delivery System (ANSEL ef al., 1994, WILLIAMS &
WILKINS).

En una realizacion, la presente invencion proporciona un compuesto para su uso, en terapia, seleccionado del grupo
que comprende:

i) un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos expuesta como (SEC ID NO:10);
ii) un polinucleétido que codifica dicho polipéptido;

iii) un vector que comprende dicho polinucleétido; y

iv) una célula huésped modificada por ingenieria genética que expresa dicho polipéptido.

En otra realizacion, la presente invencion proporciona su uso, para tratar y/o prevenir la distrofia de conos.

Habitualmente, el medicamento puede usarse para el tratamiento terapéutico o profilactico de un sujeto,
correspondiendo dicho sujeto a un mamifero, en particular a un ser humano.

Como se usa en el presente documento, la expresion "trastorno neurodegenerativo" se refiere a un trastorno
asociado con la degeneracion de las neuronas, tales como los trastornos degenerativos del sistema nervioso central,
implicando preferentemente la degeneracion de las células de Purkinje, los trastornos degenerativos de los
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fotorreceptores, o los trastornos degenerativos de las neuronas olfativas.

Como ejemplo de trastornos degenerativos del sistema nervioso central, puede mencionarse la enfermedad de
Alzheimer, la enfermedad de Parkinson, y la enfermedad de Huntington/Corea.

Como ejemplo de trastornos degenerativos de los fotorreceptores, puede mencionarse la distrofia de conos (por
ejemplo, la retinosis pigmentaria).

Como ejemplo de trastornos degenerativos de las neuronas olfativas, puede mencionarse la anosmia.
Dicho polipéptido, polinucleétido, vector, y célula huésped son como se han descrito anteriormente.

De acuerdo con un caso preferido, dicho medicamento puede usarse para tratar y/o prevenir los trastornos
degenerativos de los fotorreceptores o los trastornos degenerativos de las neuronas olfativas.

También se proporciona la prevencion y/o el tratamiento de un trastorno neurodegenerativo que comprende
proporcionar, a un sujeto que presenta o se predice que presenta un trastorno neurodegenerativo, una cantidad
eficaz de una composicion que comprende un compuesto seleccionado del grupo que comprende:

i) un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que comprende la
secuencia de aminoacidos de la isoforma corta del Homo sapiens del gen RACVF2 (SEQ ID NO:1), ortdlogos,
derivados y fragmentos del mismo;

if) un polinucleétido que codifica dicho polipéptido;

iii) un vector que comprende dicho polinucleétido; y

iv) una célula huésped modificada por ingenieria genética que expresa dicho polipéptido.

De acuerdo con la invencién, una "cantidad eficaz" de una composicidon es una que es suficiente para conseguir un
efecto biolégico deseado, en este caso, aumentar la viabilidad neuronal. Se entiende que la dosis eficaz dependera
de la edad, del sexo, de la salud, y del peso del receptor, del tipo de tratamiento simultaneo, en caso de haberlo, de
la frecuencia del tratamiento, y de la naturaleza del efecto deseado. Los intervalos de dosis eficaces proporcionados
mas adelante no pretenden limitar la invencion y representan intervalos de dosis preferentes. Sin embargo, la
posologia preferente puede estar adaptada al sujeto individual, como entiende y puede determinar un experto en la
materia, sin experimentacion excesiva.

Dicho polipéptido, polinucleétido, vector, y célula huésped son como se han descrito anteriormente.

También se proporciona un método in vitro para realizar pruebas en un sujeto que se cree que padece o que esta
predispuesto a padecer un trastorno neurodegenerativo, que comprende la etapa de analizar una muestra bioldgica
de dicho sujeto para:

i) detectar la presencia de una mutacién en el gen RACVF2 y/o en su promotor asociado, y/o
i) analizar la expresion del gen RACVF2.

Como se usa en el presente documento, la expresion "muestra biolégica" se refiere a cualquier muestra de un
sujeto, tal como sangre o suero.

Como se usa en el presente documento, la expresiéon "trastorno neurodegenerativo” se refiere a un trastorno
asociado con la degeneracion de las neuronas, tales como los trastornos degenerativos del sistema nervioso central,
los trastornos degenerativos de los fotorreceptores, o los trastornos degenerativos de las neuronas olfativas.

Preferentemente, el trastorno neurodegenerativo es un trastorno neurodegenerativo de los fotorreceptores, tal como
la distrofia de conos (por ejemplo, la retinosis pigmentaria).

Las técnicas habituales para detectar una mutacién en el gen RACVF2 pueden incluir el polimorfismo de la longitud
del fragmento de restricciéon, técnicas de hibridacién, secuenciacion de ADN, resistencia a la exonucleasa,
microsecuenciacion, extension en fase solida usando los ddNTP, extension en solucidon usando los ddNTP, ensayos
con oligonucleétidos, métodos para detectar polimorfismo mononucleotidico, tales como la hibridacién dinamica
especifica de alelo, reaccion en cadena de ligamiento, minisecuenciacién, "microplacas" de ADN, hibridacién con
oligonucledtidos especifica de alelo con sondas marcadas sencillas o dobles combinado con PCR o con balizas
moleculares (molecular beacons), y otros.

El analisis de la expresion del gen RACVF2 puede evaluarse mediante cualquiera de una amplia variedad de
métodos bien conocidos para detectar la expresién de un acido nucleico transcrito o proteina traducida.

En un caso preferido, la expresion del gen RACVF2 se evaltua analizando la expresion del transcrito de ARNm o de
los precursores de ARNm, tales como el ARN naciente, de dicho gen. Dichos analisis pueden evaluarse preparando
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ARNmM/ADNCc de células en una muestra biolégica de un sujeto, e hibridando el ARNm/ADNc con un polinucleétido
de referencia. El ARNm/ADNCc preparado puede usarse en ensayos de hibridacién o amplificacion que incluyen, pero
no estan limitados a, analisis Southern o Northern, analisis de reaccién en cadena de la polimerasa, tales como PCR
cuantitativa (TagMan), y series de sondas tales como series de ADN GeneChip™ (AFFYMETRIX).

Ventajosamente, el analisis del nivel de expresién del ARNm transcrito del gen RACVF2 implica el proceso de
amplificacion de acidos nucleicos, por ejemplo, por RT-PCR (realizacion experimental expuesta en el N.° de patente
estadounidense 4.683.202), por reacciéon en cadena de la ligasa (BARANY, Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU., vol. 88, p:
189-193, 1991), por replicacion de secuencia autosostenida (GUATELLI et al., Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU., vol. 87,
p: 1874-1878, 1990), por sistema de amplificacién transcripcional (KWOH et al., 1989, Proc. Natal. Acas. Sci.
EE.UU., vol. 86, p: 1173-1177, 1989), por Q-Beta replicasa (LIZARDI et al., Biol. Technology, vol. 6, p: 1197, 1988),
por replicacién de circulo rodante (N.° de patente estadounidense 5.854.033) o por cualquier otro método de
amplificacion de acidos nucleicos, seguido de la deteccién de las moléculas amplificadas usando técnicas que los
expertos en la materia conocen bien. Estos esquemas de deteccion son especialmente utiles para la detecciéon de
moléculas de &cido nucleico si dichas moléculas estan presentes en numeros muy bajos. Como se usa en el
presente documento, los cebadores de amplificacién se definen como un par de moléculas de acido nucleico que
pueden hibridarse en regiones 5' o0 3' de un gen (cadenas positivas y negativas, respectivamente, o viceversa) y
contienen una regidon corta entre medias. En general, los cebadores de amplificacion tienen una longitud de
aproximadamente 10 a 30 nucledtidos y flanquean una regién de aproximadamente 50 a 200 nucledtidos de
longitud. En las condiciones adecuadas y con los reactivos adecuados, tales cebadores permiten la amplificacion de
una molécula de acido nucleico que comprende la secuencia de nucleétidos flanqueada por los cebadores.

En vista de la presente solicitud, un experto en la materia puede identificar simplemente la secuencia del gen
RdCVF2 en un sujeto.

Como ejemplo, la secuencia del ADNc que codifica la isoforma corta de RACVF2 del Homo sapiens tiene la
secuencia SEQ ID NO.11.

En otro ejemplo preferente, la expresion del gen RACVF2 se evalla analizando la expresion de la proteina traducida
a partir de dicho gen. Dicho analisis puede evaluarse usando un anticuerpo (por ejemplo, un anticuerpo marcado con
radio, marcado con cromoéforo, marcado con fluoréforo o marcado con enzima), un derivado de anticuerpo (por
ejemplo, un conjugado de anticuerpo con un sustrato o con la proteina o ligando de una proteina de un par
proteina/ligando (por ejemplo, biotina-estreptavidina)), o un fragmento de anticuerpo (por ejemplo, un anticuerpo
monocatenario, un dominio hipervariable del anticuerpo aislado, etc.) que se une especificamente a la proteina
traducida a partir del gen RACVF2.

Dicho analisis puede evaluarse mediante una variedad de técnicas bien conocidas por los expertos en la materia,
incluyendo, pero no limitandose a, enzimoinmunoensayo (EIA), radioinmunoensayo (RIA), analisis de transferencia
Western y ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (RIA).

Los anticuerpos policlonales pueden prepararse inmunizando un animal adecuado, tal como un ratén, conejo o
cabra, con una proteina codificada por el gen RACVF2 o un fragmento del mismo. El titulo de anticuerpos en el
animal inmunizado puede monitorizarse a lo largo del tiempo mediante técnicas convencionales, tales como con
ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) usando un polipéptido inmovilizado. En un tiempo apropiado
después de la inmunizacién, por ejemplo, cuando los titulos de anticuerpos especificos son los mas altos, las células
productoras de anticuerpos pueden obtenerse del animal y usarse para preparar anticuerpos monoclonales (mAb)
mediante técnicas convencionales, tales como la técnica de hibridoma descrita originalmente por KOHLER y
MILSTEIN (Nature, vol. 256, p: 495-497, 1975), la técnica de hibridoma de linfocitos B humanos (KOZBOR et al.,
Immunol., vol. 4, p: 72, 1983), la técnica de hibridoma-VEB (COLE et al., In Monoclonal Antibodies and Cancer
Therapy, Alan R. Liss, Inc., p: 77-96, 1985) o técnicas de trioma. La tecnologia para producir hibridomas es bien
conocida (véase generalmente Current Protocols in Immunology, COLIGAN et al. ed., John Wiley & Sons, Nueva
York, 1994). Las células de hibridoma que producen el anticuerpo monoclonal deseado se detectan identificando los
sobrenadantes de cultivo de hibridoma para los anticuerpos que se unen al polipéptido de interés, por ejemplo,
usando un ensayo ELISA convencional.

El método de la invencion puede comprender comparar el nivel de expresion del gen RACVF2 en una muestra
bioloégica de un sujeto con el nivel de expresion normal de dicho gen en un control. Un nivel de expresion de dicho
gen significativamente mas débil en la muestra biolégica de un sujeto en comparacion con el nivel de expresion
normal, es un indicio de que el paciente padece o esta predispuesto a desarrollar un trastorno neurodegenerativo.

El nivel "normal" de expresion del gen RACVF2 es el nivel de expresion de dicho gen en una muestra bioldgica de un
sujeto no afectado por ningun trastorno neurodegenerativo, preferentemente no afectado por retinosis pigmentaria.
Preferentemente, dicho nivel normal de expresién se evalia en una muestra de control (por ejemplo, una muestra de
un sujeto sano, que no estd afectado por ningun trastorno neurodegenerativo) y preferentemente, el nivel de
expresion medio de dicho gen en varias muestras de control.
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A continuacion, la invencién se describe con mayor detalle en relacién con las secuencias de aminoacidos, las
secuencias de acidos nucleicos y los ejemplos.

Ejemplos
1) Identificacion de RdCVF2, un gen paralogo a RACVF

El gen RACVF de ratén se localiza en el cromosoma 8 y contiene tres exones y puede transcribirse en dos variantes
de corte y empalme distintas que corresponden a RACVF-L (larga) y RACVF-S (corta), respectivamente.

En la figura 1, panel a, se describe la estructura de ambas variantes de corte y empalme de RACVF. EIl ARNm de
RACVF-L (NM_145598, cromosoma 8 de raton, cadena negativa, de 70'033'763 a 70'027'717) se compone de tres
exones (1-3) de 348, 687 y 1751 pb. El ARNm de RACVF-S (BC017153, de 70'033'785 a 70'032'615) se compone
de un exon (1172 pb). Las regiones codificantes y no codificantes estan representadas en gris oscuro y en gris claro
respectivamente. La region genémica que rodea el codén de terminacién en el extremo del primer exon codificante y
las secuencias ortélogas correspondientes en 12 genomas de otros vertebrados estan alineadas. Los triangulos
negros indican el extremo del primer ex6n codificante de RACVF-L. Los codones de terminacién conservados estan
en color rojo. Al final, se ofrecen las longitudes de las regiones codificantes (CDS) y de las regiones no traducidas
(UTR, por las siglas untranslated regions) terminales.

La variante de corte y empalme de RACVF-L se compone de tres exones, cuya variante codifica una proteina en la
que los ultimos 109 amino acidos se denominan "cap" (caperuzon).

La variante de corte y empalme de RACVF-S se compone de un uUnico exén en el que la secuencia codificante es la
misma que el primer exén de la forma larga extendida por un codén seguido de un codén de terminacion (TGA) y
finalmente una regién 3' (UTR) no traducida.

En consecuencia, el "cap" (es decir, los ultimos 109 amino acidos) de RACVF-L faltan en RACVF-S.
Una busqueda BLAST en las bases de datos permitié la identificacién de un gen paralogo denominado RACVF2.

En la figura 1, panel b, se describe la estructura de ambas variantes de corte y empalme de RACVF2. El ARNm de
RdCVF2-L (AK015847, cromosoma 13 de ratén, cadena positiva, de 50°202’'630 a 50'206'797) se compone de dos
exones (1-2) de 603 y 564 pb. El ARNm de RACVF2-S (BC016199, de 50°202’667 a 50°'205'571) se compone de un
exon (2904 pb). Las regiones codificantes y no codificantes estan representadas en gris oscuro y en gris claro
respectivamente. La regidon genémica que rodea el codén de terminacién en el extremo del primer exén codificante y
las secuencias ortélogas correspondientes en 12 genomas de otros vertebrados estan alineadas. Los triangulos
negros indican el extremo del primer exén codificante de RACVF2-L. Los codones de terminacion conservados estan
en color rojo. Al final, se ofrecen las longitudes de las regiones codificantes (CDS) y de las regiones no traducidas
(UTR) terminales.

Este analisis permite localizar el gen RACVF2 en el cromosoma 13 y demostrar que las secuencias de RACVF y
RdCVF2 y las estructuras genéticas son muy similares entre ambas. De hecho, parece que RACVF2 también
codifica, tanto la proteina de tipo tiorredoxina (156 aa, SEQ ID NO.12), como una forma mas corta (101 aa, SEQ ID
NO.2) denominadas RACVF2-L y RACVF2-S, respectivamente.

Finalmente, el andlisis secuencial ha revelado que el grado de homologia entre RACVF y RACVF2 es del 58,0 %
para las isoformas largas y del 53,5 % para las isoformas cortas.

2) Conservacion de la estructura genética de RACVF y RdCVF2 durante la evolucién

La viabilidad de los conos se relaciona con la produccion de la forma RACVF-S y, por extension, con la presencia del
codon de terminacion en el extremo del primer exén requerido para obtener tal isoforma.

Para evaluar aun més la conservacion de dicho codén de terminacion, el servidor del buscador BLAT de genoma
UCSC (HINRICHS et al., Nucleic Acids Revs., vol. 34 (publicacién de la base de datos): D590-598, 2006; KENT,
Genome Res., vol. 12(4): 656-664, 2002) se usé para mapear los genes RACVF y RACVF2 de raton de todos los
genomas de vertebrados disponibles y para extraer las secuencias gendémicas correspondientes.

Los resultados han mostrado que ambos locus se hallaron en 13 vertebrados. Todos estos organismos manifestaron
ambos genes exceptuando Takifugu rubripes y Tetraodon nigroviridis, en los que RACVF se duplicé en la misma
ubicacién cromosémica (RACVF a 'y b) con un intrén adicional insertado en el primer exén codificante de estos locus.
Merece la pena destacar que el codon de terminacion en el extremo del primer exén se conserva estrictamente en
su gran mayoria (figura 1, paneles a y b).

Finalmente, esta observacion implica la posible existencia de isoformas cortas de RACVF en la mayoria de los
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vertebrados, exceptuando RACVF en Gallus gallus y Brachydarzio rerio; RACVFb en Tetraodon nigroviridis 'y
Takifugu rubripes.

3) Anadlisis de las secuencias de proteinas de RACVF y RACVF2

Para identificar las proteinas ortdlogas candidatas de RACVF y RACVF2, se realizaron busquedas de homologia en
las bases de datos publicas de secuencias UniProt (WU et al., Nucleic Acids Res., vol. 34 (publicacién de la base de
datos), p: D187-191,2006) y EMBL (COCHRANE et al., Nucleic Acids Res., vol. 34 (publicacién de la base de datos):
D10-15, 2006), usando los programas BLAST (ALTSCHUL et al, J. Mol. Biol., vol. 215(3): 403-410, 1990;
ALTSCHUL et al., Nucleic Acids Res., vol. 25(17): 3389-3402, 1997).

Las proteinas ortdlogas a RACVF(-L/2-L) que se refieren a las isoformas largas de ambos genes RACVF, se
identificaron o predijeron en vertebrados (Rattus norvegicus, Homo sapiens, Pan troglodytes, Bos taurus, Canis
familiaris, Gallus gallus, Xenopus laevis, Tetraodon nigroviridis, Brachydanio rerio) de acuerdo con las busquedas en
las bases de datos de proteinas o genoma.

Después, se usaron los programas TBA (BLANCHETTE et al., Genome Res., vol. 14(4): 708-715, 2004) y PipeAlign
(PLEWNIAK et al., Nucleic Acids Res., vol. 31(13): 3829-3832, 2003) con parametros por defecto para generar los
multiples alineamientos de secuencias de genomas y proteinas, respectivamente. Puntualmente, el alineamiento de
proteinas incluia ajustes manuales en consonancia con la conservacion de la estructura secundaria de la proteina.

La figura 2 (panel a) muestra el alineamiento de secuencias de RdCVF, RdCVF2, triparredoxina (TRYX),
nucleorredoxina (NXN) y tiorredoxina (TXN). Se ofrecen (a la izquierda) el nombre, organismo y numero de registro
(entre paréntesis) de cada secuencia de proteina. Los restos conservados idénticos (texto blanco sobre fondo negro)
pequefos (A, D, G, P, S, T; texto blanco sobre fondo verde) hidroéfobos (A, C, F, G, I, L, M, S, T, V, W, Y; texto negro
sobre fondo amarillo) polares (D, E, H, K, N, Q, R, S; texto azul) y cargados (D, E, K, R; texto blanco sobre fondo
rojo) se muestran de acuerdo con un umbral de conservacion del 85 %. Una secuencia de consenso se ofrece bajo
los multiples alineamientos en los que s, h, p y ¢ corresponden a los restos pequeios, hidréfobos, polares y
cargados, respectivamente. Las estructuras secundarias (lamina 8 y hélice a) de la estructura | de la triparredoxina
(1EWX) de Crithidia fasciculata se ofrecen debajo de la secuencia de consenso. Los rectangulos de puntos azules
indican las tres inserciones especificas de RACVF(2). El rectangulo de puntos verde muestra la region del "cap"
ausente en RACVF(2)-S. Se indica (tridngulo rojo) la posiciéon del producto de escision de la tiorredoxina humana
(TRX80). El panel b presenta la estructura de los modelos TRYX-l (1EWX) (izquierda), RACVF-L de ratén (centro) y
RdCVF2-L de ratén (derecha) de Crithidia fasciculata. Las regiones de la cadena principal de TRYX-I conservada en
RdCVF(2)-L estan coloreadas con rojo. La regién "cap" (caperuza) y las tres inserciones especificas estan
representadas con verde y azul, respectivamente. El supuesto sitio catalitico (C44XXCas7) se muestra en amarillo con
una representacion de relleno de espacio.

Un analisis filogenético entre la superfamilia de TXN establecié que las proteinas RACVF y RdACVF2 estan
estrechamente relacionadas con los miembros de TRYX y NXN (MICOSSI et al., Acta Crystallogr. D. Biol.
Cystallogr., vol. 58 (Pt 1): 21-28, 2002; KRUMME et al., Biochemistry, vol. 42(50): 14720-14728, 2003; ALPHEY et
al., J. Biol. Chem., vol. 274(36): 25613-25622, 1999; EKLUND et al., Proteins, vol. 11(1): 13-28, 1991; KUROOKA et
al., Genomics, vol. 39(3): 331-339, 1997; LAUGH- NER et al., Plant Physiol., vol. 118(3): 987-996, 1998). Incluso los
homadlogos distantes tales como la triparredoxina | de Chrithidia fasciculata (096438, TRYX-I) (ALPHEY et al., 1999,
anteriormente mencionada) manifiestan 42,5 % y 45,4 % de similitud secuencial con respecto a las proteinas de
raton RACVF(-L/2-L). Tres inserciones en el alineamiento mdltiple (denominadas 1,2 y 3) permiten distinguir estas
familias de proteina filogenética (figura 2, panel a).

La insercion 3 (restos 87-110) contiene el motivo conservado WLALP [Wios(L,V)(A,F)(L,V,I)P112] y discrimina
claramente la familia TRYX [TRYX, NXN, RACVF y RdCVF2] de la superfamilia TXN.

La insercion 2 (63-72) y dos restos adicionales (96-97) de la insercion 3 permiten diferenciar las proteinas RACVF y
RACVF2 del resto de la familia TRYX.

Finalmente, la insercion 1 (16-21) separa inequivocamente RACVF de todos los otros miembros de la familia TXN,
incluyendo RACVF2. Ha de observarse que el sitio activo de la tiorredoxina C44XXCa7 solo se conserva en el 44,4 %
(4/9)y 72,7 % (8/11) de las proteinas de vertebrados RACVF y RACVF2, respectivamente.

4) Modelizacién estructural de RACVF y RdCVF2

La alta similitud de la secuencia de las RACVF con las proteinas TRYX incitdé la creacion de los modelos
estructurales RACVF(-L/2-L/-S/2-S) con la estructura cristalina TRYX-I de Chrithidia fasciculata (nUmero de registro
PDB: 1EWX, estructura de resolucién 1,7 A) (ALPHEY et al., 1999, anteriormente mencionada) como molde. Por
analogia con los modelos de TXN y TRX80 humanos (PEKKARI et al., 2000, anteriormente mencionada) se asumio
que los modelos de la estructura RACVF(-S/2-S) mantenian el mismo plegamiento total. Los modelos estructurales
para las RACVF y RACVF2 de ratdon (ambas formas S y L) usando los primeros restos 155 y 147, respectivamente,
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se crearon usando el paquete de modelizacion por homologia Builder (KOEHL y DELARUE, J. Mol. Biol., vol. 239(2):
249-275, 1994; KOEHL y DELARUE, Nat. Struct. Biol., vol. 2(2): 163-170, 1995; KOEHL y DELARUE, Curr. Opin.
Struct. Biol., vol. 6(2): 222-226, 1996). Los modelos finales se volvieron a perfeccionar mediante minimizacién de
energia, usando ENCAD (LEVITT et al., Computer Physics Comm., vol. 91: 215-231,1995). En cada modelo se
aplicaron 1000 etapas de minimizacion en gradiente conjugado. La mutacién E146(1EWX)—P146(RdACVF-L) obliga a
que la conformacion de la cadena principal local en la estructura del molde se adapte para ajustarse a la prolina.
Builder muestrea simultdneamente la conformaciéon de los bucles en las cinco inserciones/supresiones y en la region
de mutacion E—P, y la conformacién de cadenas laterales, usando un enfoque de campo medio autoconsistente.
PyMOL (www.pymol.org) se uso para reproducir las estructuras finales.

La figura 2 (panel b) muestra las estructuras de TRYX-l (1EWX y RACVF(-L/2-L).

La figura 2 presenta las estructuras secundarias de 1TEWX (lamina B y hélice a) debajo del alineamiento multiple
(panel a) y en la estructura 3D de TRYX-I (panel b).

La modelizacion estructural muestra que las inserciones 1, 2 y 3 corresponden respectivamente a: un aumento del
tamano de las laminas B1.1-B1.2, una extensién de un giro en la hélice a2, y una regién estructural mas grande que
contiene la extension asup-Bsup ¥ 03 especifica de TRYX. Los dos restos (96-97) que pertenecen a la insercion 3 en
las proteinas RACVF corresponden a un bucle contraido mayor delante de la cadena Bsuwp y permiten discriminar
estas proteinas de los miembros de TRYX. Merece la pena destacar que la ubicacion sobre la proteina plegada
donde se colocalizan las tres inserciones esta en el lado opuesto del supuesto sitio catalitico (C44XXCa7) en RACVF
(figura 2, panel b).

Finalmente, la regidon C-terminal ausente en las proteinas RACVF(-S/2-S) (en lo sucesivo, denominada "cap" y
representada en verde en la figura 2, panel b) esta fijada posicionalmente relativa al sitio catalitico. La regién "cap"
en las proteinas TXN interactia con la enzima de reciclaje tiorredoxina reductasa [7, 13] y su ausencia podria afectar
a la actividad de la tiorredoxina en TRX80 y RACVF(-S/2-S) [4, 13].

Una caracteristica llamativa de estos modelos estructurales es la clara proximidad espacial de los restos de las tres
inserciones. Esta coincidencia apunta a un posible sitio de interaccion novedoso en RACVF(-L/2-L). Como se
esperaba, la conformacién de la cadena principal del modelo perfeccionado de RACVF(-S/2-S) es la misma que su
equivalente en las formas largas, con menores modificaciones observadas en las cadenas laterales en la interfaz
entre las regiones de "cap" y sin "cap". Deberia destacarse que la ausencia del "cap" produce la aparicion de un
parche hidréfobo mayor en la superficie de RACVF(-S/2-S). Como consecuencia, la parte hidrofoba del area de
superficie accesible de las proteinas RACVF aumenta de 2394 A2 en la forma larga a 3157 A2 en la forma corta.

4) RACVF-S, RACVF2-S y RACVF2-L se expresan en la retina dependiendo de los bastones

El ARN total de la retina neural de ratones de tipo silvestre (C57BL/6@N) y rd1 mutante (C3H/He@N) de 8, 15y 35
dias de vida y del epitelio olfativo (Balb/c) se purifico mediante gradiente en cesio (CHIRGWIN et al., Biochemistry,
vol. 18(24): 5294-5299, 1979).

El ADNc bicatenario se sintetizd a partir de 5 ug de ARN total usando Superscript Choice System (INVITROGEN),
los ADNc se produjeron por estimulacion aleatoria y se normalizaron de acuerdo con el ARNm de la glucosa-6-
fosfato deshidrogenasa (GAPDH). La primera cadena de ADNc (0,2 ul) se amplificd por triplicado usando 2 yM de
los cebadores especificos. Los cebadores 5- CATCAC- CAACAAAGGGCGGAAG -3’ (SEQ ID NO.13) y 5-
CATTCCTCAGCAGAGAAGGGAAC -3' (SEQ ID NO.14) se usaron para RdCVF2-S; los cebadores 5'-
CCGTGCTATTGTTTCAGAGCCCTTAACTTTCTATC -3 (SEQ ID NO.15) y 5- CT-
GACACTCCAATCGTAAAAGGCAGAAAACGC -3’ (SEQ ID NO.16) se usaron para RACVF2-L. Los cebadores 5'-
AAGCCGAT- GAGCAACTTCC-3'(SEQ ID NO.17) y 5-TCATCTCCCAGTGGATTCTT-3' (SEQ ID NO.18) se usaron
para la rodopsina en un LigthCycler (Roche, Basel, Suiza).

Para llevar a cabo andlisis de transferencia Northern, se usaron 2 ug de ARNm poli-A y la membrana se hibridé con
una sonda correspondiente al exén 1 del gen RACVF2 usando un método convencional.

La ausencia de contaminacion de ADN se comprobé omitiendo la transcriptasa inversa. Los resultados se presentan
como factor de diferencia en comparacién con la expresién mas baja.

La figura 3, panel a, muestra los resultados de RT-PCR en la retina de los ratones de tipo silvestre y rd1 en el dia 35
posparto para las isoformas cortas (RACVF2-S, fragmento 176 pb) y largas (RACVF2-L, fragmento 170 pb) de
RdCVF2.

La figura 3, panel b, muestra la expresién de los transcritos de RACVF2 en el cerebro, testiculos, retina normal (ts),
retina degenerada (rd1) y en todo el embrién del ratén en el dia embrionario 12,5 (ED12,5).

Los resultados establecieron que RACVF2-S y -L se expresan en la retina del raton de tipo silvestre (figura 3, panel
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a). Curiosamente, la expresion de RACVF2-S y -L estaba ausente en la retina del ratéon rd1 tras la degeneracion de
los fotorreceptores de bastones. Los resultados también muestran que ademas de la expresion en la retina, mas
probablemente por los fotorreceptores de bastones ya que su expresion esta ausente en la retina degenerada (rd1),
se observa una expresion mas débil de RACVF2 en el cerebro y los testiculos. Ademas, los resultados han mostrado
que una expresion de los dos ARN mensajeros que corresponden a las isoformas corta (RACVF2-S) y larga
(RACVF2-L) también se detecta en el epitelio olfativo. Finalmente, no se detecté ninguna expresion en el todo el
embrion del ratdn en el dia embrionario 12,5.

La expresion del ARNm de RACVF2-S y -L en la retina y en el epitelio olfativo se analizé mediante hibridacion in situ
con una ribosonda antisentido murina marcada con digoxigenina (DIG).

La RACVF2-S y RACVF2-L de ratéon se amplific6 mediante PCR usando los siguientes cebadores: cebadores 5'-
GTAGCTTT- GTACTTTGCGGCG-3' (SEQ ID NO.19) y 5-GTCATCAGAAAATGTATCACCTCCATAGG-3' (SEQ ID
NO.20) para RdCVF2-S; cebadores 5-GCCATCTCTGCGACTTATTTTTACC-3' (SEQ ID NO.21) y 5-
AATTAGTGCCACCAGCACCATC-3' (SEQ ID NO.22) para RACVF2-L. El producto de la PCR se cloné en el vector
facil PGEM (PROMEGA). Las sondas sentido y antisentido de ARNm RdCVF2 generadas a partir de los promotores
SP6 o T7 y marcadas con digoxigenina-UTP (ROCHE) se generaron de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Después de descongelar y secar a temperatura ambiente, las secciones de la retina y el epitelio olfativo se fijaron
posteriormente sobre hielo durante 10 minutos en paraformaldehido al 4 % lavado en PBS a temperatura ambiente
durante 10 minutos. Las secciones de retina se hibridaron con sondas sentido y antisentido de ARNm de RACVF2
generadas a partir de los promotores SP6 o T7 y marcadas con digoxigenina-UTP. La hibridacion in situ y la
deteccién de sondas marcadas con digoxigenina se realiz6 como se ha descrito anteriormente (ROGER et al., Dev.
Biol., vol. 298(2): 527-539, 2006). La especificidad de la tincion se demostrd por la falta de sefial de hibridacion con
la sonda sentido.

La figura 3, panel c, muestra los resultados de la hibridacion in situ en las secciones de la retina de los ratones de
tipo silvestre y rd1 con RACVF2-S marcado con digoxigenina y ribosondas L (AS: antisentido, S: sentido). Ampliacion
original: 40x.

Los resultados muestran que los transcritos para RACVF2-S y -L fueron detectados en la capa del fotorreceptor. No
se observé tincion con las sondas de control sentido, soportando la especificidad de la sondas de RACVF2-S y L.
Finalmente, no se detectd expresion en la retina de rd1 tras la degeneracion de los bastones (no se muestra el
resultado). Ademas, los resultados han mostrado que la ubicacion de las células marcadas en el epitelio olfativo
sugiere que las células basales, neuronas inmaduras y maduras expresan claramente ARNm de RACVF2, y que no
se observo ninguna expresion de ARNm de RACVF2 en la posicidn apical del citoplasma de las células de soporte.
Ha de destacarse que también se observé una pequefia expresién de ARNm de RACVF2 durante el desarrollo
(E12,5) especificamente restrictivo con respecto al desarrollo nasal.

Finalmente, la expresion de RACVF2-S y de RACVF2-L se analizé durante el proceso de degeneracion de los
bastones.

La figura 3, panel d, muestra el curso temporal de la expresién de ambas isoformas de RACVF2 y los transcritos de
rodopsina en ratones de tipo silvestre (ts) y rd1 en el dia posparto 8, 15y 31 (PN8, PN15 y PN35).

Los resultados establecieron que en el dia posparto 8 (PN8) antes del comienzo de la pérdida de bastones,
RACVF2-S se expres6 a un nivel similar en la retina del tipo silvestre y del tipo rd1 de manera similar al gen de la
rodopsina del fotopigmento de los bastones. De PN15 a PN35, la degeneracion de los bastones (medida por el
descenso de la expresién de la rodopsina) esta correlacionada con un descenso en la expresion de RACVF2-S. En
consecuencia, los resultados indican que RACVF2-S se expresa dependiendo de los bastones.

Se han observado los mismos resultados con RACVF2-L (no se muestran los datos).
5) EI ARNm de RACVF2 no solo se expresa en la retina y en el epitelio olfativo, sino también en otros tejidos

El ARNm de ratén y las secuencias EST asociadas con ambas isoformas de RACVD y RACVF2 (L y S) se usaron
para estimar la especificidad del tejido de cada mensajero. Los resultados se presentan en la siguiente tabla.

Genes | Isoforma Numeros de registro del ARNm y EMBL EST Ubicacion de la expresioén
BC021911; BI738445; CB849876; CK623520; BI731629;
BI872244; BG294111; BI734135; BU505070; BU840744; Retina, EPR, coroides y/u

RACVF L BQ929742; BQ9Y38066; BI73223; CK628091; BY742305; ojo
N539863; CO424399; BB277874; BB279867; CO42641
BF470336; BE983242; AW495183 Ninguna
S BC017153; CB849876; BG299078; BY742292 Retina y/u ojo
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Genes | Isoforma Numeros de registro del ARNm y EMBL EST Ubicacién de la expresién
RdCVF-2 L CK621895; CK620198; BG288447; BB282056; BB279962; Retina
BB281743; BB277718; BB277574; BB277714; B1732427
BC038905; BI108740 Tumor mamario, tumor
y/o tejido total
BY715393; AV266697 Testiculos
DT906804 Células madre
hematopoyéticas
BY435086 Amnios
Genes | Isoforma Numeros de registro del ARNm y EMBL EST Ubicacién de la expresién
Al324093 Placenta
BB552115 Oviducto
AA261233 Feto
BB241367 Timo
AI536471 Glandula mamaria
BX632214; BF460609; BX514476
s BC016199; BG297304; BG297383 Retina
BX514476 Ninguna

Como se informé anteriormente (LEVEILLARD et al., 2004, anteriormente mencionada), los resultados confirmaron
que los ARNm de RACVF-L y RACVF-S se expresan especificamente en el ojo y la retina a la vez que se hallaron las
secuencias 20/23 y 4/4 en estos tejidos, respectivamente. Los resultados muestran que el ARNm de RACVF2 de
raton también se expresa preferentemente en la retina (10/24), pero también esta presente en otros tipos de tejido
tales como tumor (2), testiculos (2), células madre (2), amnios (1), placenta (1), oviducto (1), feto (1), timo (1), y
glandula mamaria (1). Estos resultados confirmaron la expresion de RACVF2 observada en los testiculos y el
cerebro (figura 4, panel b). Finalmente, las secuencias de ARNm y EST que corresponden a RACVF2-S se expresan
exclusivamente en la retina (3/4).

6) Efectos de la viabilidad de los conos en RACVF2

Las fuertes similitudes entre los locus de RACVF y RACVF2 en términos de organizacion de genes, conservacion de
la secuencia y expresion dependiente de los conos lleva a formular la hipétesis de que la proteina RACVF2 también
podria ser capaz de promover la viabilidad de los conos, como se indicé anteriormente para RACVF-S (LEVEILLARD
et al., 2004, anteriormente mencionada).

Las isoformas de RACVF(-S/2-S/2-L) se clonaron en los plasmidos de expresion pcADN3 y se transfectaron en
células COS-1. Tras 48 horas después de la transfeccién, el medio condicionado de las células COS transfectadas
se recogio e incubd con un sistema de cultivo de células primario enriquecido con conos de embriones de pollo (60-
80 % de conos) (FINTZ et al., Invest. Ophthalmol. Vis. Sci., vol. 44(2): 818-825 2003).

Tras siete dias de incubacion, un periodo durante el cual estas células postmitéticas degeneran, la viabilidad de las
células en el cultivo se puntud usando el ensayo Live/Dead (MOLECULAR PROBES) y una plataforma de recuento
de células, como se ha descrito anteriormente [4]. La viabilidad que corresponde a los tres ensayos independientes
se representa como plegamiento sobre pcADN3 usado como control negativo.

La figura 4 muestra la actividad de rescate de RACVF-S y RACVF2-S cuando se compara con la del vector vacio
(pcADN3). El analisis estadistico (prueba Tuckey) muestra que los resultados son estadisticamente significativos
(p<0,001).

Los resultados muestran que el numero de células vivas en presencia de RACVF-S es el doble que el del control
(pcADN3). Se observa un aumento menos pronunciado, pero estadisticamente significativo, en la viabilidad de los
conos (1,6 veces) para RACVF2-S. Estos hallazgos confirman que RACVF2-S también es un factor de viabilidad de
conos similar a RACVF-S (LEVEILLARD et al., 2004, anteriormente mencionada). De manera importante, no se
observa ningun efecto trofico sinérgico en los conos cuando ambas RACVF-S y RACVF2-S se transfectan
conjuntamente en las células COS-1, apuntando al uso de la misma ruta por ambos factores (no se muestran los
datos).

7) Efectos de viabilidad de NSO de RACVF2

Ya que RACVF2 también se expresa en las neuronas olfativas, se ha analizado la posible actividad de viabilidad de
RACVF2 en el cultivo de las neuronas sensitivas olfativas (NSO).

Ratones adultos se sacrificaron por decapitacion. La parte posterior del tabique nasal se disecciono sin la cavidad

nasal y se coloco inmediatamente en medio frio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) que contenia 50 pyg/ml
de gentamicina (EUROBIO; GIBCO) y 10 % (v/v) de suero fetal de ternero (EUROBIO). Se retird el cartilago del
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tabique y se incubd la mucosa olfativa durante 30 minutos a 37 °C en una solucion de 2,4 unidades/ml de dispasa Il
(ROCHE). EI epitelio olfativo se separd cuidadosamente de la [amina propia subyacente con un microscopio de
diseccion y se tritur6 con cuidado aproximadamente 20 veces para separar las células. La suspension celular
resultante se transfirié6 a un tubo conico de 50 ml y la dispasa se inactivd afiadiendo 40 ml de HBSS sin calcio y
magnesio. La suspension celular se centrifugd a 700 rpm durante 5 minutos. El sobrenadante se aspiré y el
sedimento que contenia las células se resuspendié en un medio compuesto de DMEM que contenia insulina
(10 pg/ml, SIGMA), transferrina (10 pg/ml, SIGMA), selenio (10 pg/ml, SIGMA), suero fetal de ternero (5 %), acido
ascorbico (200 uM). Las células se sembraron en una placa a la densidad de las células/cm2 sobre cubreobjetos de
vidrio estéril de 12 mm revestidos con 5 ug/cm2 de colageno IV humano (SIGMA).

Los vectores de expresién que codifican las isoformas de RACVF(-S/2-S/2-L) descritas anteriormente se
transfectaron en células COS-1. Tras 48 horas después de la transfeccién, el medio condicionado de las células
COS transfectadas se recogié e incubé con el cultivo de NSO. Tras 4 dias de cultivo, las células se fijaron y
marcaron con tubulina lll, y se contaron.

Los resultados mostrados en la figura 5 han establecido que la viabilidad celular de NSO fue méas importante en
presencia de la isoforma de RACVF2-S en comparacion con el control. Se observaron efectos protectores con
RACVF2-L.

8) Efectos de viabilidad de las células de Purkinje de RACVF2

Tras la decapitacion del raton en el dia posparto 1-3, los cerebros se diseccionaron en solucion salina equilibrada de
Gey que contenia 5 mg/ml de glucosa, y se extirparon las meninges. Las fracciones parasagitales de cerebelo (de
350 o 250 um de grosor) se cortaron con una cuchilla de tejido Mcllwain y se transfirieron sobre membranas de
insertos de cultivo MILLIPORE de 30 mm con un tamafio de poro de 0,4 um (MILLICELL; MILLIPORE, Bedford,
Massachussetts). Las fracciones se mantuvieron en cultivo en placas de seis pocillos que contenian 1 ml o en placas
de cultivo de 10 cm que contenian 3 ml de medio a 35 C en una atmoésfera de CO2 humidificado al 5 %. El medio se
componia de 50 % de medio basal con sales de Earle (INVITROGEN), 25 % de HBSS (INVITROGEN), 25 % de
suero de caballo (INVITROGEN), L-glutamina (1 mM), y 5 mg/ml de glucosa (Stoppini et al., J. Neurosci. Method.,
vol. 37(2), p: 173-82, 1991).

Los vectores de expresién que codifican las isoformas de RdCVF(-S/2-S/2-L) descritas anteriormente se
transfectaron a células COS-1. Tras 48 horas después de la transfeccion, el medio condicionado de las células COS
transfectadas se recogié e incubd con el cultivo de las células de Purkinje. Tras 4 dias de cultivo, las células se
fijaron y contaron.

9) Efectos de viabilidad de las neuronas corticales de RACVF2

La preparacion sin suero de los cultivos primarios corticales de ratén se realizé con el ratén en el dia 1 posparto.
Tras la extirpacion de las meninges, todas las cortezas se disociaron mecanicamente en una soluciéon de glucosa
con solucién salina tamponada con fosfato sin la adicion de cationes divalentes (NaCl 100 mM, KCI 3 mM,
LH2PO4 1,5 mM, Na2HPO4 7,9 mM, glucosa 33 mM, 100 U/ml de penicilina y 100 pg/ml de estreptomicina) y se
resuspendieron en un medio Neurobasal (GIBCO-INVITROGEN) que contenia 2 % de suplemento B27 (GIBCO),
glutamina 0,5 mM y glutamato 25 uM. Después, las células se cultivaron en cubreobjetos revestidos con poli-ornitina
para producir cultivos altamente enriquecidos en neuronas.

Los vectores de expresion que codifican las isoformas de RdCVF(-S/2-S/2-L) descritas anteriormente se
transfectaron a células COS-1. Tras 48 horas después de la transfeccion, el medio condicionado de las células COS
transfectadas se recogio e incubd con el cultivo de neuronas corticales. Tras 4 dias de cultivo, las células se fijaron y
contaron.
Finalmente, los resultados establecieron que se habia identificado un factor tréfico novedoso para la supervivencia
de los conos, y mas generalmente para la supervivencia de las neuronas. Este factor define una familia novedosa de
proteinas bifuncionales con posible intervencion en la neuroproteccion y en la respuesta al estrés oxidativo.
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80

Pro Phe His
95

Gly Glu Arg
15

Leu Tyr Phe
30

Tle Leu Cys



10

15

Asp Phe
50

Glu Ile
65

Tyr Met

Pro Tyr

<210>8
<211> 101
<212> PRT

Tyr

Val

His

Lys

Thr

Phe

Asp

Gln
100

<213> Tetraodon nigroviridis

<400> 8

Met Val
1

Leu Vval

Phe Ser

Cys Asp
50

Phe Glu
65

Glu Tyr

Asp Asp

<210>9

<211> 101
<212> PRT
<213> Danio rerio

<400> 9

Glu

ASp

Ala

33

Phe

Val

Tyr

Tyr

Val

Pro

20

Gly

Tyr

Val

His

Lys
100

Glu

Ile

Met
85

Phe

Glu

Trp

Thr

Phe

Asp

85

Lys

ES 2 623 464 T3

Leu

Ser

70

Gln

Thr

Glu

Cys

Glu

val

70

Leu

Val Glu Glu Ser Glu Pro Pro Ala Gln Phe

55

60

Ser Asp Lys Ser Pro Glu Glu Met Val Asp

Gly Asp Trp Leun

Gly

Ala

Pro

Leu

55

Ser

His

Arg

Leu

Pro

40

Val

Ser

Gly

Thr

Arg

25

Cys

Glu

Asp

Asp

90

Leu

10

Asn

Arg

Glu

Lys

Trp
90

75

Ala

Leu

Lys

Asp

Ser

Thr

75

Leu

Asn

Val

Phe

Asp

60

Ser

Ala

Lys

Val

Thr

45

Pro

Glu

Leun

Asp

Gly

Pro

Pro

Asp

Pro

Leu Pro Phe His

95

Gly

15

Ile

Ile

Ala

Met

Trp
25

80

Asp

Asp

Iyr

Leu

Gln

Val

80

Ser

Met Val Glu Val Phe Ser Gly Arg Thr Leu Val Asn Lys Glu Gly Asp

1

5

18

10

15
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Leu Val Glu
Phe Ser Ala
35
Cys Asp Phe
50
Phe Glu Ile
65
Glu Tyr Tyr
Asp Pro Tyr
<210> 10
<211> 156
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 10
Met Val Asp
1
Thr Val Glu
Phe Ala Ala
35
Cyvs Asp Phe
50
Fhe Glu Val
65
Asp Phe Met
Asp Pro Tyr

Pro

20

Tyr

Val

His

Lys
100

Ile
Ala
20

Ala
Tyr
Val

Arg

Arg
100

Glu

Trp

Thr

Phe

Asp

85

Gln

Leu

Glu

Arg

Thr

Phe

Glu

85

His

ES 2 623 464 T3

Glu

Cys

Glu

Ile

70

Met

Gly

Ala

Cys

Ala

Val

70

Leu

Glua

Ala

Pro

Leu

55

Ser

His

Glu

Ala

Ala

Leu

55

Ser

His

Leu

Leu

Pro

40

Val

Ser

Gly

Arg

Leu

Pro

40

Val

Ala

Gly

Arg

19

Arg

25

Cys

Giu

Asp

Asp

His

Gln

25

Ser

Ala

Asp

Ala

Lys
105

Asn

Arg

Glu

Lys

Trp
90

Leu

10

Asn

Arg

Glu

Gly

Trp

90

Arg

Lys

Asp

Thr

Ser

75

Leu

Val

Lys

Asp

Ala

Ser

75

Leun

Tyr

Val

Phe

Glu

60

Thxr

Ala

Thr

val

Phe

Arg

Ser

Ala

Asn

Val

Thr

45

Fro

Glu

Leu

Cys

Val

Thr

45

Arg

Gln

Leu

val

Gly

30

Pro

Pro

Asp

Pro

Lys

Ala

30

Pro

Pro

Glu

Pro

Thr
110

Leu

Leu

Ala

Met

Trp
95

Gly

15

Leu

Leu

Ala

Met

Phe

95

Ala

Tyr

Leu

Gln

Val

80

Thr

Ala

Tyr

Leu

Pro

Leu

g0

His

Ile
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Pro Lys Leu Val Ile Val Lys Gln Asn Gly Glu Val Ile Thr Asn Lys
115 120 125

Gly Arg Lys Gln Ile Arg Glu Arg Gly Leu Ala Cys Phe Gln Asp Trp
130 135 140

Val Glu Ala Ala Asp Ile Phe Gln Asn Phe Ser val
145 150 155

<210> 11

<211> 306

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 11

10

atggttgaca
gaggcggege
agccgegact
cggeeegege
gacttecatge

cagtga

ttetgggega
tgcagaacaa
tcacgeeget
ccttegaagt

gcgagctgea

gcggeaccty
ggtggtggca
gctetgegac
ggtcttegty

tggcgectgyg

gtgacctgta
ctgtactteg
ttctatacgg
tcagccgacg

ctggcgctge

agggegegac
cggeggeccy
cgetggtygge
gcagctecca

cocttocacga

ggtggaggec
gtgcgcgeeyg
cgagg.cgcgg
ggagatgcty

cceocectaccgyg

60

120

180

240

300

306

<210> 12

<211> 156

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 12

20
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15

20

25
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Met Val Asp Val Leu Gly

Val Val Glu Ala Glu Val
20

Phe Ala Ala Gly Arg Cys
35

Cys Asp Phe Tyr Thr Glu

Phe Glu Val Val Phe Val
65 70

Asp Phe Met Arg Glu Leu
85

Asp Pro Tyr Arg His Glu
100

Pro Lys Leu Val Val Ile
115

Gly Arg Lys Gln Ile Arg
130

Val Glu Ala Ala Asp Val
145 150

<210> 13

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 13
catcaccaac aaagggcgga ag 22

<210> 14

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 14
cattcctcag cagagaaggg aac 23

<210> 15

Arg

Leu

Pro

40

val

Ala

Gly

Lys

Gln

120

Arg

Gln

21

Arg

Gln

25

Ser

Ser

Asp

Ser

Lys

105

Asn

Gly

Asn

Leu

10

Asn

Arg

Glu

Gly

Trp

20

Arg

Gly

Leu

Phe

val

Lys

Asp

Ala

Ser

75

Leu

Tyr

Ala

Ala

Ser
155

Thr

Val

Phe

Arg

60

Ala

Ala

Glu

Val

Cys

140

Gly

JArg

Val

Thr

45

Arg

Glu

Leu

Ile

Ile
125

Phe

Glu

4la

30

Pro

Pro

Glu

Pro

Thr
110

Thr

Gln

Gly

15

Leu

Leu

Ala

Met

Phe
25

Ala

Asn

Asn

Thr

Tyr

Leu

Pro

Leu

80

His

Ile

Lys

Trp
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<211> 35
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 15
ccgtgctatt gtttcagagc ccttaacttt ctatc 35

<210> 16

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 16
tgacactcca atcgtaaaag gcagaaaacg ¢ 31

<210> 17

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 17
aagccgatga gcaacttcc 19

<210> 18

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 18
tcatctccca gtggattctt 20

<210> 19

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 19
gtagctttgt actttgcggce g 21

<210> 20

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 20
gtcatcagaa aatgtatcac ctccatagg 29

<210> 21

22
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<211> 25
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 21
gccatctetg cgacttattt ttacc 25

<210> 22

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 22
aattagtgcc accagcacca tc 22

<210> 23

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Figura 1

<400> 23

<210> 24

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Figura 1 - RACVF-S - M. musculus

<400> 24
gaactgagga ggtgaggccc ¢ 21

<210> 25

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Figura 1 - RACVF-S - R. norvegicus

<400> 25
gacctgagga ggtgaggcecc ¢ 21

<210> 26

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Figura 1 - RACVF-S - M. domestica

<400> 26

Glu Leu Arg Arg

1

23
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gagctgaaaa ggtgagccta ¢ 21

<210> 27

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Figura 1 - RACVF-S - H. sapiens

<400> 27
gatctgagga ggtgaggagg g 21

<210> 28

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Figura 1 - RACVF-S - P. troglodytes

<400> 28
gatctgagga ggtgaggagg g 21

<210> 29

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Figura 1 - RACVF-S - M. mulatta

<400> 29
gaactgagga ggtgasggag gg 22

<210> 30

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Figura 1 - RACVF-S - B. taurus

<400> 30
gacctgagga ggtgagacaa g 21

<210> 31

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Figura 1 - RACVF-S - C. familiaris

<400> 31
gacctgagga ggtgaggtgg g 21

<210> 32

<211> 128

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Figura 1 - RACVF-S - G. gallus

<220>

24
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<221> misc_feature
<222> (16)..(115)
<223>N=A,T,GoC
<220>
<221> misc_feature
<222> (116)..(125)
<223>nesa,c,got
<400> 32
gacctgagga ggtgghnnnn nannnnnnnn nnnnnnhnnn nonnnonnnnn nnononnninnnn 60

nnonnnonnn onoonnnnnn nnoonononnnn noonaonnnonnn nonnnnonnnn nnnnnninnnn 120

nnnnntaa 128

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

<210> 33

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> 1 - RACVF-S -X. tropicalis

<400> 33
gaattcagga ggtgagatag g 21

<210> 34

<211> 54

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Figura 1 - RACVF-S -B. rerio

<220>

<221> misc_feature
<222> (16)..(51)
<223>N=A,T,GoC

<400> 34
ccctatagge agtacnnnnn nnnnnnnnnn nnnnnnnNNnn nnnnnnnnnn ntga

<210> 35

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Figura 1 - RACVF-S -T. rubripes

<400> 35
ccatacagac agtaggtgga t 21

<210> 36

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Figura 1 - RACVF-S -T. nigroviridis

<400> 36
ccatacagac agtaggtgga c 21

25

54
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<210> 37

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Figura 1 - RACVF-S -T. rubripes

<400> 37
cccttcagga ggtgtgtggt ttag 24

<210> 38

<211> 58

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Figura 1 - RACVF-S - T. nigroviridis

<220>

<221> misc_feature
<222> (16)..(55)
<223>N=A,T,GoC

<400> 38

ccttttagga ggtgtnnnnn nnnnnnnnnn nnnnnnnnnn nnnnnnnnnn nnnnntga 58

<210> 39

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Figura 1- RACVF2-L

<400> 39

Pro Tyr Arg His

1

<210> 40

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Figura 1- RACVF2-S

<400> 40

Pro Tyr Arg Gln

1

<210> 41

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Figura 1 - RACVF2-S - M. musculus

<400> 41
ccctaccggce agtgagtggg gac 23

26



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<210> 42

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2 623 464 T3

<223> Figura 1 - RACVF2-S - R. norvegicus

<400> 42
ccctaccggce agtgagtggg gac 23

<210> 43

<400> 43
000

<210> 44

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Figura 1 - RACVF2-S - H. sapiens

<400> 44
ccctaccggce agtgagtggg ggce 23

<210> 45

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Figura 1 - RACVF2-S - P. troglodytes

<400> 45
ccctaccggce agtgagtggg ggce 23

<210> 46

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Figura 1 - RACVF2-S - M. mulatta

<400> 46
ccctaccage agtgagtggg gge 23

<210> 47

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Figura 1 - RACVF2-S - B. taurus

<400> 47
ccctaccggce agtgagtgga ggc 23

<210> 48

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

27
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<220>
<223> Figura 1 - RACVF2-S - G. gallus

<400> 48
ccctacaagc agtaagtacc gca 23

<210> 49

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Figura 1 - RACVF2-S -X. tropicalis

<400> 49
ccatacaagc agtaagttcc ttg 23

<210> 50

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Figura 1 - RACVF2-S -B. rerio

<400> 50
ccatacaaac agtgagttca cca 23

<210> 51

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Figura 1 - RACVF2-S -T. rubripes

<400> 51
gactacaaga agtgagtgag gtt 23

<210> 52

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Figura 1 - RACVF2-S -T. nigroviridis

<400> 52
gactacaaga agtgagtccg cct 23

<210> 53
<211>109

<212> PRT
<213> Escherichia coli

<400> 53

28
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Met Ser

Val Leu

Cys Gly

Glu Tyr
50

Pro Gly
65

Leu Phe

Lys Gly

<210> 54
<211> 105
<212> PRT

Asp

Lys

Pro

35

Gln

Thr

Lys

Gln

<213> Homo sapiens

<400> 54

Met Val
1

Ala Ala

Gly Pro

Tyr Ser
50

Val Ala
65

Lys Lys

Leu Glu

Lys

Gly

Cys

35

Asn

Ser

Gly

Ala

Lys

Ala

20

Cys

Gly

Ala

Asn

Leu
100

Gln

Asp

Lys

Val

Glu

Gln

Thr
100

Ile

Asp

Lys

Lys

Pro

Gly

Lys

Ile

Lys

Met

Ile

Cys

Lys

85

Ile

ES 2 623 464 T3

Ile

Gly

Met

Leu

Lys
70

Glu

Glu

Glu

Leu

Ile

Phe

Glu

70

Val

Asn

His

Ala

Ile

Thr

55

Tyr

Val

Phe

Ser

Val

Lys

Leu

55

Val

Gly

Glu

Leu

Ile

Ala

40

Val

Gly

Ala

Len

Lys

Val

Pro

40

Glu

Lys

Glu

Leu

29

Thr

Leu

25

Pro

Ala

Ile

Ala

Asp
i05

Thr

Val

25

Phe

Val

Cys

Phe

Val
109

Asp

Val

Ile

Lys

Arg

Thr
a0

Ala

Ala

10

Asp

Phe

ALsp

Met

Sexr

Asp

Asp

Leu

Leu

Gly
75

Lys

Asn

Phe

Phe

His

Val

Pro

75

Gly

Ser

Phe

Asp

ASsn

60

Ile

vVal

Leu

Gln

Ser

Ser

Asp

60

Thr

Ala

Phe

Trp

Glu

45

Ile

Pro

Gly

Ala

Glu

Ala

Leu

45

Asp

Phe

Asn

Asp

Ala
30

Ile

Asp

Thr

Ala

Ala

Thr

30

Ser

Cys

Gln

Lys

Thr Asp

15

Glu Trp

Ala Asp

Gln Asn

Leu Leu

80

Leu Ser

95

Leu

15

Trp

Glu

Gln

Phe

Glu
95

Asp

Cys

Lys

asp

Phe

80

Lys
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<210> 55
<211>435

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 55

Met Ser Gly Phe Leu Glu Glu Leu Leu Gly Asp Lys Leu Val Thr Gly
1 5 10 15

Gly Gly Glu Glu Val Asp Val His Ser Leu Gly Ala Arg Gly Ile Ala
20 25 30

Leu Leu Gly Leu Tyr Phe Gly Cys Ser Leu Ser Ala Pro Cys Ala Gln
35 40 45

30



Leu

Ala

65

Glu

Gln

Pro

Yal

Val

145

Leu

Pro

Gly

Arg

Ala

225

Glu

Tvr

Gln

Ser

50

Ala

Pro

Arg

Tyr

Ser

130

Val

Glu

Leu

Ser

Ser

210

Gly

Ser

Thr

Gly

Ala

Gly

Arg

Gln

Lys

115

Asn

Cys

Phe

Leu

His

195

Leu

Gln

Phe

Asp

Ile
275

Ser

Pro

His

Trp

100

Glu

Ile

Arg

Pro

aArg

180

Val

Thr

Glu

Lys

Glu

260

Pro

Leu

Gly

Arg

Gln

Lys

Pro

Asn

Trp

165

Asn

Gly

Arg

Phe

Gln

245

Ala

Thr

ES 2 623 464 T3

Ala

Ala

70

Leu

Asp

His

Ser

Gly

150

Gly

Asn

Val

Val

Glu

230

Tyr

Arg

Leu

Ala

55

Gly

Glu

Phe

Arg

Leu

135

Leu

Pro

Gly

Tyr

Leu

215

Ile

Phe

Arg

Ile

Phe

Ala

Ile

Val

Lys

120

Ile

Leu

Lys

Gin

Phe

200

Val

Ile

Ser

Ser

Val
280

31

Iyr

Gly

Val

Arg

105

Leu

Phe

Val

Pro

Ser

185

Ser

Glu

Phe

Glu

Arg

265

Leu

Gly

Ala

Phe

20

Asp

Lys

Leu

Ile

Phe

170

Leu

Ala

Ser

Val

Met

250

Leu

Asp

Arg

Gly

75

Val

Met

Leu

Asp

Arg

155

Arqg

Glu

His

Tyr

Ser

235

Pro

Asn

Pro

Leu

60

Ala

Ser

Pro

Trp

Ala

140

Asp

Giu

Ser

Trp

Arg

220

Ala

Trp

Arg

Gln

Arg

Ala

Ser

Trp

Asn

125

Thr

Asp

Val

Ser

Cys

205

Lys

Asp

Leu

Leu

Gly
285

Gly

Ala

Asp

Leu

110

Lys

Thr

Pro

Ile

Ser

190

Pro

Ile

Arg

Ala

Tyr

270

Glu

Asp
Glu
Gin
95

Alaz
Tyx
Gly
Glu
Ala
175
Leu
Pro
Lys
Ser
Val
255

Gly

vVal

ala

Pro

80

Asp

Leu

Arg

Lys

Gly

160

Gly

Glu

Cys

Glu

Glua

240

Pro

Ile

Ile
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Thr

Phe
305

Val

Asp

Glu

Leu

Tyx

385

Ser

Ile

Glu

<210> 56

<211> 146
<212> PRT

<213> C. facsiculata

<400> 56

Arg

290

Pro

Gln

Asp

Lys

Phe

370

Thr

Ala

Val

Pro

Gln

Trp

Leu

Gly

Ile

355

Phe

Asn

Arg

Glu

Ile
435

Met Ser Gly

1

Gly Asp Gly

Phe Tyr Phe

35

Gln Leu Ile

Gly

His

Asn

Glu

340

Ile

val

Leu

Ala

Thr
420

Leu

Glu

20

Ser

Glu

Arg

Pro

Glu

325

Ser

Ala

Ala

Pro

Lys

405

Phe

Asp

Val

Ala

Phe

ES 2 623 464 T3

Val

Lys

310

Gly

Glu

Lys

Gly

Glu

390

Tyr

Val

Lys

Glu

Ser

Tyr

Glu

295

Pro

Pro

Ala

Iyr

Glu

375

Ala

Val

Asn

Tvr

Val

Trp

Asp

Val

Val

Cys

Ala

Lys

380

Asp

Ala

Met

Asp

Leu

Lys

Cys

40

Lys

32

Leu

Leu

Leu

Lys

345

Ala

Asp

Pro

Asp

Phe
425

Pro

Ser

25

Pro

Phe

Azn

Glu

val

330

Gln

Lys

Met

Leu

Val

410

Leu

Gly

10

Leu

Pro

His

Asp

Leu

315

Leu

Leu

Glu

Thr

Leu

1395

Glu

Ala

Ile

Ala

Cys

Glu

Glu

300

Ser

Phe

Ile

Glu

Asp

380

Thr

Glu

Glu

Glu

Gly

Arg

Ser

Asp

Asp

Val

Gln

Glu

365

Ser

Ile

Ile

Lys

Lys

Lys

Gly

45

Lys

Cys

Ser

Asp

Pro

350

Ala

Leu

Leu

Thr

Leu
430

Leu

Leu

30

Phe

Asn

Arg

Asn

Ser

335

Ile

Pro

Arg

Asp

Pro

415

Lys

Arg

15

Val

Thr

Phe

Glu

Ala

320

Glu

Ala

Leu

Asp

Met

400

Ala

Fro

Arg

Phe

Pro

Glu
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Val
65

Phe

Val

Ile

Ala

Ala
145

<210> 57
<211> 156
<212> PRT

50

Val Phe

Ala Lys

Gln Lys

Gly Val
115

Thr Leu
130

Pro

<213> Mus musculus

<400> 57

Met

1

Val

Phe

Cys

FPhe

65

AsSp

Asp

Val Asp

Val Glu

Ala Ala

35

Asp Phe

50

Glu Val

Phe Met

Pro Tyr

Cys

Met

Leu

100

Asp

Val

Val

Ala

20

Gly

Tyr

Val

Arg

Arg
100

Thr

Pro

85

Ser

Ala

Lys

Leu

Glu

Arg

Thr

Phe

Glu

85

His

ES 2 623 464 T3

Trp

70

Trp

Lys

Asp

Asp

Gly

Val

Cys

Glu

Val

70

Leu

Glu

55

Asp

Leu

His

Ser

Pro
135

Gly

Ala

Ser

Leu

55

Ser

His

Leu

Glu

Ala

Phe

Gly

120

Glu

Arg

Leu

Pro

40

Val

Ala

Gly

Lys

33

Glu

Val

Asn

105

Asp

Gly

Arg

Gln

25

Ser

Ser

Asp

Ser

Lys
105

Glu

Pro

90

Val

Val

Glu

Leu

A0

aAsn

Arg

Glu

Gly

Trp

Arg

Asp

75

Phe

Glu

Val

Gln

Val

Lys

Asp

Ala

Ser

75

Leu

Tyr

60

Gly

Ala

Ser

Thr

Phe
140

Thr

Val

Phe

Arg

Ala

Ala

Glu

Phe

Gln

Ile

Thr

125

Pro

Arg

Val

Thr

45

Arg

Glu

Leu

Ile

Ala

Ser

Pro

110

Arg

Trp

Glu

Ala

30

Pro

Pro

Glu

Pro

Thr
110

Gly

Glu

95

Thr

Ala

Lys

Gly
15

Leu

Leu

ala’

Met

FPhe
95

Ala

Tyr

80

Ala

Leu

Arg

Asp

Thr

Tyr

Leu

Pro

Leu

80

His

Ile



ES 2 623 464 T3

Pro Lys Leu Val vVal Ile Lys Gln Asn Gly Ala Val Ile Thr Asn Lys
115 120 125

Gly Arg Lys Gln Ile Arg Glu Arg Gly Leu Ala Cys Phe Gln Asn Trp
130 135 140

vVal Glu ala Ala Asp Val Phe Gln Asn Phe Ser Gly
145 150 155

<210> 58

<211> 101

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 58

Met Val Asp Val Leu Gly Gly Arg Arg Leu Val Thr Arg Glu Gly Thr
1 5 10 i5

Val Val Glu Ala Glu Val Ala Leu Gln Asn Lys Val Val Ala Leu Tyr
20 25 30

Phe BAla Ala Gly Arg Cys Ser Pro Ser Arg aAsp Phe Thr Pro Leu Leu
35 40 _ 45

Cys Asp Phe Tyr Thr Glu Leu Val Ser Glu Ala Arg Arg Pro Ala Pro
50 55 60

Phe Glu Val Val Phe Val Ser Ala Asp Gly Ser Ala Glu Glu Met Leu
65 70 75 g0

Asp Phe Met Arg Glu Leu His Gly Ser Trp Leu Ala Leu Pro Phe His

Asp Pro Tyr Arg Gln
100

<210> 59
<211> 156

<212> PRT
<213> Rattus norvegicus

<400> 59

Met Val Asp Val Leu Gly Gly Arg Arg Leu Met Thr Arg Glu Gly Thr
1 5 10 . 15

Leu Val Glu Ala Glu Ala Ala Leu Gln Asn Lys Val Val Ala Leu Tyr
20 25 30

34
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Phe Ala

Cys Asp
50

Phe Glu
65

asp Phe

Asp Pro

Pro Lys

Gly Arg
130

Val Glu
145

<210> 60
<211> 156
<212> PRT

Ala

35

Phe

Val

Met

Tyr

Val

115

Lys

Ala

<213> Homo sapiens

<400> 60

Met Val

1

Thr Val

Phe Ala

Cys Asp

Phe Glu
65

Asp

Glu

Ala

35

Phe

vVal

Gly

Tyr

Val

Arg

Arg

100

Val

Gln

Ala

Ile

Ala

20

Ala

Tyr

Val

Arg

Thr

Phe

Glu

85

His

Val

Ile

Asp

Leu

Glu

Arg

Thr

Phe

ES 2 623 464 T3

Cys

Glu

Val

70

Leu

Glu

Ile

Arg

Val
150

Gly

Ala

Cys

Ala

Val
70

Ala

Leu

55

Ser

His

Leu

Lys

Glu

135

FPhe

Glu

Ala

Ala

Len

55

Ser

Pro

40

val

Ala

Gly

Lys

Gln

120

Arg

Gln

Arg

Leu

Pro

40

Val

Ala

35

Ser

Ser

Asp

Ser

Lys

1G5

Asn

Gly

Asn

His

Gln

25

Ser

Ala

Asp

Arg

Glu

Arg

Irp

20

Arg

Gly

Leu

Phe

Leun

10

Asn

Arg

Glu

Gly

Asp

Ala

Ser

15

Leu

Tyr

Ala

Ala

Ser
155

Val

Lys

Asp

Ala

Ser
75

Phe

Arg

&0

Ala

Ala

Asp

Val

Cys

1490

Gly

Thr

Val

Phe

Arg

Ser

Thr
45

Arg

Glu

Leu

Ile

Ile

125

Phe

Cys

Val

Thr

45

Arg

Gln

Pro

Pro

Glu

Pro

Thr

110

Thr

Gln

Lys

Ala

30

Pro

Pro

Glu

Leu

Ala

Met

Phe

95

Val

Asn

Asn

Gly

15

Leu

Leu

Ala

Met

Leu

Pro

Leu

80

His

Ile

Lys

Trp

Ala

Tyr

Leu

Pro

Leu
80



Asp

Asp

Pro

Gly

Val
145

<210> 61
<211> 156
<212> PRT

Phe

Pro

Lys

Arg

130

Glu

Met

Tyr

Leu

115

Lys

Ala

<213> Pan troglodytes

<400> 61

Arg

Arg

100

Val

Gln

Ala

Glu

85

His

Ile

Ile

Asp

ES 2 623 464 T3

Leu

Glu

Val

Arg

Ile
150

His

Leu

Lys

Glu

135

Phe

Gly

Arg

Gln

120

Arg

Gln

36

Ala

Lys

105

Asn

Gly

Asn

Trp

20

Arg

Gly

Leu

Phe

Leu

Tyr

Glu

Ala

Ser
155

Ala

Asn

Val

Cys

140

Val

Leu

Val

Ile

125

Phe

Pro Phe
95

Thr Ala
110

Thr Asn

Gln Asp

His

Ile

Lys

Trp



Met

Thr

Phe

Cys

Phe

65

Asp

Asp

Pro

Gly

<210> 62
<211> 156
<212> PRT

Val

Val

Ala

Asp

50

Glu

Phe

Pro

Lys

Arg
130

<213> Bos taurus

<400> 62

Asp Ile Leu

Glu Ala Glu
20

Ala Ala Arg
35

Phe Tyr Thr

Val Val Phe

Met Arg Glu
85

Tyr Arg His
100

Leu Val TIle
115

Lys Gln Ile

Val Glu Ala
145

ES 2 623 464 T3

Gly Gly

Ala Ala

Cys Ala

Ala Len

55

Val Ser
F0

Leu His

Glu Leu

val Lys

Arg Glu
135

Bla Asp

Arg His Leu Val
10

Leu Gln Asn Lys
25

Pro Ser Arg Asp
40

Val Ala Glu Ala

Ala Asp Gly Ser
75

Gly Ala Trp Leu

Arg Lys Arg Tyr
105

Gln Asn Gly Glu
120

Arg Gly Leu Ala

Thr

Val

Phe

Arg

60

Ser

Ala

Asn

Val

Cys
140

Ile Phe Gln Asn Phe

150

37

Cys

Val

Thr

45

Arg

Gln

Leu

Val

Ile

125

Fhe

Ser
155

Lys

Ala

30

Pro

Pro

Glu

Pro

Thr

110

Thr

Gln

Val

Gly

15

Leu

Leu

Ala

Met

Phe

85

Ala

Asn

Asp

Ala

Iyr

Leun

Pro

Leu

80

His

Ile

Lys

Trp



ES 2 623 464 T3

Met Val Asp Val Leu Gly Gly Arg Arg Leu Val Thr Cys Asp Gly Ala

Trp Val Glu Ala Glu Ala Ala Leu Gln Asn Lys Val Val Ala Leu Tyr
20 25 30

Phe Ala Ala Gly Arg Cys Ala Pro Ser Arg Asp Phe Thr Pro Leu Leu
35 40 45

Cys Asp Phe Tyr Glu Glu Leu Val Asp Asp Ala Arg Pro Pro Ala Pro

Phe Glu Val Val Phe Val Ser Ala Asp Gly Ser Ala His Glu Met Leu
65 70 73 80

Glu Phe Met Lys Glu Leu His Gly Ala Trp Leu Ala Leu Pro Phe His
85 90 95

Asp Pro Tyr Arg His Glu Leu Arg Thr Arg Tyr His Ile Thr Ala Ile
100 105 110

Pro Arg Leu Val Ile Leu Lys Pro Ser Gly Glu Val Ile Thr Asp Lys
115 120 125

Gly Arg Lys Gln Ile Arg Glu Arg Gly Leu Ala Cys Phe Gln Asn Trp
130 135 1490

Val Glu Ala Ala Asp Ile Phe Gln Asn Phe Ser Ser
145 150 155

<210> 63

<211> 156

<212> PRT

<213> Gallus gallus

<400> 63

Met Val Asp Val Phe Ser Gly Arg Leu Leu Val Ser Lys Asp Gly Arg

38
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Ser

Phe

Cys

FPhe

65

3er

Asp

Pro

Gly

Leu
1435

<210> 64
<211> 156
<212> PRT

Val

Ser

Asp

50

Glu

Tyr

Pro

Lys

Arg

130

Glu

Asp

Ala

35

Phe

Val

Met

Tyr

Leu

115

Lys

Gly

<213> Xenopus laevis

<400> 64

Met

1

Val

Ser

Asp

Asp

Asp

Ala

Phe
50

Ile

Pro

Ser

35

Tyr

Pro

20

Gly

Tyr

Val

His

Lys

100

Val

Gln

Ala

Phe

Glu

20

Trp

Thr

Glu

Trp

Thr

Phe

Ser

85

His

Ile

Ile

Asp

Ser

Glu

Cys

Glu

ES 2 623 464 T3

Glu

Cvys

Asp

Ile

70

Met

Asp

Val

Arg

Ile
150

Gly

Ala

Ser

Leu

Ala

Ser

Leu

55

Ser

His

Leu

Lys

Asp

135

Phe

His

Leu

Pro

Val
55

Leu

Pro

40

Leu

Ser

Gly

Lys

Gln

120

Lys

Gln

Ile

Gln

Cys

40

Glu

39

Gln

25

Cys

Glu

Asp

Asp

Lys

105

Thr

Gly

Asn

10

Asn

Arg

Glu

His

Trp

Lys

Gly

Leu

Phe

Lys

Asp

Cys

Ser

75

Leu

Tyxr

Glu

Ser

Ser
155

Leu Leu Asn

10

Asn Lys Ile

25

Arg Asp Phe

Glu Ser Glu

Val

Phe

Gln

60

Ala

Ala

Asn

Val

Cys

140

Ser

Gly

Thr

45

Pro

Glu

Leu

Ile

Ile

125

Phe

Gly

30

Pro

Pro

Glu

Pro

Thr

110

Thr

Arg

Lys Tyr Gly

vVal Gly Leu

30

Thr Pro Ile

45

Pro Pro Ala

60

15

Leu

Val

Ala

Met

Phe

95

Ala

Asp

Asn

Tyr

Leu

Pro

Val

80

His

Ile

Lys

Trp

Glu Arg

15

Tyr Phe

Leu Cys

Gln Phe
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Glu
65

Tyr

Pro

Lys

Arg

Glu
145

<210> 65
<211> 156
<212> PRT

Ile

Met

Tyr

Leu

Lys

130

Val

Val

His

Lys

Val

115

Gln

Gly

Phe

Asp

His

100

Ile

Ile

Asp

<213> Tetraodon nigroviridis

<400> 65

Met

1

Leu

Phe

Cys

Phe

65

Glu

Asp

Pro

Val

Val

Ser

Asp

50

Glu

Tyr

Asp

Lys

Glu

Asp

Ala

35

Phe

Val

Tyr

Tyr

Leu

Val

Pro

20

Gly

Tyr

Val

His

Lys

100

Val

Ile

Met

85

Giu

val

Arg

Val

Phe

Glu

Trp

Thr

Fhe

Asp

Asn

Ile

ES 2 623 464 T3

Ser

70

Gln

Leu

Lys

Glu

Phe
150

Thr

Glu

Cys

Glu

Val

70

Leu

Glu

Val

Ser

Gly

Lys

Gln

Arg

135

Gln

Gly

Ala

Pro

Leu

55

Ser

His

Leu

Lys

Asp

Asp

Asn

Asn

120

Gly

Asn

Arg

Leu

Pro

40

Val

Ser

Gly

Lys

Glu

40

Lys

“Trp

Lys

105

Gly

Leu

Phe

Thr

Arg

25

Cys

Glu

Asp

Asp

Gln

105

Ser

Ser Pro
75

Leu Ala
a0

Tyxr Lys

Asp Val

Ser Cys

Thr Gly
155

Leu Leu

10

Asn Lys

Arg Asp

Glu Ser

Lys Thr

75

Trp Leu

Arg Tyr

Gly Glu

Glu

Leu

Ile

Ile

Phe

140

Lys

Asn

Val

Phe

Asp

Ser

Ala

Lys

Val

Glu

Pro

Thr

Thr

125

Arg

Lys

Val

Thr

45

Pro

Glu

Leu

Ile

Ile

Met

Phe

Ala

116

Asp

Thr

Asp

Gly

30

Pro

Pro

Asp

Pro

Thr

110

Thr

Val

His

95

Ile

Lys

Trp

Gly

13

Ile

Ile

Ala

Met

Trp

95

Ala

Asp

Asp

80

Asp

Pro

Gly

Leu

Asp

Tyr

Leu

Gln

Val

80

Ser

Val

Lys



ES 2 623 464 T3

115 120 125

Gly Arg Lys Gln Ile Arg Asp Arg Gly Leu Ala Cys Phe Arg Ser Trp
130 135 140

Leu Asp Ala Ala Glu Val Phe Gln Azn Phe Glu Gly
145 150 155

<210> 66

<211> 156
<212> PRT
<213> Danio rerio

<400> 66

Met Val Glu Val Phe Ser Gly Arg Thr Leu Val Asn Lys Glu Gly Asp
1 5 10 15

Leu Val Glu Pro Glu Glu Ala Leu Arg Asn Lys Val Val Gly Leu Tyr
20 25 30

Phe Ser Ala Gly Trp Cys Pro Pro Cys Arg Asp Phe Thr Pro Leu Leu
35 40 45

Cys Asp Phe Tyr Thr Glu Leu Val Glu Glu Thr Glu Pr¢ Pro Ala Gln
50 55 60

Phe Glu Ile Val Phe Ile Ser Ser Asp Lys Ser Thr Glu Asp Met Val
65 70 75 80

Glu Tyr Tyr His Asp Met His Gly Asp Trp Leu Ala Leu Pro Trp Thr

Asp Pro Tyr Lys His Glu Leu Lys Lys Arg Tyr Asn Ile Thr Ala Val
100 105 110

Pro Lys Leu Val Ile Val Lys Glu Asn Gly Gln Val Ile Thr Asp Lys
115 1290 125

Gly Arg Lys GIn Ile Arg Asp Gln Gly Leu Ala Cys Phe Arg Ser Trp
130 135 140G

Ile Glu Val Ala Glu Ile Phe Gln Asn Phe Lys Gly
145 150 135

<210> 67

<211> 217

<212> PRT

<213> Mus musculus

41
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<400> 67

Met

1

Gln

Arg

Ala

Phe

65

Asp

Lys

Arg

Gly

Gly

145

Aryg

Ile

Gly

Asp

<210> 68
<211>109
<212> PRT

Ala

Asp

Leu

Phe

50

Tyr

Pro

Trp

Gln

Gly

130

Pro

Ser

Thzr

Arg

Ala
210

Ser

Glu

Val

35

Ala

val

Thr

Leu

Phe

115

Asp

Ala

Phe

Glu

Glu

195

Gly

Leu

Val

20

Leu

Pro

Leu

Glu

Phe

100

Ser

Val

Cys

Leu

Pro

180

Arg

Thr

Phe

Glu

Leu

Val

Arg

Glu

83

Leu

Val

Leu

Phe

Gln

165

Leu

Gly

Arg

ES 2 623 464 T3

Ser

Thr

Phe

Leu

Ala

70

Glin

Pro

Arg

Thr

Ala

150

Pro

Arg

Arg

Ala

Gly

Glu

Phe

Lys

55

Ala

Gln

Phe

Gln

Ser

135

Asn

Glu

Arg

Asn

Glu
215

Arg

ala

Gly

40

Asp

Gln

Asp

His

Leu

120

Asp

Trp

Asp

Arg

Gly

200

Leu

42

Ile

Glu

25

Ala

Phe

Leu

Leu

Asp

105

Pro

Ala

Gln

Leu

Lys

185

Arg

Trp

Leu

10

Len

Gly

Phe

Ala

Phe

80

Glu

Ala

Thr

Glu

Asp

170

Tyr

Asp

Ile

Ser

Ala

Val

Leu

75

Leu

Leu

Val

Glu

Ala

155

Glu

Arg

Ser

Arg

Arg

Cys

Arg

60

val

Arg

Arg

val

Glu

140

Ala

Pro

Val

Gly

Asn

Arg

Pro

45

Leu

Tyr

Asp

Arg

Val

125

Ile

Glu

Ala

Asp

Asp
205

Asn

Leu

30

Gln

Thr

Val

Met

ASp

110

Leu

Gln

Leu

Arg

Arg

190

Pro

Ser

15

Glu

Cys

Asp

Ser

Pro

95

Leu

Lys

Arg

Leu

Arg

175

Asp

Gln

Asp

Asn

Gln

Glu

Gln

80

Gilu

Gly

Pro

Leu

Asp

160

Ser

val

Gly
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<213> Mus musculus

<400> 68
Met

1

Gln

Arg

ala

Phe
65

Asp

Lys

<210> 69
<211> 576
<212> PRT

Ala

Asp

Leu

Phe

50

Tyxr

Pro

Trp

Ser

Glu

Val

35

Ala

Val

Thr

Leu

<213> Rattus norvegicus

<400> 69

Met

1

Gln

Arg

Ala

Phe
65

Val

Asp

Leu

Phe

50

Tyr

Ser

Glu

val

35

Ala

Val

Leu

Val

20

Leu

Pro

Leu

Glu

Phe
100

Leu

Val

20

Leu

Pro

Leu

ES 2 623 464 T3

Phe Ser

Glu Thr

Leu Phe

Val Leu

Arg Ala

70

Glu Gln
25

Leu Pro

Phe Ser

Glu Thr

Leu Phe

Val Leu

Arg Ala
70

Gly

Glu

Phe

Lys

35

Ala

Gln

Phe

Gly

Glu

Phe

Lys

55

Ala

Arg Ile

Ala Glu

25

Gly Ala

40

Asp Phe

Gln Leu

Azp Leu

His Asp
105

arg Ile

Ala Glu

25

Gly Ala

Asp Phe

Gln Leu

43

Leu

10

Leu

Gly

Phe

Ala

Phe

90

Glu

Leu

10

Leu

Gly

Phe

Ala

Ile

Ser

Ala

Val

Leu

75

Leu

Leu

Ile

Ser

Ala

Val

Leu
75

Arg

Arg

Cys

Arg

60

Val

Arg

Arg

Arg

Arg

Cys

Arg

60

Val

Asn

Arg

Pro

45

Leu

Tyr

Asp

Arg

Asn

Arg

Pro

45

Leu

Tyr

Asn

Leu

30

Gln

Thr

Val

Met

Asn

Leu

30

Gln

Thr

Val

Ser

15

Glu

Cys

Asp

Ser

Pro
95

Ser

13

Glu

Cys

Asp

Ser

Asp

Asn

Gln

Glu

Gln

80

Glu

Asp

Asn

Gln

Glu

Gln
80



Asp

Lys

Arg

Gly

Gly

145

Arg

Ile

Gly

Gly

Gly

225

Gly

Ala

Ser

Gly

Arg

305

Val

Pro

Trp

Gln

Gly

130

Pro

Ser

Thr

Arg

Arg

210

Thr

Leu

Pro

Gln

Gln

290

Val

Ala

Thr

Leu

Phe

115

Asp

Ala

Phe

Glu

Gly

195

Gly

Arg

Gly

Gln

Arg

275

Tyr

Leu

Leu

Glu

Phe

100

Ser

Val

Cys

Leu

Pro

180

Arg

Cys

val

Ile

Leu

260

Asp

Pro

Ala

Ala

Glu

85

Leu

Val

Leun

Phe

Gln

165

Leu

Gly

Arg

His

Gly

245

Arg

Gln

Ala

Ala

aAla

ES 2 623 464 T3

Gln

Pro

Arg

Thr

Ala

150

Pro

Arg

Arg

Asp

Trp

230

Val

Ala

His

Ser

Met

310

Gln

Gln

Phe

Gln

S5er

135

Asn

Glu

Arg

Asn

Gly

215

Trp

Gln

Pro

Arg

Ala

295

Thr

Leu

Asp

His

Leu

120

Asp

Trp

Asp

Axg

Glu

200

Ala

Asn

Leu

Cys

Gly

280

Cys

Leu

Leu

44

Leu

Asp

105

Pro

Ala

Gln

Leu

Lys

185

Cys

Leu

Phe

Aryg

Leu

265

Arg

Ala

Leu

Phe

Phe

20

Asp

Ala

Thr

Glu

Asp

170

Tyr

Asp

Val

Gly

Val

250

Glu

Asp

Met

Gly

Gln

Leu

Leu

vVal

Asp

Ala

155

Glu

Arg

Ser

Ile

Asp

235

Gln

Leu

Ala

Gly

Ile

315

Leu

Arg
Arg
val
Glu
140
Ala
Pro
Val
Arg
Pro
220
Leu
Pro
Glu
Gln
Arg
300

Pro

Gln

Asp

Arg

Val

125

Ile

Glu

2la

Asp

Asn

205

Fro

Gln

Val

Gln

Lys

285

Ser

Ala

Ala

Met

Asp

110

Leu

Gln

Leu

Arg

Aryg

130

Pro

Ala

Gly

Gly

Gln

270

Gly

Tyr

Ala

Gly

Pro

95

Leu

Lys

Arg

Leu

Arg

175

Asp

Gln

Pro

Asn

Ala

255

Leu

His

Gly

Val

Arg

Glu

Gly

Pro

Leu

Asp

160

Ser

Ala

Gly

Gln

Ser

2490

Tyr

Arg

Arg

Gly

Leu

320

Ala



Glu

Asp

Thr

Leu

385

Gly

Asn

Ile

Ile

Thr

465

Pro

Gln

Gly

Glu

Leu

545

Met

Leu

Bla

Ala

370

Ala

Pro

Leu

Glu

Leu

450

Arg

Ala

Gln

Asp

Arg

530

Arg

Leu

Arg

Gly

355

Leu

Ala

Gly

Gly

Ala

435

Val

Arg

Arg

Gly

Pro

515

Ala

Ser

Gly

Gly

340

Leu

Ala

Leu

Arg

Arg

420

Gly

Ala

Gly

Ser

Thr

500

Pro

Ser

Met

His

325

Ile

Pro

Ala

Cys

Leu

405

Arg

aAla

Ile

Leu

Ser

485

His

Gly

Glu

Gly

Arg
565

ES 2 623 464 T3

Arg

Glu

Leu

Gly

390

Thr

Ala

Ala

Met

Arg

470

Glu

Cys

Ser

Ser

Pro

550

Pro

Thr

Ala

Ala

375

His

Leu

Leu

Ala

Thr

455

Glu

Asp

Gln

Met

Jer

535

Trp

Pro

Asp

Ala

360

Gln

Leu

Asn

Ala

Ala

449

His

Leu

Ser

Ile

Ala

520

Leu

Asp

Asp

45

Gly

345

Ala

Val

Gly

Val

Ile

425

Ser

Thr

Pro

Lys

Phe

505

Thr

Leu

Gly

Met

330

Leu

Gly

Len

Ala

Tre

410

Tyr

Ile

Leu

Pro

Ala

420

Tyr

Cys

Ala

Val

Gly
570

His

Ala

Gly

Glu

395

Ser

Ala.

Leu

Phe

Pro

475

Gly

Asn

Iie

Ser

Thr

555

Lys

Pro

Leu

Leu

380

Leu

Cys

Leu

Gly

Arg

460

Ser

Cys

Fro

Thr

His

540

Tyr

Asp

Glu

Leu

365

Gly

Ala

Phe

Leu

Ser

Leu

350

Pro

Cys

Arg

Asn

Leun

430

Gly

445

Ala

Ser

Arg

Ser

Ser

525

Leu

Glu

Ala

Val

Glu

Ala

Gin

510

Ala

Pro

Met

Thrx

335

Asp

Leu

Leu

Gly

Leu

415

Fhe

Ala

Gln

Asp

Gln

495

Glu

Val

Gln

His

Leu
575

Pro

Ala

Leu

Fro

400

Fro

Gilu

Leu

Ala

Glu

480

Pro

Leu

Leu

Thr

Gly

560

Val



<210> 70
<211> 212
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 70

Met

1

Gln

Arg

Ala

Phe

65

Asp

Lys

Arg

Asp

Gly

145

Arg

Leu

Arg

Ala

Asp

Leu

Phe

50

Tyr

Ser

Trp

Gln

Gly

130

Thr

Asn

Thr

Gly

Ser

Glu

Val

35

Val

Val

Thr

Leu

Phe

115

Asp

Ala

Phe

Glu

Gly
195

Leu

Leu

20

Leu

Pro

Leu

Glu

Phe

100

Ser

Val

Cys

Gln

Cys

180

Arg

Phe

Asp

Leu

Ile

Arg

Glu

85

Leu

Val

Leu

Phe

Leu

i65

Leu

Asp

ES 2 623 464 T3

Ser

Thr

Phe

Leu

Ala

70

Gln

Pro

Glu

Thr

Ala

150

Pro

Arg

Pro

Gly

Glu

Phe

Lys

Ala

Gin

Phe

Arg

Arg

135

Asn

Glu

Arg

Gly

Arg

Ala

Gly

40

Asp

Gln

Asp

Glu

Leun

120

Asp

Trp

Asp

His

Gly
200

46

Ile

Glu

25

Ala

Phe

Leu

Leu

Asp

105

Fro

Gly

Gln

Leu

Lys

183

Gly

Leu
10

Val
Gly
Phe
Ala
FPhe
90

Asp
Ala
Ala
Glu
Glu
170

ITyr

Gly

Ile

Ser

Ala

val

Leu

75

Leu

Leu

val

Asp

Ala

155

Asp

Arg

Gly

Arg

Arg

Cys

Arg

Val

Lys

Arg

Val

Glu

140

Ala

Gln

val

Glu

Asn

Arg

Pro

45

Leu

Tyr

Asp

Arg

Val

125

Ile

Glu

Glu

Glu

Glu
205

Asn

Leu

30

Gln

Thr

Val

Met

Asp

110

Leu

Gln

Val

Pro

Lys

1%0

Gly

Ser

15

Glu

Cys

Asp

Ser

Pro

95

Leu

Lys

Arg

Leu

Arg

175

Ala

Gly

Asp

Asn

Gln

Glu

Gln

80

Lys

Gly

Pro

Leu

Asp

160

Ser

Ala

Ala
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15

<210> 71
<211> 202
<212> PRT

<213> Pan troglodytes

<220>

<221> misc_feature

<222> (168)..(201)
<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<400> 71

Met

1

Gln

Arg

Ala

Phe

65

Asp

Lys

Arg

Asp

Gly

145

Arg

Ala

Asp

Leu

Phe

50

Tyr

Ser

Trp

Gln

Gly

130

Thr

Asn

Ser

Glu

Val

35

Val

Val

Thr

Leu

Phe

115

Asp

Ala

Phe

Leu

Leu

20

Leu

Pro

Leu

Glu

Phe

100

Ser

Val

Cvys

Gln

Fhe

Asp

Leu

Ile

Arg

Glu

85

Leu

Val

Leu

Fhe

Leu
165

ES 2 623 464 T3

Ser

Thr

Phe

Leu

Ala

70

Gln

Pro

Glu

Thr

Ala

150

Pro

Gly Gly Leu Phe

Gly

Glu

Phe

Lys

55

Ala

Gin

Phe

Arg

Arg

135

Asn

Glu

210

Arg

Ala

Gly

40

Asp

Gln

Asp

Glu

Leu

120

Asp

Trp

Xaa

47

Ile

Glu
25

Ala

Phe

Leu

Leu

Asp

105

Pro

Gly

Gln

Xaa

Leu

10

Val

Gly

Phe

Ala

Phe

90

Asp

Ala

Ala

Glu

Xaa
170

Ile Arg

Ser Arg

Ala Cys

Val Arg

Leu Val

75

Leu Lys

Leu Arg

Vval val

Asp Glu

140

Ala Ala
155

Xaa Xaa

Asn

Arg

Pro

45

Leu

Tyr

Asp

Axg

Val

125

Ile

Glu

Xaa

Asn

Leu

30

Gln

Thr

Val

Met

Asp

110

Leu

Gln

Val

Xaa

Ser

15

Glu

Cys

Asp

Ser

Pro

95

Leu

Lys

Arg

Leu

Xaa
175

Asp

Asn

Gln

Glu

Gln

80

Lys

Gly

Pro

Leu

Asp

160

Xaa



ES 2 623 464 T3

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
180 185 190

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Ala
195 200

<210>72

<211> 218

<212> PRT

<213> Canis familiaris

<400> 72

48



Met

Gln

Arg

Ala

Phe

65

Asp

Lys

Arg

Gly

Gly

145

Arg

Leu

Arg

Gly

<210>73

<211> 218
<212> PRT

Ala

Asp

Leu

Phe

50

Tyr

Pro

Trp

Arg

Gly

130

Pro

Asn

Thr

Gly

Ala
210

<213> Bos taurus

<400> 73

Ser

Glu

Val

35

Ala

Val

Thr

Leu

Phe

115

Asp

Ala

Phe

Glu

Lys
195

Glu

Leun
Leu
20

Leu
Pro
Leu
Glu
Phe
100
Ser
Val
Cys

Leu

Pro
180

Arg

Gly

Phe

Asp

Leu

Ile

Arg

Glu

85

Leu

Val

Leu

Phe

Gln

165

Leu

Gly

Gly

ES 2 623 464 T3

Ser

Thr

Phe

Leu

Ala

70

Gln

Pro

Glu

Ser

Ala

150

Pro

Arg

Pro

Ala

Gly

Glu

Phe

Arg

35

Ala

Gln

Phe

Arg

Arg

135

Asn

Glu

Arg

Gly

Gly
2135

Arg

Ala

Gly

Asp

Gln

Asp

Glu

Leu

120

Asp

Trp

Asp

Cys

Gly
200

Asp

49

Val

Glu

25

Ala

Phe

Leu

Leu

Asp

105

Pro

Ala

Gln

Leu

Lys
185

Gly

Leu

Leu

10

Leu

Gly

Phe

Ala

Phe

20

Asp

Ala

Thr

Glu

Asp

170

Tyxr

Ser

Phe

Ile

Ser

Ser

Val

Leu

75

Leu

Leu

Val

Asp

Ala

155

Asp

Arg

Gln

Arg

Arg

Cys

Arg

60

Val

Arg

Arg

val

Glu

140

Ala

Pro

Val

Pro

Asn

Arg

Pro

45

Leu

Tyr

Asp

Arg

Val

125

Ile

Glu

Ala

Asp

Glu
205

Asn

Leu

30

Gln

Thr

Val

Met

Asp

110

Leu

Arg

Val

Pro

Arg
120

Gly

Ser

15

Glu

Cys

Asp

Ser

Pro

95

Leu

Lys

Arg

Leu

Arg

175

Glu

Gly

Asp

Asn

Gln

Glu

Gln

80

Lys

Gly

Pro

Leu

Asp

160

Ser

Ala

Arg



Met

Gln

Arg

Ala

Phe

65

Asp

Lys

Arg

Ser

Gly

145

Arg

Leu

Arg

Glu

<210> 74
<211> 207
<212> PRT

Ala

Asp

Leu

Phe

50

Tyr

Pro

Trp

Gln

Gly

130

Pro

Ser

Thr

Arg

Ala
210

<213> Gallus gallus

Ser

Glu

Val

35

Ala

val

Thr

Leu

Phe

115

Asp

Ala

Phe

Glu

Ala
195

Glu

Leu

Leu

20

Leu

Pro

Leu

Glu

Phe

100

Ser

Val

Cys

Leu

Pro
180

Arg

Gly

Phe

Agp

Leu

Ile

Arg

Glu

85

Len

Val

Leu

Phe

Gln
165

Leu

Gly

Glu

ES 2 623 464 T3

Ser

Thr

Phe

Leu

Ala

70

Gln

Pro

Glu

Thr

Ala

150

Pro

Arg

Aryg

Ala

Gly

Glu

Phe

Arg

55

Ala

Gln

Phe

Arg

Leu

135

Asn

Glu

Arg

Gly

aAla
215

Arg

Ala

Gly

40

Asp

Gln

Asp

Glu

Leu

120

Asp

Irp

Asp

Cys

Arg

200

Gly

50

vVal

Glu

25

Ala

Phe

Val

Leu

Asp

105

Pro

Ala

Gln

Leu

Lys
185

Ala

Leu

Leu

10

Leu

Gly

Phe

Ala

Phe

20

Asp

Ala

Ala

Glu

Asp
170

Tyr

Gly

Phe

Ile

Ser

Ser

Val

Leu

75

Leu

Leu

Val

Asp

Ala

155

Asp

Arg

Gly

Arg

Arg

Cys

Arg

Val

aArg

Arg

Val

Glu

1448

Ala

Pro

Val

Ser

Asn

Arg

Pro

45

Léu

Tyr

Asp

Arg

val

125

Ile

Glu

Ala

Asp

Gly
205

Asn

Leu
30

Glu

Thr

Val

Met

Asp

110

Leu

Arg

Val

Pro

Ser

i5

Glu

Cys

Asp

Ser

Pro

25

Leu

Lys

Arg

Leu

Arg
175

Pro Ala

190

Gln

Glu

Asp

Asn

Gln

Glu

Gln

80

Glu

Gly

Pro

Leu

Asp

160

Ser

Ala

Gly
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<400> 74

Met
1

Arg

Arg

Ser

Phe
65

Asp

Arg

Leu

Asn

Gly
145

Arg

Ile

Glu

<210>75
<211> 215
<212> PRT

Ala
Asp
Val
Phe
50

Tyr
Ala
Trp
Arg
Gly
130
Prc
Asn

Thr

Pro

Ser

Glu

Met

35

Ala

Val

Thr

Leu

Phe

115

Asp

Ala

Phe

Asp

Arg
195

<213> Xenopus laevis

<400> 75

Leu

Val

20

Leu

Pro

Glu

Ala

Ser

100

Val

Val

Cys

Arg

Pro
180

Ser

Phe

Glu

Leu

Arg

Arg

Gln

85

Leu

Val

Ile

Phe

Leu
165

Leu

Glu

ES 2 623 464 T3

Ala

Thr

Tyr

Leu

Ala

70

Gln

Pro

Ser

Val

Gln

150

Ala

Arg

Glu

Gly

Glu

Phe

Lys

55

Ser

Glu

Phe

Glu

Gly

135

Asn

Glu

Arg

Gln

Lys

Arg

Gly

Asp

Gln

Glu

Arg

val

120

Asn

Trp

Asp

Leu

Lys
200

51

Val

Glu

25

Ala

Phe

Leu

Ala

AsSp

105

Pro

Ala

Gln

Phe

Lys
185

Glu

Leu

10

Arg

Ala

Phe

Cys

Phe

90

Glu

Arg

Val

Glu

Asp
170

Tyr

Asp

Ile

Cys

Glu

Val

Leu

75

Leu

Phe

Val

Asp

Ala

155

Glu

Lys

Gly

Val

Ser

Cys

Arg

60

val

Arg

Lys

Val

Glu

140

Ala

Cys

Leu

Asp

Asn

Ala

Pro

45

Leu

Tyr

Ser

Arg

Val

125

Ile

Glu

Ala

Gly

Glu
205

Asn

Leu

30

Arg

Thr

Val

Met

Glu

110

Lau

Thr

Leu

Arg

Lys
190

Ser

Arg

Glu

Cys

Asp

Ser

Pro

95

Leu

Lys

Ser

Val

Axg
175

Gly

Ser

Asp

Asn

Gln

Glu

Arg

80

Arg

Glu

Pro

Met

Asp

160

Ser

Glu



Met

Gln

Arg

Glu

FPhe

65

Asp

Arg

Glu

Pro

Leu

145

Asp

Ser

Asn

Gly

<210> 76
<211>180
<212> PRT

Ala

Asp

Val

Phe

50

Tyr

Gln

Trp

Ala

Ser

130

Gly

Arg

Met

Glu

Gly
210

Asp

Glu

Ile

35

Ala

Val

Ser

Leu

Gln

115

Gly

Pro

Ser

Thr

Lys
195

Gly

Leu

Leu

20

Leu

Pro

Asp

Glu

Phe

100

FPhe

His

Pro

Phe

Asp
180

Lys

Thr

<213> Tetraodon nigroviridis

Phe

Asp

Leun

Leu

Arg

Glu

85

Val

Ser

Val

Cys

Leu
165

Pro

Lys

Glu

ES 2 623 464 T3

Leu

Thr

Phe

Leu

Ser

70

Glu

Pro

val

Ile

Phe

150

Leu

Ile

Arg

Phe

Asp

Glu

Phe

Lys

55

Ser

Gln

Phe

Ser

Ser

135

Lys

Pro

Arg

Lys

Phe
215

Lys

Arg

Ala

40

Asp

Gln

Glu

Lys

Arg

1z0

Phe

Asn

Glu

Ary

His
200

52

Ile

Glu

25

Lys

Phe

Leu

Arg

Asp

105

Val

Asn

Trp

FPhe

Ile
185

Cys

Leu

10

Tle

Ser

Phe

Ala

Phe

20

Glu

Pro

Ala

Gln

Thr
170

Lys

Asp

Val

Trp

Arg

vVal

Leu

75

Leu

Glu

Val

Val

Glu

155

Asp

Tyr

Asp

Lys
Glu
Ser
Arg
60

Val
Lys
Phe
Leu
Asp
140
val
Asp

Lys

Glu

Asn

Arg

Ser

45

Leu

Tyr

Asp

Arg

Val

125

Giu

Ser

Arg

Asp

Asp
205

Asn

Leu

30

Gln

Thr

Val

Met

Arg

110

Val

vVal

Glu

Ala

Glu
120

Glu

Arg

15

Glu

Cys

Asp

Ser

Pro

25

Asn

Leu

Val

Ile

Gly
175

Thr

Gly

Asp

Asn

Gln

Glu

Leu

80

Lys

Leu

Lys

Arg

Ile

160

Arg

Thr

Gly
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<400> 76

Met

1

Gln

Arg

Asp

Ala
65

Asp

Lys

Ala

Asp

Gly

145

Arg

<210> 77
<211> 169
<212> PRT

Val

Asp

Ile

Phe

50

His

Gln

Val

Met

Gly

130

Ser

Thr

Asp

Gln

Leu

35

Leu

Ile

Ser

Leu

Phe

115

Ser

Glu

Phe

Leu

Leu

20

Leu

Pro

Glu

Glu

Phe

100

Glu

Val

Cys

Met

<213> Tetraodon nigroviridis

<400> 77

Phe

Asn

Leu

Ile

Tyr

Glu

85

Leu

Val

Leu

Phe

Leu
165

ES 2 623 464 T3

Leu

Thr

Phe

Leu

Pro

70

Gln

Ala

Lys

Ala

Arg

130

Azsn

Asn Arg

Glu Arg

FPhe Ala
40

Asn Asn
35

Lys Leu

Gln Glu

Phe Asp

Glu Leu

120

Ala Asn
135

Asp Trp

Glu Glu

Val

Glu

25

Ser

Phe

Leu

Arg

Asp

105

Pro

Ala

Gln

Phe

Ser Ala Thr

53

Leu

10

Ile

Ala

FPhe

Ala

Phe

90

Pro

Thr

Ala

Glu

Asp

170

Pro
180

Val

Val

Ser

Lys

Leu

75

Leu

Tyr

Val

Gln

Ser

155

Asn

Glu

Gly

Cys

Arg

60

Ile

Lys

Arg

Val

Asp

140

Ala

Leu

Asn

Ile

Gln

45

Leu

Phe

Glu

Gln

Val

125

Ile

Glu

Asn

Asn

Leu

30

Lys

Lys

Ile

Leun

Glu

110

Leu

Cys

Leu

Leu

Trp

15

Glu

Cys

Asp

Ser

His

95

Leu

Arg

Ser

Ile

Arg
175

Asp

Asn

Gln

Pro

Leu

80

Lys

Gln

Pro

Iyr

Glu

160

Thr



Met

Arg

Arg

Leu

Ala

65

Asp

Lys

Ala

Asp

Gly

145

Gln

<210> 78
<211> 215
<212> PRT

Val

Asp

Ile

Phe

50

Tyr

Gln

Cys

Met

Cys

130

Pro

Glu

<213> Danio rerio

<400> 78

Asp

Glu

Leu

35

Ala

Val

Ser

Leu

Phe

115

Ser

Asp

Leu

Leu
Leu
20

Leu
Pro
Asp
Glu
Phe
100
Asn
Val

Cys

Pro

Fhe

Asp

Leu

Lys

Arg

Gln

85

Leu

Val

Leu

Tvyr

Asp
165

ES 2 623 464 T3

Ile

Thr

Phe

Leu

Ser

70

Gln

Ala

Glu

Ala

Arg

150

Gln

Asp

Glu

Phe

Ser

55

adla

Leu

Phe

Glu

Ala

135

Asn

Arg

Arg

Arg

Gly

40

Ser

Gln

Ser

Glu

Leu

120

Asn

Trp

Aryg

54

Val

Glu

25

Cys

Fhe

Leu

Ser

Asp

105

Pro

Ala

Gln

Leu

Leu

10

Ile

val

Phe

Val
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REIVINDICACIONES
1. Compuesto para su uso en terapia seleccionado del grupo que consiste en:
5 i) un polipéptido que comprende la secuencia de amino acidos expuesta en SEC ID NO:10;
if) un polinucledtido que codifica dicho polipéptido;
iii) un vector que comprende dicho polinucleétido; y
iv) una célula huésped modificada por ingenieria genética que expresa dicho polipéptido.

10 2. Compuesto para su uso de acuerdo con la reivindicacién 1 en un método para tratar y/o prevenir la distrofia de
conos.
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a gen RACVF, cadena negativa del cromosoma 8

2 3

1 sres
- (TN D
1

)

o

RACVF-L E..L..R."

RACVF-S E..L..R..R.J¥}

M. musculus GAACTGAGGAGGTGEEGCCCC
R. norvegicus GACCTGAGGAGG 'T"G?-QGCCCC

M. domestica GAGC"GAAAAGQL" BGCCTAC

H. sapiens CATC’T'GAGGAGG"\:PE—GAGC—G

P. troglodytes CATC'T'GAGGAGGTGH.GGAGGG

M. mulatta GAACTGAGGAGGTGAEGGAGEG

B. taurus. CACC’T‘GPGGAGG"‘GLL‘ACAAG

C. famitianis GACCTGAGGAGGTGAGGTGCG

G. gallus CACC'PGPGGELGdTGG[nl 10) TAA

X_ tropicalis GAATTCAGGAGGTGEGATAGG

B. rerio CCCTATAGGCAC{TAG {(n36]TGA

T. rubripes a CCATACPGACAG’IAG!STGGAT

T. nigroviridis a CCATACAGACAGTZX .CG'I'GGAC

T. rubripes b CCCTTCAGGAGETGTCTGGTTTAG

T. nigroviridis b CCTTTTAGGAGGTGT(n40)TGA
L S

5UTR 22 pb 44 pb
CDS 654pb  330pb
FUTR 2076pb 798 pb

Figura 1A
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b gen RdCVF, cromosoma 13

RdCVF2-L

500 pb
2 —
Vo
P..Y..R..H\
DR

RdACVF2-S
M. musculus
R. norvegicus
M. domestica
H. sapiens

P. troglodytes
M. mulatta

B. taurus

G. gallus

X. tropicalis
B. rerio

T. rubnpes

T. nigroviridis

CCC"‘ACCGGCAGT‘GZ- TGGGGAC
CCE'F'ACCGGCAC'“‘GAG‘IGGGGAC
CCTCTCAA GCAGTGPETPGCGAC
CCC'W'ACCGGCAG’T‘G A TGGGGGT
CCCTACCCCGCR: crz‘c;zi CTCGGEGC
CCC"‘ECCAGCAGTGA STGGGCGC
CCCTACCC-GCAG;’PGA{.%‘IGGAGGC
CCCTACAAGCAGTRAGTACCGCA
CCATACAAGCAGTAZETTCCTTC
CCATACAAACAGTGAGTTCACCA
GACTACRAGAAGTGAGETGAGGTT
GACTACAAGAAGTGAGTCCGCCT

L S
5UTR 299 pb 264 pb
CDs 471 pb 306 pb
FUTR 397 pb 2334 pb

Figura 1B
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Factor de diferencia
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Figura 3
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Figura 5
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