10

15

20

25

30

35

40

45

Descripcion:

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

1. Campo de la invencion

La presente invencién proporciona un método y composiciones para su utilizacién
en la union, deteccién y amplificacion de la deteccién de secuencias de acido nucleico
diana especificas en una muestra fielmente y con precision, incluso en presencia de
acidos nucleicos intimamente relacionados pero diferentes. La unién puede implicar la
actuacion como chaperonas y el montaje de moléculas especificas en montajes de unién a
la diana que se unen especificamente a zonas de unidn a la diana formadas por la
hibridaciéon de acidos nucleicos sonda y secuencias de &acido nucleico diana. La
amplificacion puede implicar la actuacién como chaperonas y/o el montaje de moléculas
especificas en montajes de unién al refuerzo que se unen especificamente a las zonas de
union al refuerzo formadas por la hibridacién de acidos nucleicos de refuerzo con acidos
nucleicos sonda, acidos nucleicos diana u otros acidos nucleicos de refuerzo. La deteccion
implica proporcionar uno o mas marcadores detectables, incluyendo marcadores
radioactivos, emisores de luz o fluorescentes, enzimaticos u otras moléculas detectables o
generadoras de sefal, en asociacion con el acido nucleico sonda, el montaje de unién a la
diana, el acido nucleico de refuerzo o el montaje de union al refuerzo.

2. Antecedentes y descripcion de la técnica relacionada

Existe un numero creciente de casos en los que es importante poder detectar
acidos nucleicos que contienen una secuencia especifica, denominados en adelante
acidos nucleicos diana (TNA), en una muestra. Es deseable poder detectar los TNA con el
nuamero mas pequefio de etapas de tratamiento, con los componentes mas sencillos y
para la exclusién de otros acidos nucleicos similares pero diferentes, denominados en
adelante acidos nucleicos primos (CNA). Es deseable poder detectar los TNA especificos
para la exclusiéon de cualquier y todos los CNA en la deteccion sencilla sin necesidad de
amplificacién o de otro tratamiento tras la deteccion.

Existen numerosos métodos que utilizan acidos nucleicos inmovilizados o dirigidos
como sondas para los TNA. Sin embargo, utilizando métodos conocidos, es dificil
discriminar entre un TNA unido al 4cido nucleico sonda (PNA) como opuesto a un CNA
unido al PNA. Por ejemplo, una o mas bases incompatibles entre el PNA y un CNA
pueden todavia producir una hibridacion CNA-PNA que es casi indistinguible de una
hibridacién TNA-PNA. Por lo tanto, la hibridacién sola no es un indicador 6ptimo de que se
haya hibridado un PNA a un TNA unico.

Existen muchas situaciones en las que se utilizaria un PNA para tratar de
determinar si un TNA estaba presente en una muestra que puede contener los CNA. La
hibridacién del PNA a cualquier CNA en esta situacién limitaria el valor de diagnéstico que
el PNA pudiera tener para la deteccién de un TNA, ausente la verificacién adicional.
Ademas, es deseable poder detectar y localizar los TNA con pocos niimeros de copias en
muestras que pueden contener muchas copias de los CNA, sin necesidad de crear copias
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adicionales del TNA. Seria asimismo deseable poder confirmar la presencia de los CNA,
independientes de los TNA, sin necesidad de separar los CNA y los TNA en la muestra.

Ademas, seria deseable poder ampliar la sefal de incluso una hibridacién de baja
frecuencia de un TNA-PNA especifico. Con este objetivo, seria deseable un método de
polimerizacion de copias muiltiples de un marcador, en adelante denominado &cido
nucleico de refuerzo (BNA) en el TNA-PNA.

La presente invenciéon proporciona métodos y composiciones para conseguir los
objetivos deseados siguientes. Como se pone de manifiesto a partir del estudio siguiente,
las presentes composiciones y métodos no han sido publicadas o sugeridas en la técnica.
Un estudio general y de conjunto del estado de la técnica de deteccion de acidos
nucleicos se proporciona en Keller, H., M. M. Manak (1989) DNA Probes, Stockton Press.

Se ha publicado un método para detectar incompatibilidades de pares de bases por
métodos quimicos para determinar si se ha hibridado un PNA a un CNA en lugar de a un
TNA. En la patente US n°® 4.794.075 concedida a Ford et al., se expone un método para
distinguir fragmentos de ADN que contienen una sola base incompatible de sus
homologos perfectamente emparejados. Zonas monocatenarias en un fragmento doble se
modifican con carbodiimida, que reacciona con restos de guanina (G) y timina (T)
desemparejados en ADN. Las moléculas de ADN lineales dobles no reaccionan, mientras
que las moléculas de ADN con una sola base desemparejada reaccionan
cuantitativamente. Después de la reaccidon con carbodiimida, las moléculas de ADN se
fraccionan en geles de poliacrilamida en alto porcentaje de modo que pueden distinguirse
los fragmentos modificados y no modificados. Ford et al. aplicaron esta técnica para
localizar y purificar diferencias de secuencia de ADN responsables de la variacion del
fenotipo y de enfermedades hereditarias. Aunque este método es Util para las siguientes
variaciones en material genético, tiene un gran namero de etapas, requiere componentes
costosos y no ofrece un método directo de determinar si un PNA se ha hibridado al TNA
exclusivo de los CNA en la muestra.

Se han realizado algunas tentativas para asegurar que por lo menos una fraccion
de la hibridacion entre el TNA y otro acido nucleico es complementaria. Un método implica
el control de los productos de transcripcion que se producen si el PNA se hibrida
suficientemente a un acido nucleico para transcribirse desde un lugar activador contenido
en la sonda. La patente US n° 5.215.899 de Dattagupta da a conocer como se amplian las
secuencias de acido nucleico especificas mediante la utilizacion de una sonda en horquilla
que, en la hibridaciébn con una secuencia diana y ligadura a ésta, es capaz de
transcribirse. La sonda comprende una secuencia autocomplementaria monocatenaria
que, en condiciones de hibridacién, forma una estructura en horquilla con una zona
activadora funcional, y comprende ademas una secuencia de la sonda monocatenaria que
se extiende desde el extremo 3’ de la secuencia en horquilla. En la hibridacién con una
secuencia diana complementaria a la secuencia de la sonda y ligadura del extremo 3’ de la
secuencia diana hibridada al extremo 5’ de la sonda en horquilla, la secuencia diana se
vuelve transcribible en presencia de una ARN polimerasa adecuada y trifosfatos de
ribonucledtido (rNTP) apropiados. La amplificacion se realiza por hibridacién de la
secuencia deseada de TNA con la sonda, ligando el TNA al PNA, afadiendo la ARN
polimerasa y los rNTP a los hibridos separados y permitiendo que proceda la transcripcion
hasta que se haya acumulado una cantidad deseada de producto de transcripcion de



10

15

20

25

30

35

40

45

ARN. Este método implica general y especificamente la utilizacion del ADN en horquilla
formado con un extremo desemparejado monocatenario para hibridar una secuencia
diana. Cuando se une la secuencia diana, no se permite la produccién de los productos de
transcripcion del ARN. Por lo tanto, el método conlleva la deteccién de productos
secundarios de transcripcién en lugar de la utilizacion de un montaje de unién del acido
nucleico para inmovilizar directamente y/o localizar una secuencia diana. Un CNA podria
faciimente unirse a la sonda, y la falta de complementariedad no interferiria
necesariamente con la formacién de un hibrido CNA-PNA que podria a continuacién
soportar la produccién de productos de transcripcion no deseados.

Un CNA unido al PNA podria detectarse si la falta de complementariedad interfiere
con la susceptibilidad del par hibrido CNA-PNA para ser cortado por una endonuclesa de
restriccion. En la patente US n° 5.118.605 concedida a Urdea y en la patente
US n° 4.775.619 concedida a Urdea, se proporcionaron nuevos métodos para analizar un
analito de acido nucleico, que emplea polinucleétidos con secuencias de oligonucleotidos
sustancialmente homologas a una secuencia de interés en el analito, donde la presencia o
ausencia de hibridacién a una severidad predeterminada proporciona la liberacién de un
marcador de un soporte. Se emplean varias técnicas para unir un marcador a un soporte,
después de lo cual la escision de una cadena individual o doble, un marcador puede
liberarse de un soporte, y la liberacion del marcador puede detectarse como indicador de
la presencia de una secuencia polinucleotidica especifica en una muestra. Sin embargo,
esta técnica tiene el defecto de que el par CNA-PNA podria ser cortado por la
endonucleasa de restriccién, incluso si existe un desparejamiento, siempre que el
desparejamiento estuviese fuera de la zona de reconocimiento de la endonucleasa. Esto
conduciria a una insuficiencia del analisis para identificar un hibrido CNA-PNA.

Otro método utiliza una sonda de ADN ramificado para detectar acidos nucleicos.
La patente US n° 5.124.246 concedida a Urdea et al. da a conocer multimeros de
oligonucleétido lineal o ramificado Gtiles como amplificadores en anélisis bioquimico que
comprenden (1) por lo menos una primera unidad de oligonucleétido monocatenaria (PNA)
que es complementaria con una secuencia oligonucleotidica monocatenaria de interés
(TNA), y (2) una multiplicidad de segundas unidades oligonucleotidicas monocatenarias
gue son complementarias con un oligonucleétido monocatenario marcado. Aunque se
describen las hibridaciones ampliadas de acido nucleico en sandwich y el inmunoandlisis
que utiliza los multimeros, el método presenta la limitacién de que podria suceder la
limitacion de la hibridacion PNA-CNA y daria como resultado la producciéon de una sefial
no deseada.

Ademas de los métodos de identificacion de los TNA, se han dado a conocer
métodos para la ampliacién de este ADN. En la patente US n° 5.200.314 concedida a
Urdea, se detecta una cadena polinucleotidica de analito que presenta una secuencia de
analito (TNA) en una muestra que contiene polinucleétidos poniendo en contacto la
cadena polinucleotidica del analito con una sonda de captura (PNA) en condiciones de
hibridacién, donde la sonda de captura presenta un primer socio de union especifico para
el TNA y una segunda secuencia de unidén especifica para un tercer socio de unién en
fase sélida. El producto doble resultante se inmoviliza a continuacién mediante la unién
especifica entre los socios de unién, y los polinucleétidos no unidos se separan de la
especie unida. El polinucleétido del analito se desplaza opcionalmente de la fase sélida y a
continuacién se amplia por PCR. Los cebadores de PCR presentan cada uno una zona de
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polinucleétido capaz de hibridarse con una zona del polinucleétido del analito, y por lo
menos uno de los cebadores tiene ademas un socio de unién adicional capaz de unirse a
un socio de union en fase sélida. El producto ampliado se separa a continuacién de la
mezcla de reaccidon mediante la unién especifica entre los socios de unién, y el producto
ampliado se detecta. Aunque es posible confirmar (por PCR) que un acido nucleico
especifico se haya hibridado con el PNA, la confirmacién es costosa e implica multiples
etapas.

En cuanto a los informes que implican la interaccion de un acido nucleico
bicatenario y una proteina de unién al ADN, se ha descrito un método mediante el cual se

~utiliza una secuencia de ADN inmovilizado que contiene lugares de unién a una uUnica

proteina para purificar esta proteina. La patente US n° 5.122.600 concedida a Kawaguchi
et al. da a conocer una microesfera inmovilizada con ADN que comprende cadenas de
ADN con secuencias basicas que se unen especificamente a una proteina determinada, y
un portador que tiene un tamafio de particula de no mas de 50 um y no menos de 0,01 ym
que no adsorbe ninguna proteina, estando unido dicho portador y dichas cadenas de ADN
entre si mediante un enlace quimico, y un procedimiento para purificar una proteina que
utiliza dicha microesfera. Dado que éste es un procedimiento de purificacion de una
proteina, no se da a conocer un método de deteccidon de un TNA ni un método por el cual
mas de una proteina esta unida a un acido nucleico bicatenario para la deteccion y
localizacion de secuencias especificas de TNA.

El documento EP-A-0453301 describe un método de deteccidn de una secuencia
diana de polinucleétido en una muestra, en el que las secuencias en un TNA se detectan
hibridando el primer y segundo PNA al TNA. Cada PNA contiene un compuesto doble
preformado, o un compuesto doble que se forma por prolongacién de la cadena, capaz de
unir una secuencia de nucleétido a una proteina de unién especifica.

El documento EP-A-0147665 da a conocer asimismo la utilizacién de proteinas de
union al ADN doble especifico para la secuencia como método de deteccion en un analisis
de hibridacién. De nuevo, se preforma la sonda doble.

El documento EP-A-0450594 da a conocer la posibilidad de marcar las
denominadas moléculas desarrolladoras con compuestos especificos con secuencia
doble, p. €. determinados intercaladores. Estos compuestos se unen a las moléculas
desarrolladoras antes de la hibridacién.

El documento US-A-4556643 da a conocer la deteccion no radiactiva de
secuencias nucleotidicas especificas en una muestra, que conlleva la hibridacién de una
sonda que contiene secuencias especificas para la proteina que se une al ADN.

El documento WO 93/00446 da a conocer oligonucledtidos monocatenarios que
comprenden una parte que, cuando es bicatenaria, se une a la proteina UL9 procedente

del virus del Herpes simple, y una parte adicional que, cuando es bicatenaria, se une a
compuestos intercaladores.
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-5-

SUMARIO DE LA INVENCION

La presente invencion se define en las reivindicaciones adjuntas. Proporciona
métodos mediante los cuales las secuencias especificas de acido nucleico diana (TNA) se
detectan mediante la utilizacién de acidos nucleicos sonda (PNA) que, en la hibridacion
con los TNA, pueden unir montajes de unién a la diana (TBA). Cada TBA une por lo
menos una zona especifica del par hibrido PNA-TNA, la zona de unién a la diana (TBR).
El TBA esta compuesto por una o mas moléculas, una 0 mas de las cuales puede unirse a
secuencias de TBR en funcidén de la secuencia o configuracion especifica. El TBA puede
comprender una 0 mas secuencias de pilotaje denominadas “PILOTS” o “secuencias con
asimetria”, que ensamblan y obligan a los componentes de la unién del nucleétido del TBA
a geometrias especificas. Los PILOTS acthan para ensamblar las unidades de
reconocimiento especificas del acido nucleico u otros pilotos a los que se unen las
unidades de reconocimiento especificas del acido nucleico en los TBA de manera
predeterminada. El TBA puede también contener una o mas moléculas que se anclan o
localizan el TBA.

En la reivindicacion 1 se definen los PNA segun la invencion. Las utilizaciones de
estos acidos nucleicos se definen en otras reivindicaciones asi como los kits que las
comprenden.

Los PNA, ademas las secuencias especificas para TNA, contienen también una o
mas secuencias, 1/2 BBR, capaces de hibridarse con 1/2 BBR complementarias en acidos
nucleicos de refuerzo (BNA). Por hibridaciéon de los BNA afadidos a 1/2 BBR iniciadores
presentes en los PNA, las prolongaciones de los PNA se hacen en forma de PNA-BNA y a
continuacién de hibridos BNA-BNA. Estas prolongaciones contienen una o mas zonas de
unién al refuerzo (BBR). Cada BBR es capaz de unir un montaje de unién al refuerzo
(BBA). El BBA esta compuesto de moléculas, una o mas de las cuales pueden unirse a
una BBR de manera especifica y en funcion de la secuencia o configuracién. EIl BBA
puede comprender una 0 mas secuencias de pilotaje denominadas “PILOTS” o
“Secuencias con asimetria®, que ensamblan y obligan a los componentes de la unién del
nucleétido del TBA a geometrias especificas. Los PILOTS actlan para ensamblar
unidades de reconocimiento especificas del acido nucleico u otros pilotos a los que se
unen las unidades de reconocimiento especificas del acido nucleico en los BBA de manera
predeterminada. El BBA puede contener moléculas que anclan o localizan el BBA o que
permiten la deteccidn de los BBA unidos y por esta razon de los complejos TBA-TNA-PNA
a los que, a su vez, estan unidos. Se dan a conocer métodos y composiciones para la
utilizacion de los 1/2 BBR, BNA, BBR, BBA y PILOTS BBA, incluyendo su utilizacién como
componentes Yy kits de analisis de diagnostico y forense.

Se dan a conocer métodos y composiciones para procedimientos de andlisis y la
produccion de un kit para analisis que contiene los PNA, TBA, TBR, BNA, BBR y BBA y
HNA para la deteccion, localizacién y diferenciacion de secuencias especificas de acido
nucleico, incluyendo las secuencias de acido nucleico que se encuentran en las células
humanas, en el virus de inmunodeficiencia humana (VIH), papilomavirus humano (PVH) y
en otros sistemas que contienen &cido nucleico que incluyen virus y bacterias.

Por consiguiente, un objetivo de la presente invencion consiste en proporcionar
métodos y composiciones para su utilizacion en la unién, deteccidén y amplificacion de la
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deteccion de secuencias especificas de acido nucleico diana en una muestra con fidelidad
y precision, incluso en presencia de secuencias de acido nucleico intimamente
relacionadas pero diferentes.

Por consiguiente, un objetivo de la presente invencion consiste en proporcionar
métodos y composiciones para la creacion de montajes de unién a la diana que unen
especificamente zonas de unién a la diana formadas por la hibridaciéon de acido nucleico
sonda y secuencias de acido nucleico diana.

Otro objetivo de la presente invencidbn consiste en proporcionar un método y
composiciones para la creacibn de montajes de unién al refuerzo que unen
especificamente zonas de unién al refuerzo formadas por hibridacion de secuencias de
acido nucleico de refuerzo con acidos nucleicos sonda y acidos nucleicos en horquilla.

Otro objetivo de la presente invencién consiste en proporcionar un método y
composiciones para su utilizacion en la amplificacion de la deteccion de montajes de union
a la diana unidos a zonas de unién a la diana que utilizan montajes de unién al refuerzo y
acidos nucleicos de refuerzo.

Ofro objetivo de la presente invencién consiste en proporcionar un método y
composiciones que permitan la utilizacion de uno o mas marcadores detectables,
incluyendo pero sin limitarse a marcadores radioactivos, emisores de luz, fluorescentes,
enzimaticos u otras moléculas generadoras de sefal. Estos marcadores se utilizan en
asociacion con acidos nucleicos sonda, montajes de union a la diana, montajes de unién
al refuerzo, acidos nucleicos de refuerzo o acidos nucleicos en horquilia.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

En la Figura 1 estan contenidas las siguientes ilustraciones: la Figura 1-1 es un
PNA que contiene una 1/2 TBR, que es una secuencia monocatenaria que es
complementaria con un TNA y una secuencia 1/2 BBR. La Figura 1-lla es un TNA al que
se afaden los componentes de la Figura 1-l y, en condiciones de hibridacién, se une el
PNA para formar los componentes de la Figura 1-llla, un hibrido PNA-TNA que contiene
por lo menos una TBR. La Figura 1-IVa es un BNA que se afiade a los componentes de la
Figura 1-llla y, en condiciones de hibridacién se une a la 1/2 BBR de la Figura 1-llla para
formar un hibrido PNA-BNA que contiene una BBR mostrada en la Figura 1-Va.

La Figura 1-llb es un BNA al que se afiaden los componentes de fa Figura 1-1 y
que, en condiciones de hibridacién, se une el PNA para formar los componentes de la
Figura 1-lllb, un hibrido PNA-TNA que contiene una BBR. La Figura 1-IVb es un TNA
que se afiade a los componentes de la Figura 1-lllb y que, en condiciones de hibridacion
se une a la 1/2 TBR de la Figura 1-lllb para formar un hibrido PNA-BNA que contiene una
TBR mostrada en la Figura 1-Vb.

La Figura 1-llc es un HNA al que se afiaden los componentes de la Figura 1-1 y
que, en condiciones de hibridacién, se une el PNA para formar los componentes de la
Figura 1-llic, un hibrido PNA-HNA que contiene una BBR. La Figura 1-IVc es un TNA que
se anade a los componentes de la Figura 1-llic y que, en condiciones de hibridaciéon se



10

15

20

25

30

35

40

45

une a la 1/2 TBR de la Figura 1-lllc para formar un hibridoc PNA-BNA que contiene una
BBR mostrada en la Figura 1-Vc.

Los hibridos que forman las TBR y BBR son (tiles en la presente invencion. Los
PNA y BNA, indicados en la Figura 1, pueden contener un soporte y/o indicador no unidos
(OSA), o un soporte unido u otros medios de localizacion, incluyendo, pero sin limitarse, al
acoplamiento a perlas, polimeros y superficies y/o indicadores.

La Figura 2a es un diagrama de estrategias para la polimerizacion de los BNA en
los PNA y encapsulado por los HNA.

La Figura 2b es un diagrama de otras estrategias para ampliar las sefales de
PNA-TNA por polimerizacidn de los BNA y coronacion por los HNA.

La Figura 3 es un diagrama que presenta la utilizacién de los BNA que contienen
multiples 1/2 BBR por BNA.

La Figura 4a es un diagrama que presenta la unién de los TBA y los BBA a las
TBR y BBR, y la capacidad del TBA para discriminar entre los TNA y los CNA. Segln esta
forma de realizacion, si el TBA esta inmovilizado, bien en una perla, superficie de placa de
microvaloracion o cualquier otra superficie, solamente los complejos tales como el
complejo X serian retenidos y detectados, mientras que los complejos tales como el
complejo Xl no.

La Figura 4b es un diagrama que ejemplifica escenarios similares a los mostrados
en la Figura 4a pero en un orden de aparicion ligeramente diferente.

La Figura 5 es un diagrama que ejemplifica los PNA que contienen entre una 1/2
TBR y ninguna 1/2 BBR para los PNA que contienen hasta cinco 1/2 TBR y una 1/2 BBR.
Los elementos (a) y (b) de cada numero (I, II, 1ll, IV y V) forman una serie que, durante la
hibridacion a un TNA, proporcionan las TBR con (elementos (a)) o sin (elementos (b)) una
1/2 BBR disponible para la ampliacién por hibridacién a los BNA que tienen 1/2 BBR
complementarias.

La Figura 6a es un diagrama que ejemplifica una TNA especifica que tiene dos 1/2
TBR que, durante la unién a un PNA apropiado, forma dos TBR intimamente asociadas
capaces de unir dos TBA. Se proporciona también una 1/2 BBR para la ampliacion.

La Figura 6b es un diagrama que muestra los mismos escenarios que en la Figura
Ba excepto que en éste, se utiliza un doble TBA de modo que la discriminacién entre las
TBR aisladas que se producen en muestras celulares normales pueden discriminarse de las
TBR dobles, anormales.

La Figura 6c es un diagrama que presenta el mismo escenario que en la Figura 6a
excepto que en éste, se identifican cinco TBR en el TNA. Cada TBR puede estar unida a un
TBA igual o diferente, y cada TBA puede estar marcado de manera diferente, lo que permite
la confirmacién de que los cinco puntos estan presentes en el TNA.

La Figura 6d es un diagrama de los mismos escenarios que en la Figura 6¢ excepto
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que aqui, se muestra un TBA doble, ampliando lo que se muestra en la Figura 6b para la
utilizacion del TBA doble. Un ejemplo del TNA mostrado en el apartado Il en las Figuras 6a,
6b, 6¢ y 6d es el ADN o ARN monocatenario del VIH.

La Figura 7 presenta la LTR del VIH como un TNA, y dos PNA, y una estrategia para
la deteccion del TNA utilizando los PNA. :

La Figura 8 es un esquema de una forma de realizacién de la invencién en el que un
montaje que se une a la diana se utiliza para unir un hibrido TNA-PNA, y se utilizan montajes
de unién al refuerzo para unir los BNA polimerizados.

La Figura 9 es un esquema de un TBA modular en el que se utilizan secuencias de
montaje, secuencias enlazadoras y secuencias con asimetria para chaperonar unidades de
reconocimiento de acido nucleico unidas deseadas para formar un TBA.

La Figura 10 presenta los TBA modulares Utiles para la deteccién de secuencias
especificas para VIH.

La Figura 11 presenta TBA modulares Utiles para la deteccion de secuencias de
papilomavirus humano. Cada unidad de E2 es realmente un dimero del fragmento de E2 de
que se une al ADN.

La Figura 12a es un esquema del fraccionamiento del TNA y del desplazamiento en
la movilidad debido a la unién de un TBA.

La Figura 12b es un esquema del fraccionamiento del TNA y del desplazamiento
mejorado en la movilidad debido a la unién de los BBA ademas de los TBA.

La Figura 13 presenta una estrategia de deteccién para las secuencias de delecion:;
un ejemplo de la utilizacion de esta estrategia es para un ensayo de integracion del
papilomavirus humano.

La Figura 14 presenta el montaje de los TBA de orden superior mediante la
utilizacién de unidades de reconocimiento de &cido nucleico, enlazador, montaje y
secuencias de asimetria de modo que se forman varios montajes de unién a la diana
especificos para los lugares de union en la LTR del VIH.

La Figura 15 presenta el montaje de los TBA de orden superior mediante la
utilizacion de unidades de reconocimiento de ADN, enlazador, montaje y secuencias de
asimetria de modo que se forman varios montajes de union a la diana especificos para los
lugares de union en el genoma del HPV.

La Figura 16 presenta la discriminacién conseguida utilizando un TBA complejo y la
capacidad de las moléculas competidoras endégenas que se unen a la diana para eliminar la
unién del TBA a un &cido nucleico primo pero no del TNA que contiene la orientacién
apropiada de mas de un punto reconocido por el TBA.

La Figura 17 presenta la capacidad de un TBA para dirigirse especificamente a unir
los puntos de la secuencia desemparejada y para unir preferentemente los puntos sobre los
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puntos primos que no contienen todos los desemparejamientos dirigidos.

BREVE DESCRIPCION DE LAS SECUENCIAS

La SEC. ID. n® 1 corresponde a la Figura 5-la-1 y presenta el lugar de unién de NF-
kB a MHC de clase I.

La SEC. ID. n°® 2 corresponde a la Figura 5 (1a) y presenta el lugar de unién de NF-kB
a B2-microglobulina.

La SEC. ID. n° 3 corresponde a la Figura 5 (la) y presenta el lugar de unién de NF-kB
a kappa inmunoglobulina.

La SEC. ID. n° 4 corresponde a la Figura 5 (la) y presenta uno de los lugares de
unién de NF-kB al VIH.

La SEC. ID. n® 5 corresponde a la Figura 5 (la) y presenta uno de los lugares de
unién de NF-kB al VIH.

La SEC. ID. n°® 6 corresponde a la Figura 5 (la) y presenta el lugar de unién de NF-kB
a c-myc.

La SEC. ID. n° 7 corresponde a la Figura 5 (lla) y presenta el lugar de unién doble de
NF-kB al VIH.

La SEC. ID. n°® 8 corresponde a la Figura 5 (ll1a) y presenta el lugar de unién doble de
NF-kB al VIH.

La SEC. ID. n® 9 a n° 16 corresponde a la Figura 5 (lla) y muestra un lugar de unién
doble con un punto que es un lugar de unién a NF-kB del VIH, y el ofro punto que es un
lugar de unién de SPI al VIH.

Las SEC. ID. n® 17 y n° 18 corresponden a la Figura 5 (lla) y presentan un lugar de
unién doble de SP1 al VIH.

Las SEC. ID. n® 19 a n° 31 corresponden a la Figura 5 (llla) y muestra un lugar de
unién doble de NF-kB al VIH y un lugar de unién de SPi al VIH.

Las SEC. ID. n°® 32 y n° 33 corresponden a la Figura 5 (IVa) y muestran un lugar de
unién cuadruple donde dos puntos son los lugares de unién de NF-kB al VIH y dos puntos
son los lugares de unién de SP1 al VIH.

Las SEC. ID. n° 34 corresponde a la Figura 5 (Vla) y muestra un lugar de unién
quintuple donde dos puntos son los lugares de unién de NF-kB al VIH y tres puntos son los
lugares de unién de SP1 al VIH.

La SEC. ID. n°® 35 es un ejemplo de una 1/2 BBR, en este caso los elementos OL1,
OL2 y OL3 del operador izquierdo del bacteriéfago lambda, que incluye secuencias que
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intervienen.

La SEC. ID. n° 36 es un ejemplo de una 1/2 BBR, en este caso los elementos OL3,
OL2 y OL1 del operador derecho del bacteriéfago lambda, que incluye secuencias que
intervienen.

La SEC. ID. n° 37 es la LTR del VIH.
La SEC. ID. n°® 38 es un PNA complementario del PNA de la LTR del VIH.

La SEC. ID. n° 39 es un PNA complementario de un PNA diferente de la LTR del VIH
de la SEC. ID. n°® 38.

La SEC. ID. n° 40 es un PNA complementario con parte de la LTR del VIH y contiene
también una 1/2 BBR y una prolongacion de la secuencia para la polimerizacion de los BNA
en el PNA.

La SEC. ID. n° 41 es un BNA complementario de 1/2 BBR de la SEC. ID. n°® 40.

La SEC. ID. n® 42 es un BNA que se polimerizara sobre el BNA de la SEC. ID. n® 41
y que, con las SEC. ID. n® 40 y n° 41, crea un punto de reconocimiento Pstl.

La SEC. ID. n° 43 es un BNA que es complementario del BNA de la SEC. ID. n° 42 y
que completa un punto de reconocimiento BamHI.

La SEC. ID. n® 44 es un HNA que presenta un punto de reconocimiento BamHI que
se hibridara con el punto de reconocimiento BamHI creado por las SEC. ID. n°® 42 y 43 para
el polimero en desarrollo.

La SEC. ID. n° 45 es un segundo PNA que, como en la SEC. ID. n°® 40, es
complementario con parte de la LTR del VIH, pero no con la misma secuencia SEC. ID. n°®
40. La SEC. ID. n° 45 también codifica una 1/2 BBR y una prolongacién que permitira la
polimerizacién de los BNA partiendo de un punto de reconocimiento Sph1.

Las SEC. ID. n° 46 a n°® 62 son papilomavirus humanos (HPV) especificos para los
PNA que, en la hibridacién con secuencias de HPV, forman las TBR que se unen a las
proteinas de unién del ADN del HPV.

Las SEC. ID. n°® 63 a n° 71 son unidades de reconocimiento del ADN de NF-kB para
la incorporacioén en los TBA.

La SEC. ID. n° 72 es una secuencia de localizacion nuclear.
La SEC. ID. n° 73 es una unidad de reconocimiento de la secuencia SP1.
La SEC. ID. n° 74 es una unidad de reconocimiento de la proteina de unién TATA.

Las SEC. ID. n® 75 a 84 son unidades de reconocimiento del ADN del papilomavirus
E2.
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Las SEC. ID. n°® 85 a 92 son secuencias con asimetria.

La SEC. ID. n° 93 es una unidad de reconocimiento de la proteina de union TATA de
arabidopsis.

La SEC. ID. n°® 94 es una unidad de reconocimiento de la proteina de unién del ADN
a HPV-16-E2-1.

La SEC. ID. n° 95 es una unidad de reconocimiento de la proteina de unién del ADN
a HPV-16-E2-2.

La SEC. ID. n° 96 es una unidad de reconocimiento de la proteina de union del ADN
a HPV-18-E2.

La SEC. ID. n°® 97 es una unidad de reconocimiento de la proteina de unién del ADN
a HPV-33-E2.

La SEC. ID. n°® 98 es una unidad de reconocimiento de la proteina de unién del ADN
al papilomavirus E2 bovino.

Las SEC. ID. n° 99 a 102 son secuencias enlazadoras modelo.

La SEC. ID. n° 103 es una secuencia sefial modelo de localizacion nuclear (NLS).
Las SEC. ID. n° 104 a 108 son secuencias chaperonas modelo.

Las SEC. ID. n°® 109 a 116 son secuencias modelo de TBA ensambladas.

La SEC. ID. n°® 117 es un lugar de union de NF-kB de consenso.

La SEC. ID. n® 118 es una secuencia de aminodacidos Tat del VIH.

ABREVIATURAS
TTTTTTTTTTTTTT] acido nucleico monocatenario
AR NN RN

acido nucleico bicatenario

NIRRRERRERNANRAS

IEARNIRERN Y

zona de unién en el acido nucleico

o sin soporte ni indicadores, ni soporte sélido, ni otros medios de
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localizacién, incluyendo, pero sin limitarse a, acoplamiento a
perlas, polimeros y superficies, o indicadores = OSA

BBA montaje de union al refuerzo

BBR zona de unién al refuerzo

BNA acido nucleico de refuerzo

CNA acido nucleico primo

1/2 BBR zona monocatenaria que, cuando se hibrida con la secuencia

complementaria de un HNA o de un BNA, puede unirse a un BBA

1/2 TBR zona monocatenaria del PNA que, cuando se hibrida con la
secuencia complementaria de un TNA, puede unirse a un TBA

OSA soporte 0 acoplamiento opcional, circulo con cuadrado
PNA acido nucleico sonda
TBA montaje de unién a la diana
TBR zona de unién a la diana
TNA acido nucleico diana
HNA acido nucleico en horquilla
DEFINICIONES

Debe entenderse asimismo a partir de la descripcion siguiente que cuando se hace
referencia a expresiones tales como montajes de unién a la diana (TBA), montajes de unién
al refuerzo (BBA), proteinas de unién al ADN, proteinas de unidén al acido nucleico o
proteinas de unién al ARN, lo que se pretende son las composiciones compuestas por
moléculas que se unen a secuencias de acido nucleico diana ADN o ARN (TNA) con
independencia de la especificidad de la categoria de las moléculas de unién de las que
proceden. Por lo tanto, por ejemplo, un TBA adaptado para unirse a las secuencias del virus
de la inmunodeficiencia humana pueden ser mas similares a un factor de transcripcién NF-
KB gue une tipicamente secuencias de ADN. Sin embargo, tal como se utiliza en la presente
memoria, debe entenderse que el TBA puede adaptarse para la utilizacién 6ptima a unirse a
secuencias de ARN de una composicién o configuracion de secuencia especifica.

La fidelidad del método de deteccion dado a conocer en la presente memoria
depende en gran medida de la union selectiva de los TBA y BBA a motivos de acido nucleico
especificos. Debe entenderse en toda esta descripcion que las bases de discriminacion de
TBA y BBA de los TNA de las secuencias relacionadas (acidos nucleicos primos o CNA)
puede ser la formacion de segmentos hibridos precisos de acido nucleico sonda (PNA)-acido
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nucleico diana (TNA) (hibridos PNA-TNA). Sin embargo, la base de la discriminacion puede
también ser precisamente la formacién de una configuracion determinada, y puede no
requerir la ausencia completa de emparejamiento de bases incompatibles en el hibrido TNA-
PNA. Por consiguiente, la base de la operacion de TBA o BBA debe entenderse
completamente que depende de la discriminacion de alguna propiedad Unica en el hibrido
TNA-PNA al contrario que algunas propiedades presentadas por algunos hibridos PNA-CNA
que pueden formarse en una muestra de ensayo puesta en contacto con un PNA dado.

EXPOSICION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencidn se define a partir de las reivindicaciones adjuntas. Proporciona
un meétodo para identificar especificamente un acido nucleico diana (TNA) en una muestra
mediante la utilizacién de montajes de union a la diana (TBA) que incorporan proteinas de
unién del acido nucleico especificas. Utilizando acidos nucleicos sonda (PNA) especificos
para una secuencia de TNA dada, y un TBA que es especifico para la zona de unién a la
diana doble (TBR) formada durante la formacién de las secuencias de TNA-PNA hibridas, se
forma un complejo TBA-TNA-PNA estable. Proporcionando ademas secuencias ampliables
especificas en el PNA, ademas de las secuencias que contribuyen especificamente a la
formaciéon de la TBR reconocida por el TBA, se detecta la unién del PNA al TNA vy la
deteccion ampliada. Con este fin, puede utilizarse cualquiera de entre los numerosos
sistemas de ampliacién del acido nucleico, incluyendo la reaccién en cadena de polimerasa,
o la utilizacién del ADN ramificado, cada rama del cual contiene un marcador detectable. En
particular, en la presente memoria se describe un nuevo método de ampliacién en el que la
parte ampliable del PNA contiene secuencias en las que pueden polimerizar acidos
nucleicos de refuerzo (BNA). Durante la formacién de cada hibrido BNA-PNA, se forma una
zona de unioén al refuerzo (BBR) a la que se une especificamente el montaje de unién al
refuerzo (BBA). Si se marcan de forma detectable, los BBA o los BNA proporcionan
esencialmente la ampliacion ilimitada del episodio de unién de TNA-PNA original.

Segun la presente invencion, debe entenderse que el TNA incluye secuencias
especificas de acido nucleico. Debe entenderse que el TBA es cualquier montaje molecular
que pueda unirse especifica e intimamente a un hibrido formado por TNA-PNA. El TBA
contendra una o mas moléculas cuyas secuencias son suficientes para unirse a la TBR. Los
dominios de unién del acido nucleico que se conocen pueden utilizarse directamente como
componentes del TBA o modificarse segun las instrucciones proporcionadas en la presente
memoria. Las moléculas disponibles mas facilmente con tales secuencias son los dominios
de unién al ADN de las proteinas de unién al ADN. Especificamente, se conocen muchas
proteinas de union al ADN o al ARN que pueden utilizarse directamente como la proteina no
modificada conocida, o el TBA puede ser una proteina de unién al acido nucleico, modificada
segun las instrucciones especificas proporcionadas en la presente memoria. En este Ultimo
caso, las madificaciones especificas que son deseables deberian incluir la optimizacion de
afinidades de unidn, la eliminacion de las actividades no deseadas (tales como la actividad
de la nucleasa y la reorganizaciéon del TBA en presencia de otras moléculas con afinidad
para los componentes del TBA), la optimizacién de la selectividad de una secuencia diana
sobre las secuencias intimamente relacionadas y la optimizacion de la estabilidad.

Ejemplos de proteinas de union al ADN que podrian utilizarse segun la presente
invencion son los fragmentos de unién al ADN del factor de transcripcion NF-kB (p50 y p65),
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NF-IL6, NF-AT, rel, TBP, la proteina E2 del virus del papiloma, sp1, los represores cro y Cl
del bacteriéfago lambda, y proteinas similares son proteinas bien conocidas cuyo fragmento
de unién al ADN se ha aislado, clonado, secuenciado y caracterizado. Ademas, se incluye
cualquier otra proteina de union al ADN o parte de una proteina que es necesaria y
suficiente para unirse a un hibrido de TBR o a un BBR. Esto incluye proteinas o partes de
proteinas naturales con actividad alterada de unién al ADN asi como proteinas creadas con
especificidad de unién alterada al ADN, tal como el intercambio de una hélice de
reconocimiento de la unién al ADN desde una proteina a otra. Ademas, las proteinas que
presentan unién al acido nucleico y otras funciones del acido nucleico, tales como las
endonucleasas de restriccion, pudieron utilizarse como funciéon de unidén del acido nucleico.
Se incluyen las proteinas que se unen a zonas diana en hibridos ADN-ARN asi como en
hibridos ARN-ARN. (Véase, por ejemplo, Shi 1995, DeStefano 1993, Zhu 1995, Gonzales
1994, Salazar 1993, Jaishree 1993, Wang 1992, Roberts 1992, Kainz 1992, Salazar
1993(b)). Pueden construirse montajes de unidén con la utilizacion de una molécula cuyas
partes chaperonas del montaje de unién de manera que puedan conseguirse combinaciones
y geometrias especificas. Esta molécula se denomina en la presente memoria PILOT. Los
pilotos pueden estar compuestos por proteinas o cualquier combinacién de materiales
organicos e inorganicos que consiga la selecciéon combinatoria y/o que produzca geometrias
especificas entre los miembros del TBA o de los BBA. Una chaperona es una estructura
estable en la que puede construirse un TBA o un BBA de modo que se proporcione la
configuracién correcta del TBA o BBA mientras que al mismo tiempo se eliminan las
propiedades indeseables de una proteina que se une al acido nucleico natural. Como
ejemplo especifico de esta forma de realizacion, se proporciona una versidon modificada del
factor de transcripcion pleyotrépico, NF-kB, utilizando una proteina cro del bacteriéfago
lambda modificado como chaperona. Cada dimero de union NF-kB conserva la afinidad de
unién y picomolar para el lugar de unién NF-kB mientras que al mismo tiempo el montaje de
unién presenta varias caracteristicas ventajosas de preparacion, estabilidad y especificidad.

A la vista de lo anterior, se describen a continuacién con detalle varios aspectos y
formas de realizacion de la presente invencion.

1. Acidos nucleicos sonda (PNA) y su preparacion. Los PNA de la presente invencién
comprenden por lo menos tres partes principales unidas. En cuanto a la Figura 1(I) de los
dibujos, la primera parte del PNA es una o mas secuencias de bases, denominada “1/2
TBR". En cuanto a la Figura 1(l y lla) de los dibujos, la 1/2 TBR en el PNA es
complementaria con una secuencia de interés en una muestra, el TNA que contiene una 1/2
TBR. En cuanto a la Figura 1(llla) de los dibujos, cuando se afiade el TNA al PNA en
condiciones de hibridacién, forma un hibrido PNA-TNA que contiene una TBR. En cuanto a
la Figura 1(1) de los dibujos, la segunda parte del PNA es una secuencia de bases,
denominada “1/2 BBR”". En cuanto a la Figura 1(l, llb, lic y IVa) de los dibujos, la 1/2 BBR en
el PNA es complementaria con una 1/2 BBR contenida en un BNA o un HNA. En cuanto a la
Figura 1 (lllb, lllc y Va) de los dibujos, cuando se afade el BNA o HNA al PNA en
condiciones de hibridacién, forma un hibrido PNA-BNA o un hibrido PNA-HNA,
respectivamente que contiene una BBR. En cuanto a la Figura 1(1) de los dibujos, la tercera
parte del PNA es el OSA, sefialado con un circulo con una casilla a su alrededor. Ei OSA no
es soporte ni indicador, o soporte sélido, u otros medios de localizacién, incluyendo pero sin
limitarse a, acoplamiento a perlas, polimeros y superficies y/o indicadores que esta(n)
covalentemente unido(s), 0 no covalentemente, pero especificamente, asociado al PNA. El
OSA puede ser un 4tomo o molécula que ayude a la separacién y/o localizacion tal como un
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grupo de unioén del soporte sélido o una etiqueta que puede detectarse por varios medios
fisicos, incluyendo, pero sin limitarse a, la adsorciéon o deteccidén por imagen de las particulas
o luz emitidas. Los métodos para acoplar indicadores a oligonucleétidos o para inmovilizar
oligonucledtidos a soportes sélidos son bien conocidos en la técnica (véase Keller y Manak,
supra).

El PNA de la presente invencidén puede prepararse por cualquier método adecuado.
Dichos métodos, en general, incluiran la sintesis de oligonucledtidos y la clonacién en un
vector replicable. Los métodos para la sintesis de acidos nucleicos son bien conocidos en la
técnica. Cuando se clonan o sintetizan, puede ser necesaria la purificacién y separacion de
la cadena para utilizar el producto como PNA puro. Los métodos de preparacion de sondas
de ARN son bien conocidos (véase por ejemplo Blais 1993, Blais 1994, que utiliza la
transcripcién in vitro de una reaccion PCR que incorpora un activador de T7 ARN
polimerasa).

Los expertos en la materia entenderan que la longitud y la secuencia especifica del
PNA depende de la longitud y secuencia que va a detectarse en un TNA, y de las
estructuras para conseguir la unién intima y especifica del TBA especifico que va a utilizarse
(véase la exposicion sobre los TBA a continuaciéon). En general, los PNA de secuencias
largas comprendidas entre aproximadamente 10 y aproximadamente 300 nucledtidos de
longitud son adecuadas, con longitudes de aproximadamente 15 a 100 nucleétidos siendo
deseable para muchas de las formas de realizacién especificamente ejemplificadas en la
presente memoria.

Debe entenderse que el PNA puede construirse de modo que contenga mas de una
1/2 TBR y para producir més de una TBR por cada uno o mas TBA, iguales o diferentes, asi
como las TBR complejas reconocidas por los nuevos TBA dobles y muiltiples (véase la
descripcion a continuacion en relacién con estos nuevos TBA) durante la hibridacién de los
PNA y los TNA. La Figura 5 ilustra los PNA especificos que contienen una o mas 1/2 TBR.
Las secuencias especificas que corresponden a las secuencias de 1/2 TBR ilustradas en la
Figura 5 (la, lla, llla, IVa y Va) son las SEC. ID. n° 1 a n° 34 (véase la Descripcion de
Secuencias anterior).

Como se muestra en las Figuras 2a y 2b, el PNA, que contiene una 1/2 TBR, puede
hibridarse con uno o mas BNA (véase la descripcion a continuacion) y la cadena de los BNA
polimerizados en cualquier longitud potencial deseada para la ampliacién del episodio de
hibridacion TNA-PNA. Preferentemente, entre 1 y 10 1/2 BBR estaran presentes en el PNA.

Como se muestra en las Figuras 6a y 6b, el PNA puede contener varias 1/2 TBR,
iguales o diferentes, que pueden hibridarse con varias 1/2 TBR en un TNA. Cada vez se
forma una 1/2 TBR en los emparejamientos de PNA una 1/2 TBR en un TNA, una zona de
union a la diana, TBR, que puede unirse a un TBA. Ademas, no es esencial que todas las
TBR estén en un unico PNA contiguo. Por lo tanto, en una forma de realizacion de la
invencion, se utilizan dos PNA diferentes para detectar las secuencias en un TNA especifico.
Como ilustracion de este aspecto de la invencion, la Figura 7 presenta una representacion
de la repeticion terminal larga (LTR) del virus de inmunodeficiencia humana (VIH). Como es
conocido en la tecnica, la LTR del VIH comprende dos lugares de unién a NF-kB y tres
lugares de unién a SP1, en intima proximidad, en los que NF-kB y SP1 son proteinas de
union al ADN conocidas. La Figura 7 proporciona dos PNA, PNA1 (SEC. ID. n° 38) y PNA2
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(SEC. ID. n° 39), cada uno de los cuales es complementario con la cadena opuesta
mostrada como TNA (SEC. ID. n® 37), que presenta los dos lugares de unién a NF-kB y los
tres lugares de unién a SP1 de la LTR del VIH. Segln este aspecto de la invencion, PNA1
se hibrida especificamente con esta seccién del TNA mostrada en la Figura 7 cuyas bases
se subrayan con un simbolo “+”, mientras que PNA2 se hibrida especificamente con esta
seccion del TNA mostrada en la Figura 7 cuyas bases se subrayan con un simbolo “=". Cada
PNA1 o PNA2 puede contener también secuencias (indicadas por los simbolos “#* o “*”) que
se hibridaran con secuencias 1/2 BBR de los BNA (véase a continuacién). Ademas, cada
PNA1 y PNA2 puede estar activado diferencialmente con un OSA, tal como un fluoréforo tal
como una fluoresceina o un marcador de rodamina, que permitiria la confirmacion de que
ambas sondas han llegado a unirse al TNA. Si solamente un marcador o ningin marcador
se detecta, se concluye que el TNA no esta presente en la muestra que se esta analizando.

En un aspecto adicional de la forma de realizacién mostrada en la Figura 7, se
presenta un método para alterar la especificidad del presente método de analisis.
Cambiando la longitud del hueco entre PNA1 y PNA2, de modo que la zona de TNA que
queda sin hibridar se altera, una puesta en practica de la presente invenciéon puede alterar la
discriminacién del analisis.

A fin de ejemplificar mas claramente este aspecto de la invencién, es necesario
recalcar que la TBR puede tener una estructura helicoidal. Por lo tanto, aunque el PNA1
crea las TBR en una “cara” de la hélice, el PNA2 crea una TBR en la misma o diferente cara
de la hélice, dependiendo de la distancia entre el medio de cada TBR (subrayada en la
Figura 7). Si el medio de cada lugar de unién es un producto entero de 10,5 bases aparte,
las TBR estaran en el mismo lado de la hélice, mientras que los productos no enteros de
10,5 bases aparte colocarian las TBR en lados opuestos de la hélice. De este modo,
cualquier operacion en la unién por el TBA que reconoce la TBR del PNA1 y la TBA que
reconoce la TBR del PNA2 puede manipularse (véase Hochschild, A., M. Ptashne [1986]
Cell 44:681-687, que presenta este efecto para la union del represor del bacteriéfago lamba
para dos puntos de operador diferentes situados a diferentes distancias uno el otro en una
hélice de ADN). Como describe Perkins et al. ([1993] EMBO J. 12:3551-3558), se requiere la
cooperacién entre los puntos de NF-kB y de SP1 para conseguir la activacién de la LTR del
VIH. Sin embargo, para el objetivo de la presente invencion, el motivo doble del lugar de
unién de SP1 a la triple NF-kB en la LTR del VIH puede considerarse ventaja al proporcionar
una Unica proteina de unién nueva capaz de unirse a ambos puntos simultdneamente, pero
solamente si la distancia entre los puntos es geométricamente factible. Esto se controla
tanto mediante la estructura del TBA seleccionado como por los PNA utilizados. Por lo tanto,
en la forma de realizacion ejemplificada en la Figura 7, las dos sondas pueden utilizarse con
una zona intersonda suficientemente grande del ADN monocatenario que permanece de
modo que, incluso si los lugares de union de NF-kB y SP1 estan en lados opuestos de la
hélice, la zona monocatenaria entre las sondas proporciona una ‘“articulacion”
suficientemente flexible de modo que el ADN puede tanto curvarse como enroscarse para
adaptarse a la geometria del TBA. Alternativamente, puede disefiarse un ensayo mas
severo estrechando la distancia intersonda de modo que el ADN pueda solamente curvarse,
pero no enroscarse. Por ultimo, las sondas pueden espaciarse tan intimamente, o utilizarse
un solo PNA, de modo que pueda curvarse el ADN solamente pero no enroscarse. Por lo
tanto, esta figura ejemplifica y permite la produccién de sistemas de deteccién con cualquier
grado de discriminaciéon deseado dado entre los acidos nucleicos diana que presentas
secuencias similares, pero diferentes yuxtaposiciones de estas secuencias.
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Desde el punto de vista de un kit de diagndstico o forense para el VIH, los expertos
en la materia apreciaran que los aspectos de la presente invencidbn mencionados
anteriormente permiten la adaptacion de los componentes del kit de diagndstico o forense
para emparejar o que se conoce en cualquier momento dado acerca de las cepas
frecuentes de VIH u otro patégeno o enfermedad. Asimismo los expertos en la materia
apreciaran que, aunque la deteccién de la infecciéon por VIH no sea la unica utilidad de la
presente invencion, debido a la mutabilidad del genoma del VIH, es probablemente uno de
los medios de ensayo mas complejos para dicho diagndstico. Es precisamente en dicho
medio mutable, sin embargo, donde la flexibilidad del presente método, acoplado a su
capacidad para discriminar entre secuencias muy estrechamente relacionadas, puede ser
mas claramente apreciada. En medios menos mutables, no necesita utilizarse alguna de las
sofisticaciones a las que esta invencion se adecua. Por lo tanto, en un kit de diagnostico
para la infeccidon por papilomavirus, todas las caracteristicas de la discriminacion de la
interacciéon TBA-TBR estan disponibles, junto con la capacidad para ampliar la sefial
utilizando los BNA y los BBA, pero un solo PNA sencillo, tal como cualquiera de las SEC. ID.
n° 46 a 62, puede utilizarse el cual identifica las Unicas secuencias de papilomavirus, que
también son conocidas por unirse a un TBA tal como la proteina E2 de papilomavirus o al
ADN truncado que se une a partes de éste (véase Hegde et al. [1992] Nature 359:505-512;
Monini et al. [1991] J. Virol. 65:2124-2130).

Al aplicar el presente método a la deteccién de un TNA determinado con el fin de
evaluar si determinados &cidos nucleicos que estan presentes estan asociados a la
evoluciéon de melanonas, hematomas, canceres de mama, cervical, pulmonar, de colon, de
prostata, de pancreas o de ovario, el TNA puede obtenerse a partir de materiales de la
biopsia extraidos de 6rganos y fluidos que se sospecha que contienen las células
cancerosas. Para la deteccion de insuficiencias genéticas, el TNA puede obtenerse de
muestras de pacientes que contienen las células afectadas. Para la deteccion de
contaminantes y productos de fermentacién para la preparaciéon de productos alimenticios,
quimicos o de biotecnologia o para la biodegradacién de residuos, el TNA puede obtenerse
a partir de muestras exiraidas en varias etapas en el proceso de fermentacion o de
tratamiento. Para la deteccion de patégenos o contaminantes de alimentos o farmacos, la
muestra de TNA puede obtenerse a partir del alimento o farmaco, exudados de alimento o
superficies en contacto con el alimento, fluidos en contacto con el alimento, materiales de
tratamiento, fluidos y similares asociados a la preparacion de alimento, farmaco o muestras
biolégicas o en contacto con los mismos extraidos de éstos en contacto con el alimento,
farmaco o similares.

2. Acidos nucleicos de refuerzo (BNA), zonas de unién al refuerzo (BBR) y su
preparaciéon. Los BNA de la presente invencion estan compuestos de por lo menos una o
mas 1/2 BBR acopladas a un OSA. Las 1/2 BBR pueden hibridarse con 1/2 BBR
complementarias contenidas en el PNA, otros BNA o en un HNA.

Haciendo referencia a la Figura 1(l, [Ib y IlIb) de los dibujos, el BNA mas sencillo se
compone de dos partes. En cuanto a la Figura 1(llb) de los dibujos, la primera parte del BNA
mas sencillo es una secuencia de bases que es complementaria con la secuencia en el PNA
que se denomina “1/2 BBR". En cuanto a la Figura 1(lIb) de los dibujos, la segunda parte del
BNA mas sencillo es el OSA, sefialado con un circulo con una casilla a su alrededor. El OSA
no es soporte ni indicador, o soporte sdélido, u otros medios de localizacién, incluyendo pero
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sin limitarse a, acoplamiento a perlas, polimeros y superficies y/o indicadores que esta(n)
covalentemente unido(s), o no covalentemente, sino especificamente, asociado al BNA.

Haciendo referencia a la Figura 2a(ll y 1ll) de los dibujos, el BNA puede contener mas
de una secuencia de 1/2 BBR. El BNA ilustrado en la Figura 3(ll) contiene una secuencia
que es complementaria de la del PNA ilustrada en la Figura 3(l) y otras dos secuencias de
1/2 BBR. El BNA ilustrado en la Figura 3(lll) contiene dos secuencias de 1/2 BBR que son
complementarias con dos de las secuencias 1/2 BBR en el BNA ilustrado en la Figura 3(lI),

0N

mas hasta “n” 1/2 BBR adicionales para la polimerizacién de los BNA adicionales.

En las condiciones de hibridacion, el BNA ilustrado en la Figura 3(ll), cuando se
combina con el PNA ilustrado en la Figura 3(l), crea el hibrido PNA-BNA ilustrado en la
Figura 3(IVa) que contiene una BBR y una prolongacién no hibridada con dos secuencias
1/2 BBR adicionales o con secuencias “de refuerzo”. Las BBR creadas mediante dicha
hibridacién pueden ser de secuencias idénticas, similares o diferentes. Las BBR creadas
mediante dicha hibridacion pueden unir BBA idénticos, similares o diferentes (véase a
continuacién). Los BNA pueden haberse preparado de manera analoga a los PNA.

En las condiciones de hibridacion, el BNA-BNA ilustrado en la Figura 3(IVb), cuando
se combina con el PNA ilustrado en la Figura 3(Vb), crea el hibrido PNA-BNA ilustrado en la
Figura 3(VI) que contiene una BBR, dos hibridos BNA-BNA adicionales que contienen las
BBR y una prolongacién no hibridada con una secuencia 1/2 BBR adicional, una secuencia
de “refuerzo”. Las BBR creadas mediante dicha hibridacién pueden unir BBA con secuencias
idénticas, similares o diferentes. Las BBR creadas mediante dicha hibridacién pueden unir
BBA idénticos, similares o diferentes (véase a continuacién). Los BNA pueden prepararse de
manera analoga a la preparacion de los PNA.

3. Acidos nucleicos diana (TNA) vy su preparacion. La primera etapa para detectar y

amplificar sefiales producidas por deteccion de un TNA determinado segln el presente
método es la hibridacién de dicha diana con el PNA en una mezcla adecuada. Dicha
hibridacién se consigue en condiciones adecuadas bien conocidas en la técnica.

La muestra que se sospecha o se sabe que contiene el TNA deseado puede
obtenerse a partir de variadas fuentes. Puede ser una muestra bioldgica, una muestra de
alimento o agricola, una muestra medioambiental, etcétera. Al aplicar el presente método a
la deteccién de un TNA determinado con objeto de diagndsticos médicos o forenses, el TNA
puede obtenerse a partir de una muestra de biopsia, de un fluido o exudado corporal tales
como orina, sangre, leche, fluido cerebroespinal, esputo, saliva, heces, aspiraciones
pulmonares, exudados faringeos o genitales y similares. Ademas, la deteccion puede ser in
situ (véase por ejemplo Embretson 1993; Patterson 1993; Adams 1994).

Por consiguiente, los PNA especificos para vertebrados (incluyendo los mamiferos y
los seres humanos) o alguno o todos de los siguientes microorganismos de interés pueden
observarse y utilizarse segun el presente método:

Corinebacterias

Corynebacterium diphtheria
Bacilos

Bacillus thuringiensis
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Neumocos
Diplococcus pneumoniae
Estreptococos
Streptococcus pyogenes
Streptococcus salivarius
Estafilococos
Staphylococcus aureus
Staphylococcus albus
Pseudomonas
Pseudomonas stutzen
Neisseria
Neisseria meningitidis
Neisseria gonorrhea
Enterobacteridceas
Escherichia coli
Aerobacleria aerogenes
Klebsiella pneumoniae
Salmonella typhosa
Salmonella choleraesuis
Salmonella typhimurium
Shigellae dysenteriae
Shigellae schmitzii
Shigellae arabinotarda
Shigellae flexneri
Shigellae boydii
Shigellae sonnei
Otros bacilos entéricos
Proteus vulgaris
Proteus mirabilis
Proteus morgani
Pseudomonas aeruginosa
Alcaligenes faecalis
Vibrio cholerae

Grupo Hemofilus-Bordetella

Hemophilus influenza, H. ducryi

Hemophilus hemophilus
Hemophilus aegypticus

Hemophilus parainfluenzae

Bordetella pertussis
Pasteurelas

Pasteurella pestis

Pasteurella tulareusis
Brucelas

Brucella melitensis

Brucella abortus

Brucella suis

Bacilos formadores de esporas aerdbicas

Bacillus anthracis
Bacillus subtilis
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Bacterias coniformes

Salmonelas

Sigelas

Especie Proteus
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Bacillus megaterium
Bacillus cereus
Bacilos formadores de esporas anaerdbicas

Clostridium botulinum
Clostridium tetani
Clostridium perfringens
Clostridium novyi
Clostridium septicum
Clostridium histolyticum
Clostridium tertium
Clostridium bifermentans
Clostridium sporogenes
Micobacterias
Mycobacterium tuberculosis hominis
Mycobacterium bovis
Mycobacterium avium
Mycobacterium leprae
Mycobacterium paratuberculosis
Actinomicetos (bacterias fungiformes)
Actinomyces isaeli
Actinomyces bovis
Actinomyces naeslundii
Nocardia asteroides
Nocardia brasiliensis
Espiroquetas
Treponema pallidum
Treponema pertenue
Treponema carateum
Spirillum minus
Streptobacillus moniliformis
Borrelia recurrens
Leptospira icterohemorrhagiae
Leptospira canicola
Tripanosomas

Micoplasmas
Mycoplasma pneumoniae

Otros patégenos
Listeria monocytogenes
Erysipelothrix rhusiopathiae
Streptobacillus moniliformis
Donvania granulomatis
Bartonella baciliformis

Rickettsias (parasitos pseudobacterianos)
Rickettsia prowazekii
Rickettsia mooseri
Rickettsia rickettsii
Rickettsia conori
Rickettsia australis
Rickettsia sibiricus
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Rickettsia akari
Rickettsia tsutsugamushi
Rickettsia burnetti
Rickettsia quintana

Clamidia (parasitos bacterianos/viricos no clasificables)

Agentes de clamidia (denominacién imprecisa)

Hongos

Virus

Cryptococcus neoformans
Blastomyces dematidis
Histoplasma capsulatum
Coccidioides immitis
Paracoccidioides brasiliensis
Candida albicans

Aspergillus fumigatus

Mucor corymbifera (Absidia corymbifera)
Rhizopus oryzae

Rhizopus arrhizus Ficomicetos
Rhizopus nigricans
Sporotrichum schenkii
Flonsecaea pedrosoi
Fonsecaea compact
Fonsecacae dermatidis
Cladosporium carrioni
Phialophora verrucosa
Aspergillus nidulans
Madurella mycetomi
Madurella grisea

Allescheria boydii
Phialophora jeanselmei
Microsporum gypsum
Trichophyton mentagrophytes
Keratinomyces ajelloi
Microsporum canis
Trichophyton rubrum
Microsporum adouini

Adenovirus

Herpes virus

Herpes simplex
Varicella (Varicela)
Herpes zoster (Herpes)
Virus B
Citomegalovirus

Pox virus

Variola (Viruela)
Vaccinia

Poxvirus bovis
Paravaccinia

Molluscum contagiosum
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Picornavirus

Virus de la poliomielitis
Virus Coxsackie
Enterovirus

Rinovirus

Mixovirus

Gripe (A, By C)
Paragripe (1-4)
Virus de parotiditis
Virus de la enfermedad de Newcastle
Virus del sarampién
Virus de la peste bovina
Virus del moquillo canino
Virus sincitial respiratorio
Virus de la rubéola
Arbovirus
Virus de la encefalitis equina oriental
Virus de la encefalitis equina occidental
Virus de Sindbis
Virus de Chikugunya
Virus del bosque Semliki
Virus de Mayora
Virus de la encefalitis de St. Louis
Virus de la encefalitis de California
Virus de la fiebre de la garrapata de Colorado
Virus de la fiebre amarilla
Virus Dengue
Reovirus
Reovirus tipos 1a 3
Retrovirus
Virus de inmunodeficiencia humana (VIH)
Virus | y Il linfotréfico de linfocitos T humanos (HTLV)
Hepatitis
Virus de la hepatitis A
Virus de la hepatitis B
Virus de hepatitis ni Ani B
Hepatitis C,Dy E
Virus tumorales
Virus de la leucemia de Rauscher
Virus de Gross
Virus de la leucemia de Maloney
Virus de papiloma humano

Un experto en la materia deberia entender que se requiere generaimente tratar
muestras que se sospecha que contienen un TNA determinado de tal modo que produzcan
fragmentos que puedan hibridarse facilmente con el PNA. Puede ser necesario tratar la
muestra de la prueba para efectuar la liberacion del TNA o para extraerlo por hibridacion, tal
como exponiendo sangre u otras células a un medio hipotdnico, o si no desestabilizando la
muestra utilizando medios mas potentes. Cuando se piensa que el TNA esta presente en
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forma bicatenaria, seria deseable naturalmente separar las cadenas para hacer hidrolizable
el TNA en forma monocatenaria por los métodos bien conocidos en la técnica, incluyendo
pero sin limitarse al calentamiento o a la exposicién limitada a condiciones alcalinas que
puede neutralizarse en el momento de la adicion del PNA monocatenario para permitir que
tenga lugar la hibridacion. Los métodos para preparar dianas de ARN son bien conocidos
(véase Waterhouse 1993, Mitchell 1992).

La fragmentacion de las muestras de acido nucleico que contienen los TNA se
necesita normalmente para disminuir la viscosidad de la muestra y para aumentar la
accesibilidad de los TNA a los PNA. Dicha fragmentacion se realiza por métodos aleatorios o
especificos conocidos en la técnica. Asi, por ejemplo, las nucleasas especificas conocidas
para cortar con una frecuencia determina en el genoma especifico que se esta analizando,
pueden utilizarse para producir fragmentos de un tamafio molecular medio conocido.
Ademas, ofras nucleasas, fosfodiesterasas, exonucleasas y endonucleasas, cizallamiento
fisico y tratamiento con ultrasonidos son todos los métodos adecuados para este fin. Estos
procedimientos son bien conocidos en la técnica. Se prefiere generalmente la utilizacién de
enzimas de restriccion para la fragmentacion del ADN. Sin embargo, el ADN puede
fragmentarse también por una variedad de medios quimicos tales como la utilizacion de los
siguientes tipos de reactivos: EDTA-Fe (Il) (segin Stroebel et al. [1988] J. Am. Chem. Soc.
110:7927; Dervan [1986] Science 232:464); Cu (ll)-fenantrolina (segin Chen y Sigman
[1987] Science 237:1197); enzima de restriccién de clase 1IS (seglin Kim et al. [1988]
Science 240:504), ADNasa hibrida (segan Corey et al. [1989] Biochem. 28:8277); bleomicina
(segin Umezawa et al. [1986] J. Antibiot. (Tokio) Ser. A, 19:200); neocarcinostatina
(Goldberg et al. [1981] Second Annual Bristol-Myers Symposium in Cancer Research,
Academic Press, Nueva York, pag. 163); y metidiopropil-EDTA-Fe (lI) (segtn Hertzberg et al.
[1982] J. Am. Chem. Soc. 104:313). La eliminacién de las proteinas, tal como por
tratamiento con una proteasa, es también generalmente deseable y son bien conocidos en la
técnica los métodos para efectuar la eliminacién de las proteinas de las muestras de acido
nucleico, sin pérdida apreciable de acido nucleico.

Los TNA de la presente invenciéon deberian ser lo suficientemente largos para que
exista una cantidad suficiente de hibrido bicatenario al lado de la TBR de modo que un TBA
pueda unirse sin ser perturbado por los extremos del fragmento no ligado. Tipicamente, los
fragmentos comprendidos en el intervalo entre aproximadamente 10 nucledtidos y
aproximadamente 100.000 nucledtidos, y preferentemente en el intervalo entre
aproximadamente 20 nucleétidos y aproximadamente 1.000 nucledtidos se utilizan como
tamano medio para los fragmentos de TNA. Ejemplos de secuencias de TNA especificas
que podrian detectarse son las secuencias complementarias a las secuencias de PNA
descritas en la presente memoria para la deteccién de secuencias celulares normales,
secuencias celulares anormales (como en los oncogenes activados, los genes extrafios
integrados, los genes con defectos genéticos) y secuencias de acido nucleico especifico
para el patégeno, para las que las proteinas que unen &cido nucleico especifico son
conocidas, 0 que pueden producirse segin los métodos descritos en esta descripcion. En
cuanto a la Figura 7, un TNA relacionado con el VIH especifico se muestra como SEC. ID. n°
37.

4. Prolongaciones en el PNA utilizando los BNA, su preparacidn y amplificacion de
sefial. En las condiciones de hibridacion, pueden afiadirse los BNA que se hibridan con los
PNA, los hibridos PNA-BNA, los BNA y los hibridos BNA-BNA. Las adiciones mencionadas
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anteriormente pueden realizarse en modo polimérico no vectorial 0 en modo vectorial, en un
orden conocido de los BNA.

En cuanto a la Figura 2a, se presenta un refuerzo sencillo. Un polimero de refuerzo
se produce afadiendo dos BNA, ilustrados en la Figura 2a(lb y Ic), que cuando se combinan
en las condiciones de hibridacion con el PNA, forman hibridos PNA-BNA-BNA, compuestos
por el PNA y “prolongaciones de refuerzo”, ilustradas en la Figura 2a(lla, llb, llc y lid)
dejando por lo menos una secuencia 1/2 BBR no emparejada. Cada secuencia de 1/2 BBR
no emparejada, ilustrada en la Figura 2a(lla, llb, lic y lld) puede hibridarse con los BNA
adicionales para formar prolongaciones “de refuerzo” adicionales. Cada secuencia de 1/2
BBR no emparejada, ilustrada en la Figura 2a(lla, Iib, lic y 1ld) puede hibridarse con los HNA
adicionales, ilustrados en la Figura 2a(llla y llib). La hibridacion de los HNA, que no pueden
hibridar los BNA adicionales, actlua para “coronar” la adicion de los BNA sobre el PNA, como
se ilustra en la Figura 2a(lVa, 1Vb, IVcy IVd).

En cuanto a la Figura 2b, es posible controlar y especificar el orden y los
componentes de las prolongaciones al PNA. Si se requiere una sola BBR, se afiade un HNA
que contiene la secuencia complementaria a la 1/2 BBR en el PNA para producir una sola

. BBR y “coronar” algunas prolongaciones “de refuerzo® al PNA. Si van a afiadirse BBR

adicionales al PNA, puede realizarse una prolongacién controlada del PNA.

En cuanto a la Figura 2b, se presenta un refuerzo sencillo. La prolongacion del
polimero vectorial se realiza afiadiendo un BNA que es especifico para el PNA, como se
ilustra en la Figura 2b(la y lla), que cuando se combinan en condiciones de hibridacién con
el PNA, forman hibridos PNA-BNA-BNA, compuestos por el PNA y las prolongaciones del
“refuerzo”. Estas prolongaciones, si estan marcadas con un OSA, proporcionan un método
para ampliar en gran medida cualquier sefal producida en la unién de un PNA a un TNA en
la muestra. Ademas, uniendo los BBA marcados a las BBR en el polimero, se consigue una
ampliacién adicional.

Puede utilizarse alguno de los numerosos métodos para preparar los BNA,
incluyendo, p. €j., sintesis por métodos quimicos o de producciéon de ADN recombinante. En
este ultimo método, puede producirse un numero esencialmente ilimitado de BNA
simplemente y de manera econdmica, por ejemplo, mediante la produccién en procariotas
(por ejemplo en E. coliy de un ADN del plasmido con multiples repeticiones de las
secuencias especificas de BNA flanqueadas por secuencias de restriccion que tienen
extremos sobresalientes. De este modo, por sjemplo, las secuencias izquierda o derecha del
operador del bacteriéfago lambda o de cualquier otro ADN u otra secuencia de &cido
nucleico conocida para unir especifica e intimamente un BBA determinado, tal como una
proteina de unién al ADN o al ARN, puede producirse en un nUumero de copias
esencialmente ilimitado, estando cada copia flanqueada por un EcoRI, Pstl, BamHIl o
cualquiera de las numerosas otras secuencias de restriccion comunes de nucleasa.
Alternativamente, puede escindirse un polimero en secuencias repetidas mediante
secuencias de restriccion Unicas no presentes en el polimero. Grandes cantidades de
pBR322, plasmido pUC u otro plasmido que tiene copias muiltiples de estas secuencias son
producidas por métodos bien conocidos en la técnica, el plasmido corta con la enzima de
restriccién que flanquea la secuencia polimerizada, y las miltiples copias liberadas de los
operadores se aislan por cromatografia o por cualquier otro método conveniente conocido
en la técnica. El BNA, antes de su utilizacion, se separa a continuaciéon de la cadena y es
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adecuado a continuacién para la polimerizacion en un PNA que codifica una copia
complementaria monocatenaria de un operador tal como una 1/2 BBR. Los BNA pueden
polimerizarse vectoriaimente en el PNA utilizando diferentes enzimas de restriccion para
flanquear cada repeticién del polimero en el plasmido utilizado para producir mdltiples copias
del BNA. Alternativamente, el polimero BNA puede hibridarse con el PNA mediante
prolongaciones en uno o ambos extremos del polimero BNA, sin necesidad de separar la
cadena e hibridar cada segmento de BNA. Ejemplos de secuencias de BNA especificas se
proporcionan anteriormente en el apartado titulado Descripcion de Secuencias, tal como las
SEC. ID. n°® 35 a n° 36. Para utilizar el polimero BNA, puede utilizarse la ADN ligasa para
unir covalentemente los BNA hibridados.

5. Acidos nucleicos en forma de horquilla (HNA) y su preparacién. Los HNA descritos
en la presente memoria comprenden por lo menos dos partes principales unidas: Una
secuencia monocatenaria, que es complementaria con una 1/2 BBR, y una zona de acido
nucleico bicatenario formada, en condiciones de hibridacién, por autoasociacion de
secuencias autocomplementarias con el HNA. En cuanto a la Figura 1(lIc) de los dibujos, la
1/2 BBR en el HNA puede construirse de modo que sea complementaria con la secuencia
de 1/2 BBR en el PNA. En cuanto a la Figura 1(l, llc y llic) de los dibujos, el HNA
mencionado anteriormente, cuando se afiade al PNA en condiciones de hibridacién, forma
un hibrido PNA-HNA que contiene una BBR. En cuanto a la Figura 1(llic, IVc y Vc) de los
dibujos, un hibrido PNA-HNA, en condiciones de hibridacion, en la adicion del TNA, puede
formar un hibrido TNA-PNA-HNA que contiene un TBR y una BBR.

En cuanto a la Figura 2a y 2b, los HNA pueden utilizarse para “coronar” o terminar la
adicion de las prolongaciones del BNA al PNA. Los dos BNA en la Figura 2a(lb y Ic) pueden
asociarse para formar el hibrido mostrado en la Figura 3(IVb) o pueden hibridarse
directamente e individualmente con el PNA tal como se ilustra en la Figura 2a(la-c, lla-d).
Los dos HNA (mostrados en la Figura 2a(llla y llib)) pueden terminar la hibridacién del BNA
con otros BNA que se extienden desde el PNA, como se ilustra en la Figura 2a (IVa-d). Ei
HNA en la Figura 2a(llla) puede terminar los hibridos PNA-BNA mostrados en la Figura
2a(llb y lld) y cualquier hibrido PNA-BNA con una 1/2 BBR monocatenaria que es
complementaria con la 1/2 BBR en el HNA ilustrado en la Figura 2a(llla). Asimismo, el HNA
en la Figura 2a(lllb) puede terminar los hibridos PNA-BNA mostrados en la Figura 2a(lla y
llc) y cualquier hibrido PNA-BNA con dos 1/2 BBR monocatenarias que son
complementarias con las 1/2 BBR en el HNA ilustrado en la Figura 2a(llIb).

Los HNA estan construidos para que terminen los hibridos PNA-BNA que estan
construidos a partir de la adicion sucesiva de los BNA al PNA como se ilustra en la Figura
(2b). Las secuencias de 1/2 BBR monocatenarias ilustradas en la Figura 2b(la, Illa, Va y
Vlla) son especificamente complementarios con las secuencias de 1/2 BBR monocatenarias
ilustradas en la Figura 2b(lb, lllb, Vb y VlIb) y producen los Unicos hibridos PNA-BNA-HNA
coronados ilustrados en la Figura 2b(ic, llic, Vc y Vlic).

Las secuencias autocomplementarias en el HNA y la secuencia en bucle que une las
secuencias en horquilla autocomplementarias puede ser de cualquier composicién y
longitud, siempre que no impidan sustancialmente o inhiban la presentacion de la 1/2 BBR
monocatenaria que comprende parte del HNA por el HNA o que une selectivamente el BBA
o el TBA. Las secuencias en bucle deberian seleccionarse de modo que la formacion del
bucle no impida la formacion de la horquilla. Ejemplos de un HNA util en esta aplicacion se
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proporciona como SEC. ID. n° 44 (véase la Descripcién de secuencias anterior).

6. Montajes de union a la diana (TBA) y su preparacién. Un TBA puede ser cualquier

sustancia que se una a una TBR especifica formada por hibridaciéon de los TNA y PNA
especificos con la condicién de que TBA debe tener por lo menos las siguientes
propiedades:

(a) EITBA debe unir la(s) TBR(s) de manera que sea muy especffico para la(s) TBR(s)
de interés. Es decir, el TBA debe discriminar entre las TBR presentes en el hibrido
TNA-PNA y las secuencias dobles similares formadas por los hibridos PNA-CNA. El
TBA debe unir el hibrido PNA-CNA con una avidez tal que durante el lavado el
complejo TBA-TNA-PNA, el hibrido PNA-CNA se desplace y el hibrido PNA-TNA no
se desplace;

(b) EI TBA debe unir con avidez la(s) TBR(s) creada(s) por hibridacion del TNA con el
PNA. Generalmente se consideran suficientes las afinidades de union
comprendidas en el intervalo entre 10° y aproximadamente 10™'? o superiores.
Como se indica a continuacién, en algunos casos, puede ser deseable utilizar un
TBA determinado que tenga una avidez muy baja para un TBR determinado, pero
que tenga una avidez muy aumentada cuando se proporcione una configuracion
determinada de multiples TBR de modo que el cuadrado de la afinidad del TBA
para cada TBR sea la afinidad de relevancia para este TBA determinado.

Ejemplos de los componentes utiles que se unen al ADN en la formacién de los TBA
incluyen, pero no se limitan a NF-kB, proteina E2 de papilomavirus, factor de transcripcién
SP1, enzimas de restriccién inactivas, anticuerpos, etc. Cada una de estas proteinas se ha
reconocido en la técnica que contiene secuencias que se unen a determinadas secuencias
de acido nucleico y las afinidades de estas interacciones son conocidas. Naturalmente, el
método de la presente invencion no se limita a la utilizacién de estas conocidas proteinas de
unién al ADN o a fragmentos de las mismas. A partir de la presente descripcion, es evidente
para un experto normal que el presente método podria aplicarse facilmente a la utilizacion de
los nuevos TBA que presentan por lo menos las propiedades requeridas indicadas
anteriormente. Asi, por ejemplo, en el documento WO 92/20698, se describié una molécula
gue se une al ADN especifico para la secuencia que comprende un conjugado
oligonucleotidico formado por el enlace covalente de un ADN que se une al farmaco a un
oligonucleétido de triple formacién. El método de esta descripcién podria utilizarse para
producir nuevos TBA para su utilizaciéon segun la presente descripcion, con tal que los TBA
formados de este modo retinan los criterios descritos anteriormente. Ademas, los métodos
de las patentes US n° 5.096.815, n° 5.198.346 y WO 88/06601, pueden utilizarse para
generar nuevos TBA para su utilizacién segun el método de la presente invencién. Podrian
utilizarse anticuerpos especificos o fragmentos de los mismos (véase por ejemplo Blais
1994).

Cuando el TBA es una proteina, o un complejo de proteinas, debe reconocerse que
pueden utilizarse algunos de los numerosos métodos de rutina en la técnica para producir el
TBA. El TBA puede aislarse a partir de su medio natural en la naturaleza, o si esto no es
practico, producirse por técnicas habituales de la biologia molecular. Asi, utilizando NF-kB
como ejemplo, que utiliza el ADN que se une a fracciones de subunidades p50 o p65, este
montaje de unién podria producirse segun los métodos recombinantes conocidos en la
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técnica (véase por ejemplo Ghosh [1990] Cell 62:1019-1029, que describe la clonacién de la

subunidad de NF-kB que se une al ADN p50 y la homologia de esta proteina con rel y
dorsal).

Se conocen muchos ADN vy ofras proteinas que se unen al acido nucleico que
pueden utilizarse como TBA o en los mismos segln la presente invencion. Una vez se
conoce la secuencia de aminoacidos de algin ADN, ARN:ADN, ARN u otro &cido nucleico
que se une a proteinas, puede prepararse por medios sintéticos una secuencia de ADN
apropiada que codifica la proteina, o puede utilizarse una copia de ADNc del ARNm que
codifica la proteina de una fuente de tejido apropiada. Ademas, pueden obtenerse copias
gendmicas que codifican la proteina y cortarse y empalmarse los intrones segin los
métodos conocidos en la técnica. Ademas, pueden sintetizarse quimicamente los TBA.

Una vez se ha obtenido la secuencia de codificacion apropiada, puede utilizarse la
mutagénesis dirigida al punto para alterar la secuencia de aminoéacidos codificada para
producir proteinas de unién de &cido nucleico mutante que presentan caracteristicas de
unién mas deseables que las del acido nucleico original que se une a la proteina. Como
ejemplo de este procedimiento, la secuencia de aminoacidos de las partes de NF-kB que se
unen al ADN pueden alterarse de modo que produzcan una molécula de NF-kB que se una
mas estrechamente al lugar de unién de NF-kB (véanse los ejemplos a continuacion VIH-
Detect y VIH-Lock).

Para aportar mayor comprensiéon en este aspecto de la invencién, se indican las
consideraciones siguientes. Utilizando NF-kB como ejemplo, puede prepararse un TBA que
utiliza la molécula NF-kB natural. Sin embargo, debido a que esta molécula esta presente en
cantidades sumamente pequefas en las células, y debido a que las subunidades de este
ADN que se une a la proteina se han clonado, seria mas razonables preparar grandes
cantidades del complejo por métodos de ADN recombinante como ya se ha realizado para
esta proteina (véase por ejemplo Ghosh [1990] Cell 62:1019-1029). NF-kB es un productor
pleyotropico de genes implicado en respuestas inmunitarias, inflamatorias y reguladoras del
crecimiento a pruebas de provocacién patégenas primarias (viricas, bacterianas o de estrés)
0 a pruebas de provocacion patégenas secundarias (citocina inflamatoria). NF-kB es un ADN
dimérico que se une a una proteina que comprende un p50 y una subunidad p65 las cuales
se ponen en contacto y se unen a secuencias especificas de ADN. En un estado activado,
los restos NF-kB en el citoplasma celular, acomplejados con un inhibidor especifico, I-kB,
para formar un heterotrimero citoplasmico. En la activacion, se desacompleja el inhibidor, y
el dimero p50-p65 se resitia mediante una sefal de localizacién nuclear especifica (NLS) al
nucleo de la célula donde puede unirse al ADN y efectuar su papel como activador de
transcripcion de numerosos genes (véase Grimm y Baeuerle [1993] Biochem. J. 290:297-
308, para un estudio del estado de la técnica con relaciéon a NF-kB).

El dimero p50-p65 se une con afinidad picomolar a secuencias que se emparejan
con GGGAMTNYCC (SEC. ID. n° 117) de consenso, con afinidades ligeramente diferentes
que dependen de la secuencia exacta. No merece la pena que los homodimeros de p50 y
p65 se haya observado también que se producen. Estos homodimeros presentan diferentes
propiedades bioquimicas asi como afinidades ligeramente diferentes de secuencias de unién
en el consenso anterior y similares al mismo. Por lo tanto, dependiendo de las caracteristicas
de unién deseadas del TBA, pueden utilizarse un heterodimero p50-p65, un homodimero
p50-p50 o un homodimero p65-p65 o fragmentos de los dimeros mencionados
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anteriormente.

Una manera en la que pueden producirse varios TBA nuevos se muestra
esquematicamente en la Figura 9. Las unidades de reconocimiento de &cido nucleico del
TBA pueden montarse y asociarse con unidades de reconocimiento de acido nucleico TBA
similares o disimilares mediante una “chaperona”. La chaperona es una estructura en la que
se construyen varios elementos de reconocimiento de TBA y que proporciona propiedades
deseables a las unidades de reconocimiento del &cido nucleico. La chaperona esta
compuesta por cualquier secuencia que proporcione secuencias de montaje de modo que
las unidades de reconocimiento de acido nucleico iguales o diferentes se siten en
asociacion proxima y estable entre si. Asi, por ejemplo, en el caso de un TBA disefiado para
unir intimamente las TBR de NF-kB, se monta un TBA proporcionando secuencias lambda
c¢ro como secuencias de montaje, unido a las secuencias de unidn del acido nucleico para
pS0 o p65 de NF-kB. Las secuencias de union del acido nucleico p50 o p65 estan unidas a
las secuencias cro en uno de los terminales carboxi o0 amino de cro y uno de los terminales
carboxi o amino de la unidad de reconocimiento del acido nucleico del p50 o p65. se
proporcionan opcionalmente secuencias de unién para permitir el espaciado apropiado de
las unidades de reconocimiento del &cido nucleico para la unién 6ptima a la TBR.

Las secuencias de montaje, ejemplificadas anteriormente por las secuencias cro y Cl
(SEC. ID. n°® 104 a n° 108), comprenden cualquier oligopéptido estable que se una natural y
fuertemente a secuencias similares. Asi, en el caso de cro, es bien sabido que un dimero de
cro se une a los puntos del operador del bacteriéfago lambda (Anderson et al. [1981] Nature
290:754-758; Harrison y Aggarwal [1990] Ann. Rev. Biochem. 59:933-969). Las unidades
monomeéricas de cro se asocian intima y especificamente entre si. Asi, uniendo las
secuencias de la unidad de reconocimiento de ADN a las secuencias de cro, se consigue
una asociacion préxima e intima.

Las secuencias enlazadoras opcionales comprenden cualquier secuencia de
aminoacidos que no interfiera con el montaje del TBA o la unién del acido nucleico, y que
no sea labil de manera que libere la unidad de reconocimiento del acido nucleico del TBA
completo. Es deseable pero no necesario que las secuencias enlazadoras estén unidas
por enlace covalente a otros componentes del montaje de la unién. La asociacién deberia
ser especifica de manera que ayude al montaje y preparacion de los montajes de la unién.
Ejemplos de dichas secuencias incluyen, pero no se limitan a, dichas secuencias bien
conocidas como las que se encuentran uniendo varios dominios en proteinas
estructurales. Asi, por ejemplo, en la proteina represora lambda, existe una secuencia de
enlace entre el dominio de unién del ADN y el dominio de dimerizacién que es Util para
esta finalidad. Muchas otras de tales secuencias son conocidas y la secuencia exacta de
las mismas no es critica para esta invencioén, con tal que se realice experimentaciéon de
rutina para asegurar la estabilidad y no interferencia con la unién del acido nucleico diana.
Ejemplos de dichas secuencias se proporcionan en la presente memoria como Met Ser y
las SEC. ID. n° 99 a n°® 102. La insercién de puntos especificos de protedlisis conocidos en
estos enlazadores es también parte integrante de la presente invencion. La presencia de
dichos puntos en las secuencias enlazadoras proporcionaria ventajas de preparacion,
permitiendo que diferentes moléculas se ensamblen en la estructura chaperona.

Ademas de las unidades de reconocimiento del acido nucleico, secuencias de
enlace opcionales y secuencias de montaje, los nuevos TBA de la presente invencién
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opcionalmente presentan asimetria o secuencias de TNA PILOT y una o mas unidades
OSA. Para estimular o impedir determinadas asociaciones deseables o indeseables se
proporcionan secuencias con asimetria. Por ejemplo, en caso de que se desee un TBA
con unidades de reconocimiento de ADN p50 homodimérico, se proporcionan secuencias
con asimetria para destruir la asociacion mas fuerte naturaimente de las subunidades p50
de NF-kB y las subunidades p65, aunque no se destruyan las secuencias de montaje
procedentes de llevar subunidades p50 juntas. Ejemplos de dichas secuencias se
proporcionan en la presente memoria como las SEC. ID. n° 85 a 92 y las SEC. ID. n° 105
y n° 106.

En una configuracién diferente, las secuencias de la subunidad p50 de NF-kB se
ponen en asociacién intima con las secuencias de la unidad de reconocimiento del ADN
del factor de transcripcion SP1. Esto es deseable en caso de que un motivo de la unién
NF-kB/SP1 sea significativo, como en la LTR del VIH donde se sabe que existen un
motivo de por lo menos seis puntos de reconocimiento de la proteina de unién al ADN, dos
NF-kB, tres SP1 y una secuencia TATA. Dado que también se sabe que el segundo punto
de NF-kB y el primer punto de SP1 son significativos para la regulacion de la transcripcion
del VIH (Perkins et al. [1993] Embo J. 12:3551-3558), esta configuraciéon especifica de
TBA es util no solamente en la deteccion del VIH, sino como terapéutico o profilactico
contra las infecciones por el VIH (véase a continuacién). De modo similar, la zona de
control larga (LCR) del papilomavirus humano puede utilizarse como zona de control clave
para sondar segun este método.

A la vista de los diferentes elementos que pueden asociarse, modo casete, segin
este método de formacion de TBA, se produce una variedad esencialmente ilimitada de
TBA. En la Figura 10, una serie de diferentes moléculas, denominadas “VIH-Detect I-IV”
se ejemplifican en las que “CHAP" indica la chaperona, “nfkb” indica subunidades NF-kB,
“sp1” indica la unidad de reconocimiento del acido nucleico del factor de transcripcion
SP1, y “TATA” indica un dimero de la unidad de reconocimiento del ADN de una proteina
de unién al ADN con la secuencia TATA (TBP), también conocida como proteina de uniéon
a TATA, o TBP. Estas configuraciones se ejemplifican con mas detalle a continuacion y
son todas partes integrantes de la presente invencién.

En otra configuracion incluso, la estructura modular mostrada en la Figura 9 se
adapta a la deteccién y/o tratamiento o profilaxis de un patégeno completamente diferente.
En la Figura 11, de modo similar a las las moléculas “VIH-detect I-IV" descritas
anteriormente, se produce una serie de moléculas “HPV-Detect I-IV". En esta forma de
realizacion, se aprovecha las propiedades de uniéon del ADN de la proteina E2 del
papilomavirus humano (HPV). Ademas, se aprovechan las funciones de SP1 y TBP
proporcionando unidades de reconocimiento de ADN especificas adaptadas para unir
estas secuencias en el genoma del HPV. En la formacién de los TBA especificos para E2
para su utilizacion en la deteccidon de la infeccion por HPV, puede ser deseable utilizar
alguna de las SEC. ID. n® 75 a n® 84 o0 n° 93 a n° 98 como unidades de reconocimiento de
ADN de E2. Un TBA que contiene un dominio de unién del ADN al dimero E2 bovino y al
dimero E2 humano puede ser particularmente util.

Varias secuencias descritas anteriormente pueden unirse quimicamente utilizando
materiales de partida de oligopéptido puro, o pueden unirse por aporte de acidos nucleicos
recombinantes que codifican, mediante el codigo genético bien conocido, varios
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subelementos. En el caso de la producciéon recombinante, el enlace de las secuencias que
codifican cro con las secuencias de unidades de reconocimiento de acido nucleico para
formar los TBA presenta ventajas porque no solamente cro actlan como secuencias de
montaje en la chaperona, también actua para dirigir el plegamiento apropiado de los
elementos de reconocimiento del acido nucleico. Secuencias modelo para las chaperonas
se proporcionan en la presente memoria como SEC. ID. n° 104 a n® 108. Ademas, en caso
en que se deseen estructuras de orden superior que comprenden multiples lugares de
unién, como en un TBA pentamérico, NF-kB/NF-kB/SP1/SP1/SP1, el disefio apropiado de
las secuencias con asimetria permite preparar tales estructuras.

En el modo anterior, los TBA que se preparan se unen a sus lugares de unién
afines con gran afinidad. Por ejemplo, los componentes de unién del ADN del NF-kB de
los TBA de la Figura 10 es de esperar que se unan a VIH-LTR con una afinidad
comprendida entre 10° y 10" molar. Se proporcionan secuencias Utiles como unidades
de reconocimiento de ADN tales como SEC. ID. n°63 an®71,n° 73 an°®84,n°93 an® 98
y n° 104 a n° 108 y se ejemplifican con mas detalle a continuacion.

A la vista de la descripcion siguiente del montaje dirigido de las proteinas de union
del acido nucleico que utilizan secuencias de montaje y asimetria (o pilotaje), los expertos
en la materia reconoceran que un método generalmente aplicable para montar estructuras
proteicas es proporcionado por la presente invencioén. La generalidad de este método se
demuestra mas por consideracién, a titulo de ejemplo adicional, de la utilizacién de una
interaccién anticuerpo-epitopo en el montaje de las estructuras deseadas. A modo de
especificidad, puede montarse una estructura proteica que se une al ADN uniendo una
subunidad p50 de NF-kB a un antigeno, tal como una hormona estimulante de
melanocitos (MSH) circular (mediante enlaces disulfuro). Esta molécula pro-MSH puede
unirse a continuaciéon mediante un anticuerpo anti-MSH para proporcionar un nuevo
montaje de unién del acido nucleico, actuando el antigeno y el anticuerpo como
secuencias de montaje.

La estructura modular proporcionada por la Figura 9 pone de manifiesto que puede
montarse una gran variedad de TBA utilizando diferentes combinaciones de componentes.
Asi, las formas de realizacidén representativas de esta estructura general se proporcionan
como SEC. ID. n° 109 a n® 116.

7. Montajes de unién al refuerzo (BBA) y su preparacion. Un BBA puede ser
cualquier sustancia que se una a una BBR especifica formada por hibridacién de los PNA y
BNA especificos, incluyendo cuando mudiltiples BNA (hasta e incluyendo “n” BNA, es decir,
BNA,, en el que “n” es teéricamente 0-~, pero practicamente esta comprendido entre 1 y
100) se polimerizan en el PNA para la amplificaciéon de sefial, con la condicién de que BBA

debe tener por lo menos las siguientes propiedades:

(a) E! BBA debe unir las BBR de manera que sea muy especifico para la BBR de interés.
Es decir, el BBA debe discriminar entre las BBR presentes en el hibrido PNA-BNA y
las secuencias dobles similares en los hibridos BNA-CNA u otros CNA. Por lo tanto,
incluso cuando se produce un solo emparejamiento de bases o de diferencias de
configuracién con o sin emparejamientos de bases en la produccién del hibrido PNA-
BNA, o PNA-BNA,-HNA, el BBA debe unir el hibrido con una avidez suficientemente
baja tal que en el lavado el complejo TBA-TNA-PNA-BNA,, el BBA se desplace de
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las secuencias del CNA pero no de las secuencias de la BBR.

(b) EI TBA debe unir con avidez la(s) BBR(s). Generalmente se consideran suficientes
las afinidades de unién comprendidas en el intervalo entre 10° y aproximadamente
10® o superiores.

Ejemplos de BBA incluyen, pero no se limitan a cro, y la proteina represora del
bacteriofago lambda, Cl. Ademas, véase la Patente US n° 4.556.643, que sugiere otras
secuencias de ADN y proteinas de unién especificas tales como represores, histonas,
enzimas modificadoras del ADN y proteina activadora génica del catabolito. Véase
también la patente EP 0 453 301, en la presente memoria, que sugiere una multitud de
proteinas de unién especificas para la secuencia nucleotidica (NSSBP) tal como el
represor de tetraciclina, el represor lac y el represor de triptéfano. Se ha reconocido en la
técnica que cada uno de estos BBA se une a secuencias especificas de &cido nucleico
conocido y las afinidades de estas interacciones son conocidas. Naturalmente, el método
de la presente invencién no se limita a la utilizacién de estos BBA conocidos. A partir de la
presente publicacién, cualquier experto podria aplicar facilmente la utilizaciéon de nuevos
BBA que presentan por lo menos las propiedades requeridas indicadas anteriormente en
el presente método.

Ejemplos de nuevos BBA Utiles segin este aspecto de la invenciéon incluyen
nuevas proteinas basadas en el motivo de un conocido ADN o ARN o proteina de unién
ADN:ARN tal como cro o la proteina del represor A Cl. Preferentemente, tales
modificaciones se hacen para mejorar la manipulacion de estos componentes de la
invencién. Asi, puede ser deseable afadir una elevada concentracion de cro a un ensayo.
Una de las cualidades negativas de cro es que a altas concentraciones, la unién de cro a
su ADN diana entra en competencia con las interacciones cro-cro. Asi, por ejemplo, puede
producirse una cro chaperonada o mutada que no presenta esta anomalia. Ejemplos de
dichas chaperonas alteradas son las SEC. ID. n°® 105 a n°® 106 y n° 108. Los métodos
conocidos en la técnica, tales como la producciéon de nuevas proteinas de union a la diana
que utilizan poblaciones variadas de acidos nucleicos y seleccién de bacteriéfagos que se
unen a determinadas dianas preseleccionadas (es decir, la denominada tecnologia de
presentacion del fago, véase la exposicion anterior para la produccion de nuevos TBA)
pueden utilizarse para producir tales BBA nuevos asi como los TBA nuevos mencionados
anteriormente.

Cuando el BBA es una proteina, o un complejo de proteinas, debe reconocerse
que puede utilizarse cualquiera de los numerosos métodos de rutina en la técnica para
producir el BBA. El BBA puede aislarse a partir de su medio natural en la naturaleza, o si
esto no es practico, producirse por técnicas habituales de la biologia molecular. Asi, por
ejemplo, la secuencia de la proteina cro es conocida y puede utilizarse cualquier clon
molecular de bacteriéfago lamba para obtener acidos nucleicos apropiados que codifican
cro para la produccién recombinante de la misma. Ademas, los TBA descritos en la
presente memoria pueden utilizarse como BBA, con la condicién de que se utilicen
diferentes TBA para unir las TBR y BBR.

8. Utilizacién de los BBA vy las BBR para localizar y ampliar la localizacién de los
complejos PNA-TNA-TBA (véase la Figura 8). En una forma de realizacién de la presente
invencion, se utiliza la unién muy especifica y sumamente intima de los TBA compuestos
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por componentes que se unen al acido nucleico para producir un ensayo en séndwich de
acido nucleico ampliable. Seglin un aspecto de esta forma de realizacion, se recubre un
soporte sdlido con un primer TBA que crea un TBA inmovilizado. En solucién, un PNA y un
TNA se ponen en contacto en condiciones de hibridacion y a continuacién se ponen en
contacto con el TBA inmovilizado. Unicamente se conservan aquellas interacciones PNA-
TNA que forman la TBR especifica reconocida por el TBA inmovilizado durante el lavado
de la superficie solida que se une al complejo TBA-TBR.

La deteccién del enlace TBR se realiza mediante la unién de los acidos nucleicos
de refuerzo, los BNA, a las 1/2 BBR presentes en los PNA en condiciones de hibridacion.
De esta manera, incluso si solamente un solo complejo TBA-TBR se une al TBA
inmovilizado, una sefial amplificada, grande puede producirse polimerizando los mdltiples
BNA al TNA inmovilizado. Cada BNA que se une al TNA forma una BBR que puede unirse
mediante los BBA que, igual que los TBA inmovilizados en la superficie sélida, pueden
seleccionarse por su unidbn muy intima y especifica a estructuras de acido nucleico
especificas. Asi, segin la presente forma de realizacion, el TBA inmovilizado puede
contener la fraccion de unién del ADN de NF-kB, que se une muy especifica e
intimamente a los lugares de unién de NF-kB formados durante la hibridacion del TNA y
PNA para formar dicho punto.

Debido a que es muy conocido que existen lugares de unién a NF-kB tanto el
genoma humano normal como en las repeticiones terminales largas del virus de
inmunodeficiencia humano (VIH), la presente invencion proporciona un método de
discriminacion entre los puntos humanos “normales” y los puntos presentes en las células
debido a la infeccion por el VIH. Por consiguiente, en una prueba disefiada para
determinar la presencia o ausencia del ADN del VIH en una muestra de ADN humano,
pueden observarse lugares de unién a NF-kB del VIH como el TNA, y pueden observarse
lugares de unién a NF-kB humano normal como CNA. Segun el método de la presente
invencion, la discriminacién entre estos TNA y los CNA se realiza aprovechando el hecho
de que en la LTR del VIH, existen dos lugares de uniéon a NF-kB, seguidos de tres puntos
de SPI (véase, por ejemplo, Koken et al. [1992] Virology 191:968-972), mientras que los
lugares de union a NF-kB celular con la misma secuencia no se encuentran uno detras del
otro.

En los casos en los que el TNA contiene mas de una 1/2 TBR y sea deseable
continuar las aplicaciones terapéuticas y profilacticas de los TBA, puede ser deseable
utilizar més de un TBA, cada uno con la capacidad de unir una TBR en el complejo TNA-
PNA. En este caso, puede presentar ventajas seleccionar, como componentes de los TBA,
dominios de unién al ADN o de unién al ARN con menor afinidad para su TBR que el
dominio de unién al ADN o al ARN natural. Dado que los TBA que estan implicados en la
unién a multiples TBR pueden montarse juntos antes de la unién a sus TBR o montarse
juntos después de la unibn a sus TBR, los TBA aislados no bloquearan las
correspondientes TBR en otros genomas o el genoma diana a menos que las TBR sean
capaces parcialmente de unirse al complejo TBA montado. Una caracteristica del montaje
muitimérico de los TBA que se reivindica especificamente en la presente memoria como
parte de la presente invencion es que dicho montaje multimérico es de esperar que tenga
una afinidad muy reducida para un solo punto en el TNA. Sin embargo, ya que la unién ha
aumentado drasticamente con relaciéon a cualquier TBA, el complejo TBA seria de esperar
que no compita por la unidn de ninguna TBR aislada con las proteinas naturales



10

15

20

25

30

35

40

45

-33-

correspondientes in situ sino que se una intimamente a las secuencias en el hibrido PNA-
TNA que contiene las TBR para cada uno de los componentes de unién al acido nucleico
montados en el TBA. El complejo TBA deberia montarse y los enlazadores ajustarse en
los TBA aislados de modo que permitan a las zonas de unién al acido nucleico contenidas
en el complejo TBA alcanzar simultaneamente estas dianas y unirse a ellas.

Una vez se han formado los hibridos TNA-PNA y se han puesto en contacto con el
TBA inmovilizado, el acido nucleico no unido se lava en la superficie inmovilizada y se
detectan los hibridos inmovilizados. Esto se realiza en cualquiera de varias maneras. En
un aspecto de la presente invencion, el PNA se marca con un OSA, tal como un
radionucleido, perlas coloreadas o una enzima capaz de formar un producto de reaccién
coloreado. Asimismo, ademéas de tener una o mas 1/2 TBR, el PNA puede también
contener por lo menos una 1/2 BBR. Las secuencias de 1/2 BBR se seleccionan de modo
que sean complementarias con las secuencias 1/2 BBR exclusivas en las BNA. En la
forma de realizacion descrita anteriormente, por ejemplo, cuando el TBA es NF-kB vy el
TBR formado durante la hibridacion TNA-PNA es uno o mas lugares de unién a NF-kB, las
1/2 BBR pueden proporcionar secuencias hibridables (es decir, monocatenarias,
complementarias) de los operadores izquierdo o derecho del bacteriéfago lambda (véase,
por ejemplo, Ptashne [1982] Scientific American 247:128-140, y referencias citadas en la
misma para las secuencias de estos operadores. Estos pueden polimerizarse sobre las
1/2 BBR del PNA de modo vectorial (véase las Figuras 2 y 3) proporcionando hasta “n”
BBR, y cada BBR forma un lugar de union cro. cro marcada con enzimas, radioactividad o
de otro modo, se pone en contacto con el complejo TBA-TNA-PNA-(BNA),. De este modo,
se produce una sefial muy selectiva y amplificada. La sefial producida utilizando un PNA
con una sola 1/2 TBR indica el éxito del ensayo al conseguir la unién TBA-TBR vy la
polimerizacién de los BNA para producir la sefial de los puntos celulares (es decir de los
CNA). La ausencia de sefial cuando se utiliza un TBA dimerizado indica que en el TNA, no
existian LTR del VIH ya que no estaban presentes lugares de unién al NF-kB dobles. Por
otra parte, la presencia de la sefal utilizando el dimero NF-kB indica infeccién por VIH.
Como ejemplo especifico de la descripcién anterior de esta forma de realizacion de la
invencién, véase el Ejemplo 6 que describe un kit de ensayo de VIH.

Naturalmente, los expertos en la materia reconoceran que la descripcion siguiente
se somete a varias modificaciones en la seleccion de los PNA, TNA, TBA, BNA y BBA.
Ademas, en los sistemas aparte del VIH, los expertos en la materia reconoceran que
podria aplicarse igualmente el método general descrito anteriormente. Sin embargo, estas
otras aplicaciones pueden ser mas sencillas que el método descrito anteriormente ya que
los TBA utlizados puede que no reconozcan ningin punto celular normal y por
consiguiente recurrir a la dimerizacion o a otros métodos de discriminacién entre los TNA y
los CNA puede ser menos critico. Al disefar sondas y montajes de unién para estos otros
sistemas, el especialista experto se guiara por los principios y consideraciones siguientes.

En la forma de realizacion descrita anteriormente, el recurso de utilizar las
fracciones que se unen al ADN de la proteina NF-kB como elementos de union de
reconocimiento de TBA y NF-kB como las TBR consiste en que estos elementos forman
un importante “punto de control” para la replicacién del VIH. Es decir, es sabido que se
requiere VIH para utilizar NF-kB como caracteristica critica en este ciclo vital replicativo.
Similares puntos de control para otros patégenos se seleccionan y se utilizan como base
para la deteccidén segin los métodos descritos en la presente memoria.
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A partir de la descripcién anterior de las caracteristicas generales de la presente
invencion y del modo de su operacién, un experto en la materia reconocera que existe una
multiplicidad de modos especificos de poner en practica la presente invencién. A modo de
ejemplo, el método de la presente invencion es adaptable a un método y a los dispositivos
que utilizan kits de ensayo cromatograficos descritos en las patentes US n° 4.690.691 y
n° 5.310.650 (patentes ‘691 y ‘650). En estas patentes, se utiliz6 un medio poroso para
inmovilizar un TNA o una sonda de captura, y se utilizé un disolvente para transportar una
fase moévil que contiene un PNA marcado, si el TNA estaba inmovilizado, o el TNA, si la
sonda de captura estaba inmovilizada, en la “zona de captura”. Una vez el TNA estaba
unido en la zona de captura, bien inmovilizandolo directamente o por captura, se
cromatografié un PNA marcado mediante la zona de captura y se detecté algiin marcador
unido.

Adaptando la presente invencién a dicho sistema proporciona la mejora de la
utilizacién de un montaje de unién a la diana en la zona de captura y por consiguiente, la
captura solamente de las secuencias de TBR perfectamente emparejadas u otras
conformaciones de 4cido nucleico que representan las TBR especificamente unidas por el
TBA en los dobles TNA-PNA en virtud de la discriminacién sensible descrita anteriormente
por el TBA entre los TNA y los CNA.

Una vez los hibridos de TNA-PNA se han unido al TBA inmovilizado, se amplifica la
sefal ahadiendo los BNA o cromatografiando los BNA por la zona de captura. Por Ultimo,
puede amplificarse mas la sefal afadiendo los BBA o cromatografiando los BBA
marcados por la zona de captura. De este modo, la facilidad de realizar las etapas de
analisis descrita en las patentes US n° 4.690.691 y n° 5.310.650 se mejora en la presente
memoria proporcionando la capacidad adicional para aumentar la especificidad v,
mediante la amplificacion, la sensibilidad del método descrito en estas patentes.

Los expertos en la materia reconoceran también que el método de la presente
invencion es adecuado para realizarse en placas de microvaloracion o de forma
automatica. La utilizacién de maquinas que incorporan el método de la presente invencion
por consiguiente caen de forma natural dentro del alcance de la presente publicaciéon y de
las reivindicaciones adjuntas a la misma. Asi, por ejemplo, la presente invencion es
adaptable a la utilizacidén en instrumentos tales como el analizador de sobremesa IMx de
Abbott Laboratories (Abbott Park, IL). El IMx se disefia actualmente para realizar tanto
inmunoanalisis de polarizacion fluorescente (FPZA, véase Kier [1983] KCLA 3:13-15)
como inmunoanalisis enzimatico de microparticulas (MEZA, véase Laboratory Medicine,
vol. 20, n° 1, enero de 1989, pags. 47-49). El método MEZA se transforma facilmente en
un método de deteccidn de acidos nucleicos utilizando la presente invencién mediante la
utilizacién de un TBA como molécula de captura recubierta en una microparticula de
tamafio submicrénico (<0,5 uym de promedio) suspendida en solucién. Las microparticulas
recubiertas con TBA se pipetean en una celda de reaccion. El IMx pipetea a continuaciéon
la muestra (PNA-TNA hibridado) en la celda de reaccion, formando un complejo con el
TBA. Después de un periodo de incubacién apropiado, la solucién se transfiere a una
matriz de fibra de vidrio inerte para que las particulas tengan una fuerte afinidad y para
que se adhieran las microparticulas. Bien antes o después de filtrar la mezcla de reaccion
a través de la matriz de fibra de vidrio, se afiaden los BNA y los BBA, o se utilizan otros
medios de amplificacién y detecciéon de la sefial los cuales dependen de la formacién
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especifica de los hibridos TNA-PNA. El complejo inmovilizado se lava y el material no
unido circula a través de la matriz de fibra de vidrio.

Los complejos unidos se detectan mediante los BBA marcados con fosfatasa
alcalina o los BBA marcados de otro modo (con radioactividad, enzimas o fluorescencia).
En el caso de los BBA marcados con fosfatasa alcalina, puede afiadirse el sustrato
fluorescente fosfato de 4-metil umbeliferii o un reactivo similar. Alternativamente, la
enzima puede derivarse marcando directamente los BBA con este agente o uno similar.
En cualquier caso, la sefal fluorescente u otra es proporcional a la cantidad de hibridos
PNA-TNA presentes.

La fluorescencia se detecta en la superficie de la matriz mediante un fluorémetro
de superficie frontal como describe el fabricante del IMx. Con ajustes menores que
pueden realizarse en la experimentacion de rutina para optimizar un instrumento tal como
el IMx para la hibridacién de acido nucleicos y las interacciones acido nucleico-TBA, la
presente invencion es completamente adaptable al analisis automatico de muestras de
TNA.

9. Otras aplicaciones para diagnéstico de la presente invencién. Aunque la
descripciéon anterior permite la utilizacion de la presente invencién en numerosos modos

diferentes, muchas utilidades adicionales de la presente invencidn son facilmente
apreciadas, por ejemplo, en un sistema con retardo de movilidad.

En esta forma de realizaciébn de la invencion, una mejora de la prueba de
desplazamiento de movilidad electroforética (EMSA) bien conocida se realiza de la manera
siguiente (véanse las Figuras 12ay 12b):

Se fragmenta una muestra de ADN, bien mediante escision al azar o mediante
tratamiento con endonucleasa de restriccion especifica. EI ADN en la muestra se corta y
empalma a continuacion en dos alicuotas iguales y se afiade un TNA especifico a Ia
primera alicuota pero no a la segunda. La primera y segunda alicuotas se electroforizan a
continuacién en un gel de acrilamida o de agarosa, y el patron de las bandas de ADN (ya
sea visualizado mediante la unidon del bromuro de etidio o porque se marque
radioactivamente antes de la electroforesis se compara a continuaciéon para las dos
alicuotas. Los fragmentos de ADN que tienen lugares de unién a los que el TBA es
especifico se retardan en su migraciéon a través del medio electroforético. Utilizando un
TBA apropiado, cualquier nimero de ADN u otras secuencias de acido nucleico pueden
transportarse de esta manera.

En una modificacion del EMSA descrito anteriormente, se hibrida el TNA
fragmentado con un PNA y se fracciona en una primera dimension. El ADN fraccionado se
hace reaccionar a continuacién con un TBA apropiado y se anota el cambio de movilidad
de los fragmentos de ADN. La mejora del retardo es posible afiadiendo los BBA tal como
se describidé anteriormente. (Véase, por ejemplo, Vijg y referencias citadas en la presente
memoria para las técnicas conocidas de electroforesis de acido nucleico en dos (2)
dimensiones, a las que puede aplicarse el presente método).

Los ejemplos siguientes se proporcionan para guiar mas a los expertos en la
materia sobre los métodos de la puesta en practica de la presente invencion. Las técnicas
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de ADN recombinante normalizadas dadas a conocer en Sambrook, Fritsch y Maniatis
(1989) Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 22 ed., Cold Spring Harbor Laboratory
Press, Cold Spring Harbor, NY, y textos mas recientes no se dan a conocer ya que
actualmente estan comprendidos dentro de la experiencia de cualquier especialista.

EJEMPLO 1 — Preparacion y marcado de los PNA

Los acidos nucleicos sonda, PNA, pueden prepararse por métodos bien conocidos
en la técnica. Asi, los PNA de polinucleétidos monocatenarios de secuencia definida
pueden prepararse por sintesis quimica en fase soélida segin Merrifield. Los PNA pueden
prepararse por sintesis automatica utilizando tecnologia disponible en el mercado, tal
como resinas y maquinas producidas o comercializadas por Applied Biosystems, ABI, u
otros fabricantes. Alternativamente, se sintetizan in vivo secuencias de PNA especificas
por los métodos conocidos del ADN recombinante, por ejemplo clonado un PNA doble en
un vector que puede replicarse en E. coli, pueden prepararse grandes cantidades de PNA
doble. Los multimeros del PNA pueden clonarse en el vector de modo que por cada mol
de vector, se liberan varios moles de PNA en la digestion del vector con un fragmento de
restriccion que flanquea la secuencia de PNA. Después de la sintesis o produccion
recombinante, se purifican los PNA por métodos bien conocidos en la técnica tales como
la electroforesis en gel o la cromatografia liquida a alta presion (HPLC). Si el PNA se
produce en forma doble, antes de la utilizacibn en un ensayo de hibridacion para la
deteccién de secuencias de &cido nucleico diana, las cadenas del PNA se separan
calentando o por otros métodos conocidos en la técnica.

La secuencia especifica de bases en el PNA se selecciona para reflejar la
secuencia que va a detectarse en un TNA, con la condicién de que, segln la presente
invencién, el PNA contenga una secuencia de 1/2 TBR, que es la que durante la
hibridacién del PNA y TNA, forma una TBR. Ya que existe un nimero esencialmente
ilimitado de tales secuencias conocidas en la técnica, la seleccién de la secuencia de PNA
es adecuada para la seleccién por el investigador experto para cualquier aplicacién dada.
La secuencia de la LTR del VIH es una secuencia tal, que en la hibridaciéon de un PNA que
codifica las fracciones de la LTR con los TNA que codifican la LTR del VIH, se forman las
TBR capaces de unirse al NF-kB o las proteinas de unién al ADN de SP1.

Ademas de las secuencias que formaran un TBR en la hibridacién, el PNA también
puede contener una 1/2 BBR. Esta secuencia es la que, en la hibridacién con un acido
nucleico de refuerzo, BNA, forma una BBR que puede unir un BBA. E| BBA es
preferentemente una proteina de unién al ADN que tiene gran afinidad para la secuencia
de la BBR.

En este ejemplo particular, la hibridacion entre un PNA que tiene como 1/2 TBR, la
SEC. ID. n° 4 y, en el extremo 3’ de esta secuencia, una secuencia de 1/2 BBR mostrada
como SEC. ID. n°® 35. El PNA que codifica estas secuencias se utiliza sin marcar o esta
marcado con un isétopo radioactivo tal como P*, S*, o un isétopo similar, segun los
métodos conocidos en la materia. Alternativamente, el PNA se une a una perla de entre
0,01 a 10 ym, que puede estar coloreada para deteccion visual facil. Este marcador forma
el OSA tal como se describe en la memoria. Esta sonda se hibrida con las secuencias LTR
del VIH para formar una TBR que se une a NF-kB. Ademas, el PNA se hibrida con las
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BNA que tienen una 1/2 BBR complementaria para formar un operador izquierdo del
bacteriéfago lambda que une bien cro o las proteinas represoras lambda.

De manera similar a la descrita anteriormente, se utilizan los PNA en los que la 1/2
TBR es cualquiera de las SEC. ID. n° 5 0 SEC. ID. n°® 7 a n® 34, y una 1/2 BBR, tal como la
SEC. ID. n° 35 o0 la SEC. ID. n° 36 esta bien en el extremo 3’ o en el extremo 5’ de la 1/2
TBR.

EJEMPLO 2 - Preparacidon y marcado de los BNA

De manera similar a los métodos descritos en el Ejemplo 1 para la preparacion y
marcado de los PNA, se preparan los BNA y se marcan segun los métodos conocidos en
la técnica. Tal como se describe en la patente US n° 4.556.643, incorporada en Ia
presente memoria como referencia (véase en particular el Ejemplo 1), las secuencias de
acido nucleico que codifican las secuencias de union del acido nucleico especificas
pueden ser producidas en masa por clonacion en un vector replicable. Ademas, de
manera similar a esta publicacion, las secuencias de 1/2 TBR y 1/2 BBR pueden
producirse colinealmente de este modo, con la distincién, sin embargo, de que segin la
presente invencidn, la propia secuencia de 1/2 TBR forma un punto de reconocimiento del
componente que se une al acido nucleico y la 1/2 BBR, aunque al formar un punto de
reconocimiento del componente que se une al acido nucleico, también proporciona un
método de amplificacidén de la sefial producida en la union de la 1/2 TBR a las secuencias
complementarias en el TNA proporcionando la polimerizacion de los BNA en el PNA unido
al TNA. Para permitir esto, se proporciona una secuencia tal como la SEC. ID. n° 35, que
codifica el operador izquierdo del bacteriéfago lambda, con las secuencias adicionales de
modo que se crea una secuencia sobresaliente en uno o ambos extremos del BNA
durante la hibridaciéon con el PNA.

Como ejemplo especifico, las SEC. ID. n° 40 a n° 43 proporcionan la polimerizacién
vectorial de los BNA en un TNA. En este ejemplo, la SEC. ID. n°® 40 codifica dos 1/2 TBR
que se hibridaran con dos 1/2 TBR en un TNA para formar dos lugares de unién a NF-kB,
aunque al mismo tiempo proporcionando una 1/2 BBR del operador izquierdo del
bacteri6fago lambda, que ademas se termina en el extremo 3’ con el punto de
reconocimiento para la enzima de restriccién Pstl. La adicién del BNA, SEC. ID. n° 41, con
la 1/2 BBR complementaria de la 1/2 BBR en el PNA, SEC. ID. n° 40, completa la BBR
aungue al mismo tiempo que completa el punto de reconocimiento Pstl, dejando una
cuarta base saliente para la hibridacion con los BNA adicionales. Por consiguiente, se
afade la SEC. ID. n° 42 que tiene una secuencia de cuatro pares de bases en el extremo
3’ que es complementaria de la saliente de cuatro bases que permanece desde la
hibridacién de las SEC. ID. n° 40 y n® 41. Ademds, se proporciona la SEC. ID. n° 42 con
una secuencia de cinco bases en su extremo 5' que forma parte de una secuencia de
reconocimiento de BamHlI. El polimero en desarrollo de los BNA se continGia prolongando
mediante la adicion de la SEC. ID. n°® 43 del BNA, que es complementaria de la SEC. ID.
n°® 42, que completa la BBR aunque al mismo tiempo que completa el punto de
reconocimiento de BamH| y que deja una saliente de cuatro bases que puede hibridarse
mas con los BNA que tienen secuencias complementarias. De este modo, los BNA
pueden hibridarse extensamente a fin de ampliar en gran medida la sefial de un escenario
de hibridacién de PNA-TNA.



10

15

20

25

30

35

40

45

-38-

Como con los PNA descritos en el Ejemplo 1, los BNA pueden utilizarse en forma
no marcada o pueden marcarse segtin los métodos conocidos en la técnica y descritos en
el Ejemplo 1. Se apreciara asimismo que, en lugar de producir el polimero de BNA por
adicién sucesiva de los BNA al complejo PNA-TNA, el polimero BNA pueda formarse
previamente y afadirse directamente al complejo PNA-TNA. Un método sencillo para
formar previamente dicho polimero BNA incluye la produccién recombinante de un vector
en el que los multimeros del BNA se proporcionan con una Unica secuencia de restriccion
en uno de los extremos del polimero. Este polimero de los BNA que contiene muiltiples
BBR se corta del vector y se hibrida a una 1/2 BBR monocatenaria que permanece en el
PNA en la hibridacién del PNA y el TNA. Esto se realiza proporcionando una secuencia
monocatenaria en el PNA complementario con uno saliente producido en el polimero BNA
cuando se escinde del vector de produccion.

EJEMPLO 3 — Produccidén de los HNA y su utilizacién para coronar los polimeros
de BNA

Los HNA de la presente invencién se producen segun los métodos conocidos en la
técnica para la produccion de polinucleétidos tal como se describe en los Ejemplos 1y 2
para los PNA y BNA. En la produccién de los HNA, sin embargo, la secuencia del HNA se
disefa especificamente de modo que una parte sustancial del HNA forma un palindromo
autocomplementario al formar una horquilla, mientras que al mismo tiempo, que deja una
forma monocatenaria suficientes bases que pueden hibridarse con las secuencias
monocatenarias en la cadena en desarrollo de los BNA descritos en el Ejemplo 2.

En este Ejemplo, se proporciona un HNA de SEC. ID. n° 44 para coronar la
ampliacién de los BNA en el PNA en el Ejemplo 2 después de la adiciéon del BNA, SEC. ID.
n° 43. Esto se realiza porque la SEC. ID. n° 44, aunque tiene una secuencia palindréomica
que forma una horquilla estable, también tiene una secuencia en el extremo 5 del HNA
que completa la secuencia de BamHI formada por la hibridacién de la SEC. ID. n° 42 y la
SEC. ID. n°® 43. De forma natural, la terminacién del polimero después de la adicién de
solo 3 BNA es con objeto de simplicidad en la demostracion de la invencion. Tal como se
describié anteriormente, esta polimerizaciéon puede continuarse esencialmente de manera
indefinida para amplificar la sefial del episodio de hibridacién de PNA-TNA. Una vez que el
HNA hibrida a la cadena en crecimiento de los BNA, el polimero se corona y no es posible
ya la ampliacién del polimero.

EJEMPLO 4 — Preparacion de los TBA y los BBA, marcado e inmovilizacién de los
mismos

Los TBA y BBA que pueden utilizarse segin la presente invenciéon incluyen
cualquier sustancia que pueda unirse especificamente a las TBR y BBR formadas por la
hibridacion de los PNA, TNA y BNA. La utilizacién de las proteinas de unién al ADN forma
un ejemplo de tales sustancias.

Para este ejemplo, el TBA es el dimero de la parte de p50 que se une al ADN, y el
BBA es la proteina cro lambda. Estas proteinas pueden producirse segun los métodos
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conocidos en la técnica. Los genes para ambas de estas proteinas se han clonado. Asi,
estas proteinas se producen de manera recombinante y se purifican segun los métodos
conocidos en la técnica. Ademas, estas proteinas estan marcadas, ya sea con un
radiois6topo, tal como yoduro radioactivo, o con una enzima, tal como betagalactosidasa o
peroxidasa de rabano picante, o con un colorante fluorescente tal como fluoresceina o
rodamina, seglin los métodos bien conocidos en la técnica. Ademas, uno de los dos o
ambos TBA o BBA pueden inmovilizarse en una superficie sélida tal como la superficie de
una placa de microvaloracion o la superficie de una perla, tal como una perla coloreada de
cualquier diametro entre 0,01 y 10 um. Los marcadores en los TBA y BBA pueden ser
iguales o diferentes.

En este ejemplo, el TBA que contiene el dominio de unién del ADN al p50 dimérico
se marca con rodamina, mientras que el BBA, cro, se marca con fluoresceina. Por
consiguiente, en la hibridacién de los PNA, TNA, BNA y HNA tal como se describe en esta
publicacién de la patente y en los ejemplos anterior y siguiente, los hibridos de acido
nucleico, si se forman, se ponen en contacto con TBA y cro marcados en exceso. La
fluorescencia de estos marcadores se mide segln los métodos conocidos vy, la deteccion
de ambas sefales es indicativo de la presencia de secuencias de 1/2 TBR en el TNA. La
sefal diferencial producida por la fluorescencia del NF-kB y cro es una medida del grado
al que la polimerizacién de los BNA en el hibrido PNA-TBA ha producido la amplificacion
de la senal. La amplificacion desde uno a mas de mil veces se contempla segin el método
de la presente invencion.

EJEMPLO 5 — Hibridacién de dos PNA con un TNA y discriminacién entre un TNA y
un CNA

Los PNA, PNA1, SEC. ID. n° 40 y PNA2, SEC. ID. n° 45, se utilizan
aproximadamente en un exceso molar de diez veces sobre la concentracion de los TNA en
una muestra de ensayo. Para este ejemplo, se utiliza como TNA, una LTR del VIH doble
aislado, en la que una cadena que tiene la secuencia SEC. ID. n° 37, mostrada en la
Figura 7, y la otra cadena que es complementaria a la secuencia mostrada en la Figura 7.
Un CNA doble aislado se utiliza también en este ejemplo, una cadena del cual tiene la
secuencia como SEC. ID. n® 37, excepto que, en el primer lugar de unién a NF-kB
mostrado en la Figura 7, en el centro del lugar de union, posicion 1 en la Figura 7, en lugar
de una “T", existe una “A”, cuya cadena complementaria se empareja por lo tanto con el
PNA de ia SEC. ID. n° 40 en esta posicion.

La SEC. ID. n° 40 y la SEC. ID. n° 45 se afladen ambas para separar las
reacciones, conteniendo la primera el TNA descrito anteriormente y conteniendo Ia
segunda el CNA descrito anteriormente. Las muestras se solubilizan en un tampén de
hibridacién apropiado, tal como Tris 10 mM (pH 7,5), EDTA 1 mM. Las muestras se
calientan a aproximadamente 90°C durante aproximadamente cinco minutos para trenzar
por separado los TNA y CNA dobles en las muestras y a continuacién las muestras se
dejan enfriar para permitir que se hibriden las cadenas de los PNA, TNA y CNA.

Una vez la hibridacién ha procedido hasta la terminacién, que puede determinarse
segun los métodos conocidos tales como calculando la t1/2 basada en las composiciones
basicas y en la temperatura de hibridacion segiin métodos conocidos, el PNA de la SEC. ID.
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n° 40 se polimeriza por adicién de los BNA como en el Ejemplo 2 y la sonda PNA2 de la
SEC. ID. n° 45 se polimeriza con los BNA partiendo del punto de reconocimiento de Sph1
sobresaliente. Después de la adicién de los BNA y de un breve periodo de hibridacion, las
muestras por separado se afiaden a perlas recubiertas con NF-kB inmovilizado
covalentemente, y el NF-kB permite que se una a algunas TBR formadas en las muestras de
TNA y CNA. Después de aproximadamente 15 minutos de unién, las muestras se lavan dos
veces con aproximadamente tres volimenes de un tamp6n de lavado apropiado, tal como
Tris 10 mM, pH 7,5, NaCl 100 mM, u otro tampén predeterminado que no interfiera con NF-
kB, o con la actividad de unién de la proteina del represor Cl del bacteriéfago lambda.
Después de cada lavado, las perlas se dejan sedimentar por gravedad o mediante breve
centrifugacion. Esto elimina algunos &cidos nucleicos que no presentan un lugar de union
perfecto a NF-kB formado por la hibridacioén de las secuencias de PNA1 y TNA.

Tras el lavado final, se afade a cada muestra la proteina represora Cl del
bacteri6fago lambda con un is6topo radioactivo, tal como con yodo radioactivo, o marcada
con una enzima, tal como peroxidasa de rabano picante, con perlas coloreadas, o con
marcador fluorescente. Las muestras se lavaronn varias veces (aproximadamente 3) con
varios volimenes (aproximadamente 2) de un tampén de lavado apropiado, tal como Tris
10 mM, pH 7,5, NaCl 100 mM, u otro tampén predeterminado que no interfiera con NF-kB, o
con la actividad de union de la proteina del represor Cl del bacteriéfago lambda. Después de
la ultima sedimentacién o centrifugacion, se cuantifica el marcador unido detectando la
radioactividad ligada, el color liberado en un ensayo enzimatico, el color de las perlas unidas
o deteccion por fluorescencia. Alternativamente, puede afadirse un anticuerpo anti-Cl y
realizarse un inmunoanalisis o radioinmunoanalisis ligado a la enzima sandwich estandar
para detectar el represor ligado. Ademas, como referencia negativa (fondo), todas las
manipulaciones anteriores se realizan una detras de otra con una muestra en la que las
perlas se utilizan sin NF-kB inmovilizado.

Como resultado del ensayo anterior, la referencia y las muestras que contienen CNA

presentan asimismo senales bajas mientras que la muestra que contiene TNA presenta una
sefial muy por encima del fondo.

EJEMPLO 6 — Kit de ensayo para la deteccién del VIH

A. Contenidos del kit:

1. Placa de microvaloracion.

2. 1 mg/ml de solucién de NF-kB producido de manera recombinante en solucién salina
tamponada con tris.

3. Tubo que contiene los PNA monocatenarios del VIH (una mezcla de olinucleétidos
premezclados que codifican dos lugares de unién NF-kB 1/2, es decir una mezcla de
las SEC. ID.n° 7 y n° 8).

4. Tubo que contiene PNA gendmico humano monocatenario, SEC. ID. n° 1.

5. Tubo de nucleasa (Pstl).



10

15

20

25

30

35

40

45

10.

11.

12.

13.

(a)

(c)

(d)

(e)

(f)

(9)

-41 -

Tubo de proteasa.

Tubo que contiene los BNA prepolimerizados, 100 unidades de repeticion de
bacteriofago lambda Og, coronadas con un HNA pero con las 1/2 BBR libres
disponibles para la unién a los hibridos PNA-TNA.

Tubo de cro conjugado con peroxidasa de rabano picante (hrp).

Tubo de sustrato coloreado con hrp.

Solucion salina tamponada con tris, 100 mi.

Bisturi.

Tubos A, B, C, de reaccién que contiene cada uno 250 ul de agua destilada.
Cuentagotas medicinal.

B. Método de analisis:

La placa de microvaloracion (articulo 1) se recubre con la solucion de NF-kB (articulo
2) producido de manera recombinante a una concentracion de 1 mg/ml en solucién
salina tamponada con tris durante la noche a 4°C con balanceo.

Se extraen tres gotas de sangre del tomador de analisis pinchando un dedo con el
bisturi (reactivo 11) y se distribuye una gota de sangre en cada uno de los tubos de
reaccion A, B y C (reactivo 12).

En cada tubo se distribuye una gota de solucion de proteasa (reactivo 6) con el
cuentagotas medicinal (articulo 12) y se agita el tubo y se deja sedimentar durante 5
minutos.

Se afiade una gota de nucleasa (articulo 5) a cada uno de los tubos A-C utilizando el
cuentagotas medicinal y los tubos se agitan y se dejan sedimentar durante 10
minutos.

Se afiade una gota del articulo 3 al tubo A (muestra de analisis); se afiade una gota
del articulo 4 al tubo B (referencia positiva); y se anade una gota de solucién salina
(articulo 12) al tubo C como referencia negativa. Se calientan los tubos a 50°C en
agua caliente y se dejan enfriar a temperatura ambiente durante una hora.

Mientras se deja que tenga lugar la hibridacién en la etapa (d), la proteina en exceso
se drena de la superficie y de la placa de valoracion, de la etapa (a), y se enjuaga la

placa con solucién salina tamponada con tris (tubo 10).

Los contenidos de los tubos A-C de la etapa (e) se transfieren a tres pocillos de la
placa de microvaloracién y se dejan en reposo durante 1 hora con balanceo.
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(h) Los pocillos de microvaloracion que contienen los contenidos de los tubos A-C se
enjuagan con solucién salina tamponada con tris y se vacian.

() Se afiade una gota del articulo 7 a cada pocillo y se deja que se hibride con algunos
puntos de 1/2 BBR unidos a la placa, durante una hora, seguido de tres enjuagues
con solucién salina tamponada con tris.

(i) Se afiade una gota del articulo 8 a cada pocillo y cro se deja que se una a algunos de
los BNA unidos durante 10 minutos, seguido de cinco lavados de un ml con solucién
salina tamponada con fris.

(k) Se afade una gota del sustrato hrp a cada pocillo y se deja desarrollar el color.
C. Resultados:
Si ambos pocillos A y B presentan desarrollo de color y el pocillo C no, el andlisis es
vélido y el paciente ha sido infectado con VIH. Si solamente el pocillo A presenta desarrollo
de color, o si el pocillo C presenta desarrollo de color, el andlisis se ha realizado

incorrectamente y es invélido. Si los pocillos A y C no presentan desarrollo de color pero el
pocillo B si, el andlisis es valido y el individuo no ha sido infectado con el VIH.

EJEMPLO 7 — Produccidn de varios TBA nuevos

Se preparan nuevos TBA para su utilizaciéon segin la presente invencion de ia forma
siguiente:

(a) NFkB/NF-kB (VIH-Detect 1). Un acido nucleico que codifica cualquiera de las
SEC. ID. n° 63 a n° 71 o una proteina que se une al ADN de NF-kB similar, se fusiona, en el
marco, a una secuencia nucleotidica que codifica una secuencia de montaje, tal como cro,
de modo que la secuencia de reconocimiento del ADN de NF-kB es codificada en el terminal
amino o carboxi de la secuencia cro. Opcionalmente, se proporciona una secuencia
enlazadora entre la secuencia de NF-kB y la secuencia de cro. En el otro terminal de cro, se
proporciona opcionalmente una secuencia sefal de localizacién nuclear, tal como la SEC.
ID. n°® 72. Ademas, se proporcionan opcionalmente secuencias con asimetria en el terminal
cro no utilizado por la secuencia de reconocimiento NF-kB. Ejemplos de los TBA completos
se presentan a continuacion.

(b) NF-kB/SP1 (VIH-Detect Il). De manera similar a la descrita en (a) anteriormente,
se prepara una secuencia de codificacion recombinante que codifica un dominio de
reconocimiento de NF-kB. En un montaje por separado, en lugar de las SEC. ID. n° 63 a n°
72, se incluye la secuencia de codificacion para el fragmento de reconocimiento del ADN de
SP1. Dicha secuencia deberia codificar toda o una parte funcional de la SEC. ID. n°® 73, que
es la porcién del factor de transcripcibn SP1 que presenta la unién del ADN (véase
Kadonaga et al. [1987] Cell 51:1079-1090). El vector que codifica a NF-kB y el vector que
codifica a SP1 se transfectan conjuntamente a continuacién en un sistema de expresion
apropiado tal como es bien conocido en la técnica. Se afade una unidad de reconocimiento
monomérica de NF-kB para completar el dimero de reconocimiento NF-kB después del
montaje del SP1 y las unidades de reconocimiento de NF-kB por la chaperona. Las
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secuencias con asimetria impiden la formacion de dimeros de NF-kB o de SP1 y dirigen, en
su lugar, la formacion de heterodimeros NFkB-SP1 (es decir, VIH-Detect Il), que se aislan a
continuacién del sistema de expresiéon (células de mamifero o bacterianas) por métodos
conocidos.

(c) SP1/SP1 TBA (VIH-Detect 1ll). Tal como se describe en (b) anteriormente, se
prepara un montaje de TBA que codifica a SP1. Sin embargo, solamente este montaje esta
transfectado en el sistema de expresion, y se incluyen las secuencias de asimetria que
permiten la formacion de dimeros SP1-SP1.

(d) SP1-TATA (VIH-Detect IV). Como se describe en (b) anteriormente, se produce
un TBA recombinante que codifica a SP1. Ademas, se prepara un recombinante que codifica
a TBA que presenta la secuencia de unién, SEC. ID. n° 74, o la secuencia similar que
codifica a la unidad de reconocimiento TATA, con secuencias de asimetria complementarias
a las incluidas en el montaje que codifica a SP1 TBA. Estos montajes se transfectan
conjuntamente y los heterodimeros aislados por métodos normalizados, incluyendo la
purificacion por afinidad en una columna con ADN que tiene las zonas de unién diana SP1-
TATA apropiadas.

(e) SP1-E2 (HPV-Detect |). Se prepara un montaje que codifica a SP1 como en (b)
anterior. Se prepara un montaje que codifica a E2 TBA utilizando una secuencia que codifica
cualquiera de las SEC. ID. n° 75 a n° 84 y n° 94 a n° 98 que son unidades de reconocimiento
de ADN de papilomavirus E2 (véase Hegde et al. [1992] Nature 359:505-512) o unidades de
reconocimiento similares, se prepara y se cotransforma o se cotransfecta con el montaje que
codifica a SP1 TBA. Se anade la unidad de reconocimiento de E2 monomérica al dimero de
reconocimiento de E2 completo después del montaje de la unidad de reconocimiento E2-
SP1 por la chaperona. El heterodimero HPV-Detect | se aisla segiin métodos conocidos.

(f) E2-E2 (HPV-Detect 1l). Como se describe anteriormente en (e), se prepara un
montaje que codifica a E2 TBA, excepto que las secuencias con asimetria se incluyen lo que
permite la formacién de dimeros de E2. Los dimeros expresados se aislan a continuacion
por métodos conocidos incluyendo por afinidad para un lugar de unién a E2 dimérico en una
columna de afinidad para ADN.

(9) E2-TATA (HPV-Detect lll). Como se describe anteriormente en (e) y (d), se
preparan los TBA que se unen a E2 y TATA (respectivamente), excepto que se incluyen las
secuencias con asimetria que potencian la formacién de heterodimeros en lugar de
homodimeros. Estos montajes se coexpresan a continuacién y se aislan los heterodimeros.

(h) TATA-TATA (HPV-Detect IV). Como se describe anteriormente en (a) y (d), se
prepara el montaje que codifica a TBA que se une a TATA utilizando secuencias con
asimetria que estimulan esta formacién de heterodimeros y se aisla el homodimero.

(i) Otros TBA. Como se describe anteriormente para VIH y para los TBA de HPV, los
TBA para cualquier patégeno dado o el estado patolégico pueden producirse identificando
proteinas que se unen al ADN especifico y que forman un montaje de expresién que utiliza
enlazador, montaje y secuencias con asimetria apropiados.
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EJEMPLO 8

De manera similar al ensayo descrito en el Ejemplo 5, se produce un ensayo mas
severo utilizando la proteina de uniéon doble NF-kB-SP1 segin el Ejemplo 6. Por
consiguiente, las sondas mostradas en la Figura 7 y utilizadas en el Ejemplo 5 pueden
prolongarse para reducir la distancia intersonda y de este modo reducen la flexibilidad del
ADN en el TNA.

EJEMPLO 9 — Produccién de los TBA de “orden superior”

Mediante la utilizacién apropiada de secuencias con asimetria, se producen los TBA
que son dimeros, trimeros, tetrameros, pentdmeros o hexameros de unidades de
reconocimiento de ADN especifico. De esta manera, se produce un TBA hexamérico
preparando un primer TBA dimérico de NF-kB p50 que utiliza secuencias con asimetria que
permiten la formacién del dimero. Ademas, las secuencias con asimetria permiten la
tetramerizacion del dimero p50 con un dimero SP1-SP1. Por Ultimo, las secuencias con
asimetria adicionales dirigen la hexamerizacién con un dimero que presenta secuencias de
localizacion nuclear. Esto se realiza incorporando, por ejemplo, secuencias con asimetria de
insulina, que en la naturaleza forma hexameros. Esta formacién de hexamero es dirigida por
las secuencias, SEC. ID. n° 85 (A) y n° 86 (B), n° 87 (A) y n° 88 (B), n° 89 (A) y n° 90 (B), y
n® 91 (A) y n° 92 (B) (véanse las Figuras 13 y 14).

Debido a la afinidad sumamente alta para el VIH-LTR que puede generarse
utilizando un TBA multimérico, los compuestos que tienen esta estructura y que pueden
utilizarse con este fin en la presente memoria se denominan “VIH-Lock”.

Un ViH-Lock éptimo se define por el seguimiento de las huellas (segun los métodos
bien conocidos en la técnica) de los TBA unidos a las TBR en la LTR del VIH para confirmar
que la afinidad de unién de cada proteina que se une al ADN que contribuye a la formacién
del complejo TBA multimérico se desplaza hacia abajo con respecto a la afinidad para
cualquiera secuencia diana natural (es decir los CNA) a partir de la cual deriva la unidad de
reconocimiento que se une al ADN del TBA. Cualquier pérdida correspondiente en la
afinidad de unién para las TBR del VIH estd mas que compensada por la formacién del
multimero como se describe a continuacion.

Puede existir competencia entre la unién de cada componente TBA para su TBR y
montaje, por las secuencias con asimetria para formar el multimero. Esto se obvia ajustando
los enlazadores entre la chaperona y las secuencias de asimetria en cada componente TBA
de modo que estos episodios de competencia se desacoplen. La reduccién resultante en la
dimensionalidad de difusién (aumento de concentracién eficaz) para la asimetria del TBA y
los componentes del montaje da como resultado la formacion eficaz del complejo
multimérico.

Baséandose en el seguimiento de huellas, se ajusta la longitud y composicién de los
enlazadores para conseguir la discriminacion éptima entre las secuencias del VIH diana y las
secuencias naturales. De este modo, aunque cada componente TBA tendra una afinidad
baja para las secuencias de CNA y TBR, el complejo multimérico tendra una afinidad
sumamente alta para el TBR expandido ahora reconocido por el complejo muitimérico (el
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cuadrado de la afinidad de cada TBR reconocida por cada componente TBA del TBA
multimérico), aunque todavia tiene una baja afinidad para los CNA. Del mismo modo, se
preparan otros complejos de TBA muitimérico, aparte del VIH-Lock.

Los TBA que pueden formarse de este modo incluyen las secuencias siguientes, que
se montan uniendo las subunidades de proteina o las secuencias de acido nucleico que
codifican estas subunidades, de la forma siguiente:

Serie Secuencias de enlace de los grupos
A 1+ +10

B IV+V+Il

C IV +11

en la que los grupos | a V estan constituidos por las secuencias seleccionadas de
entre;

Grupo Seleccionado de entre las secuencias

| Cualquiera de las SEC. ID. n° 85 an® 92

Il Met Ser unido a cualquiera de las SEC. ID. n°® 104 a n°® 106, cada una de las
cuales esta unida a la SEC. ID. n° 99.

1]l SEC. ID. n° 100 unida a cualquiera de las SEC. ID. n° 75a n® 84 o n° 94 a n°® 98;
SEC. ID. n® 101 unida a SEC. ID. n® 74 o SEC. ID. n° 93; o SEC. ID. n°® 102 unida
a SEC. ID. n° 74 o SEC. ID. n°® 93; o cualquiera de las SEC. ID. n° 72, n°® 103, n°
73o0n°63an°71.

v Cualquiera de las SEC. ID. n° 104 a n® 106.

\Y SEC. ID. n° 99.

Ejemplos especificos de dichos TBA son las SEC. ID. n° 109 a n° 116, ensambladas
de la forma siguiente:

Serie SEC. ID. n° SEC. ID. de uniéon
A 109 85 + Met Ser + 104 + 99 + 100 + 94
A 110 85 + Met Ser + 104 + 99 + 72
A 111 86 + Met Ser + 105 + 99 + 102 + 74
A 112 86 + Met Ser + 106 + 99 + 73
A 113 89 + Met Ser + 106 + 99 + 63
C 114 106 + 64
C 115 105 + 64
B 116 106 + 99 + 73

De este modo, seleccionando entre secuencias con asimetria apropiada, secuencias
de montaje, y unidades de reconocimiento del ADN, pueden formarse muchos TBA
diferentes. Ademas, series de estos, tales como las SEC. ID. n° 114 y n°® 115, se asociaran
entre si pero no se formaran dimeros de la SEC. ID. n® 114 o n° 115 debido a la repulsién de
cargas en las secuencias de montaje mutadas (SEC. ID. n°® 104 es cro; la SEC. ID. n°® 105 es
una nueva cro mutada y con carga negativa y la SEC. ID. n° 106 es una nueva cro mutada y
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con carga positiva).

Naturalmente, dada la secuencia de aminoacidos de estos TBA, cualquier experto
puede producir clones de acido nucleico recombinante que codifica a éstos, y dichos clones
recombinantes forman naturalmente una parte integrante de la presente invencion.

EJEMPLO 10 — Prueba de VIH utilizando “VIH-LOCK”

En mucha parte del mismo método utilizado en el Ejemplo 6, el “HIV-LOCK”
producido segun el Ejemplo 9 se utiliza como TBA, reactivo 2, con resultados similares.

EJEMPLO 11 — Prueba del VIH utilizando “VIH-LOCK” en analisis de sangre para
donacién

Cuando la cantidad de sangre que va a analizarse no es limitativa, como cuando las
muestras de sangre para donacioén son para analizar la contaminacion por VIH, se realizan
andlisis similares a los del Ejemplo 6, pero para cada uno de los tubos a A-C, se sedimentan
5 ml de sangre en una centrifugadora de sobremesa. Otros reactivos se aumentan a escala
segln sea necesario para manipular la mayor cantidad de TNA presente en la muestra.

EJEMPLO 12 - “VIH-LOCK” como agente terapéutico anti-VIH

El “VIH-LOCK” producido segun el Ejemplo 9 se formula en forma de solucién de
1 mg/ml en liposomas y se inyecta por via intravenosa a un paciente al que se ha analizado
y confirmado para ser infectado con VIH. Una dosis de aproximadamente 0,1 mg a 100 mg
de “VIH-LOCK/kilogramo de masa corporal se infunde durante un periodo de veinticuatro
horas y se controla la concentracion de p24 del VIH en el suero del paciente. El tratamiento
se repite tan a menudo como sea necesario, tal como cuando se producen elevaciones en el
p24 del suero.

EJEMPLO 13 — Utilizacion de un montaje VIH-TBA como terapéutico

Un vector retrovirico recombinante o similar se utiliza para administrar un montaje
que codifica un TBA que se une a VIH-LTR a un paciente infectado. El vector codifica una
chaperona, tal como cro, y secuencias de ADN para unir porciones de p50. El mismo vector
codifica asimismo una chaperona en la que se pliega un SP1-TBA. Se proporcionan
secuencias con asimetria de modo que en la coexpresion del p50-TBA y del SP1-TBA en
una célula infectada con VIH aislado in vivo, se produce una asociacion inmediata entre
estos TBA, mientras que al mismo tiempo se evita cualquier asociacion entre la porcién de
p50 que se une al ADN y monémeros p50 o p65 enddgenos. Se proporcionan también
secuencias de NLS en las TBA de modo que, en la formacion del dimero, el TBA se resitua
inmediatamente en el nucleo de la célula y se une especificamente a las secuencias
integradas del VIH, impidiendo de este modo cualquier transcripcion desde este locus.

Con este objeto, es deseable seleccionar secuencias que codifiquen dominios de
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unién al ADN de modo que los mondmeros expresados se ensamblen en un TBA que no se
une a las secuencias humanas naturales. Asi, es Unicamente en la uniéon de los
componentes del TBA a sus secuencias dianas que se produce la asociacién entre todos los
componentes del TBA para formar un complejo que se une intima y especificamente a la
LTR del VIH.

EJEMPLO 14 — Kit de ensayo de diagnéstico para papilomavirus humano

Este diagnéstico para el papilomavirus humano aprovecha el diferencial conocido
entre el PVH benigno y carcinégeno para proporcionar una prueba que indique la
susceptibilidad al cancer en un paciente. Los papilomavirus son un grupo de virus con ADN
pequefio asociados a tumores benignos de células epiteliales escamosas en los vertebrados
superiores. Se han encontrado por o menos 27 tipos distintos de papilomavirus humano
(PVH). Muchos de éstos se han asociado a lesiones clinicas especificas. Cuatro de éstos,
PVH-6, PVH-11, PVH-16, PVH-18 y PVH-33 se han asociado a lesiones del aparato genital
humano. En general, los ADN del PVH-6 y del PVH-11 se han encontrado asociados a
lesiones benignas del aparato genital. Los PVH-16, PVH-18 y PVH-33 se han encontrado
también asociados a lesiones premalignas y malignas y se transcriben en la mayoria de las
lineas celulares demostradas en carcinomas cervicales. Los PVH-16, PVH-18 y PVH-33 son
probablemente los Unicos dos miembros de una gran serie de ADN de PVH asociados a
carcinomas cervicales humanos malignos.

En modelos animales se ha demostrado que las lesiones por papilomavirus benigno
pueden evolucionar a lesiones malignas en presencia de un cocarcinégeno. Se ha detectado
ADN de PVH en la metastasis de carcinomas cervicales. En las lesiones cervicales
malignas, el ADN del PVH se integra normalmente en el genoma humano, pero pueden
también estar presentes en el ADN del PVH extracromosémico. La integracién del PVH para
formar el provirus produce normalmente la destruccién del marco de lectura abierto (ORF)
del E2 virico. A pesar de la destruccion del ORF del E2, y del examen de las lineas celulares
de varios carcinomas cervicales PVH-16 y PVH-18 se han mostrado transcripcionalmente
activos e integrados. Cuando se han examinado los genomas del PVH-16 que estan
presentes en las lineas celulares SiHa y CaSki del carcinoma cervical humano, se detectan
diferencias en la integracion del PVH-16. En la linea SiHa, la integraciéon del genoma EVH-
16 aislado tuvo lugar en las bases 3132 y 3384, destruyendo los ORF de E1 y E2 con una
delecién de 0,3 kb. Una delecion adicional del ADN del PVH-16 de 50 pares de bases se
produjo en los ORF de E2 y E4 que estan fusionados. El fragmento 5' del ADN del PVH-16,
constituido por el ORF de E2 destruido, se liga a las secuencias que flanquean el lado
derecho humano continuo. Ademas, se detecta una guanina adicional aislada en el
nucledtido 1138 en medio del ORF de E1. Esta adicion del par de bases se produce en la
fusion de los ORF de E1a y E1b a un ORF de E1 aislado.

El genoma completo del PVH-16 esta disponible en GenBank con el nimero de
registro K02718; el genoma completo del PVH-33 esta disponible en GenBank con el
nimero de registro M12732; el genoma completo del PVH-18 esta disponible en GenBank
con el numero de registro X05015.

Como filtro preliminar, el hecho de que se demuestre una infeccion por PVH en una
muestra de biopsia cervical dada mediante un simple tipo “si/no” de andlisis utilizando, por
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ejemplo, alguna o todas las SEC. ID. n°® 46 a n° 53 de los PNA y un TBA de E2 tal como se
describe anteriormente (es decir, el fragmento de ADN, que se une al PNA, se inmoviliza
con el TBA, y detecta la sefial con los BNA y BBA).

Una vez se observa que la muestra de biopsia es positiva al PVH, se obtiene
informacién adicional en cuanto al potencial maligno del PVH analizando el estado de
integracién del virus en el genoma humano.

1. Se fragmenta el ADN en la muestra de biopsia cervical y se hibrida a una sonda de
bloqueo que tiene la secuencia, SEC. ID. n® 60. Esta sonda se unira a todos los
fragmentos en el ADN que no hayan sido cortados y empalmados fuera del
fragmento de 0,3 kb.

2. Se expone el ADN en la muestra de biopsia a un PNA que presenta la secuencia,
SEC. ID. n° 61. Esta sonda se unira solamente a fragmentos que hayan eliminado el
fragmento de 0,3 kb (la sonda de bloqueo impedira el enrollamiento de los
segmentos de delecion grande si estan presentes).

3. Se hibrida un PNA que presenta la SEC. ID. n° 62 con la SEC. ID. n° 41 para formar
una BBR que se unird a cro o al represor A Cl como BBA, dejando una parte
monocatenaria que puede hibridarse con la secuencia TATA en la SEC. ID. n° 61.
Esto se afiade para formar una TBR en el extremo 5’ de la delecién grande.

4. La TBR se inmoviliza mediante un TBA que tiene una unidad de reconocimiento de
ADN de la proteina que se une a TATA.

5. Los fragmentos unidos se detectan afiadiendo los BNA y BBA tal como se describio
anteriormente.

La deteccion de la sefial en este ensayo indica que el fragmento grande se detecta
en el PVH presente en el TNA. Dado que esta deleciéon se correlaciona con el cancer, este
ensayo proporciona comprension en el potencial de tumor maligno de la infeccién por PVH.
Esta conclusion puede confirmarse realizando un analisis analogo basado en la delecion de
un fragmento de 52 pares de bases que esta también correlacionado con el tumor maligno
producido por PVH.

La unidad de reconocimiento de TBP utilizada en el TBA para este ensayo puede
seleccionarse, por ejemplo, entre una secuencia tal como SEC. ID. n° 70 o SEC. ID. n°® 93.

EJEMPLO 15 — Produccién de VIH-LOCK™ recombinante

Fase uno — Preparacion de ADN para producir el VIH-Lock™. La mutagénesis in

vitro de las zonas de codificacion de los compuestos clonados naturales del VIH-Lock™ que
necesitan modificarse se realiza con un kit Phagemid de MutaGene. El protocolo modificado
incluye la utilizacién de_un plasmido Blue-script que contiene cada uno de los componentes
de unién de VIH-Lock™. Estos se transforman en células competentes y se desarrollan
fagémidos que contienen uracilo. Se extrae el ADN monocatenario y se utiliza como plantilla
para la cadena mutagena. Se sintetizan oligonucleétidos que contienen las mutaciones
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deseadas, incluyendo la incorporacién de una nueva secuencia de restriccion, y se tratan
con polinucledtido cinasa y ATP. Los oligonucledtidos tratados con cinasa se hibridan a Ia
plantilla monocatenaria, y se sintetiza una cadena mutagena y se liga segtn el protocolo de
MutaGene, con excepcidn de que la Sequenase 2.0 aporta la Eolimerasa. Se criban bancos
utilizando tanto nucleétidos marcados en el extremo con g-**P que contienen secuencias
complementarias para las mutaciones introducidas como aislando el ADN plasmido e
identificando las mutaciones por la presencia de la secuencia de restriccion introducida. Las
mutaciones se confirman asimismo por secuenciado con un kit Sequenase. Se clona ADN
de VIH-Lock™ en el sistema de expresion de baculovirus con un activador poliédrico.

Fase dos — Produccion de proteinas de VIH-Lock™ utilizando baculovirus. Se
cultivan células Sf-9 a una densidad predeterminada (aproximadamente 1x10° células/ml,
fase log), infectadas con el baculovirus que contiene las instrucciones del VIH-Lock™ y se
recoge para recuperar las proteinas recombinantes que comprenden el VIH-Lock™. En el
proceso a escala creciente, los cultivos se propagan en matraces con agitadores y
posteriormente a biorreactores. Después de la infeccion se recogen las células a las 12, 24,
36 y 48 horas para la proteina. Se controlan los indices de viabilidad en todo el proceso.

Fase tres — Purificacion de las proteinas de VIH-Lock™. Las proteinas recogidas
se separan en primer lugar de las particulas por ultracentrifugacion en flujo a través para
facilitar la purificacién corriente abajo. El producto centrifugado se filtra estéril a continuacion.
Los extractos se centrifugan a continuacién a 40.000 rpm a 4°C durante 30 minutos y se
inmunoprecipitan las alicuotas con anticuerpo de conejo policlonal contra uno de los
componentes de VIH-Lock™. Las proteinas inmunoprecipitadas se introducen en un gel
SDS-10% PAGE.

Fase cuatro — Analisis de proteinas de VIH-Lock™ frente al ADN del VIH. Se
realizan ensayos de desplazamiento por movilidad utilizando una sonda de oligonucleétido
que comprende los elementos de la repeticion terminal larga del VIH y fragmentos que
contienen ADN que se une a NFkB asociado a la cadena ligera kappa y regulaciéon de
microglobulina. El oligonucleétido se hibrida con su cadena complementaria y el extremo se
marca con ATP con g-°P.

El seguimiento de las huellas se realiza por combinacién pequefia (10" M) de ADN
de LTR del VIH radiomarcado con una cantidad ligeramente mayor de VIH-Lock™ en un
tampén a temperatura ambiente durante 10 minutos. Se afiade ditiotreitol antes de la adicion
de la proteina. Se anaden hierro (l1), EDTA, peréxido de hidrégeno y ascorbato sédico y se
incuba la mezcla de reaccion. Se afiade un agente de enfriamiento y se analizan los
productos que demandan electroforesis en gel desnaturalizante. Esto se realiza para
diferentes concentraciones de proteina. E! gel resultante se detecta por imagen utilizando un
escaner phosphoimager y la fila de la imagen por alta resolucién resultante se analiza para
abstraer la afinidad de unién del VIH-Lock™ para el ADN del VIH con respecto al ADN
celular.

Pueden utilizarse mdltiples disefios e iteraciones de prueba para recomprobar la
unién de VIH-Lock™ y otros TBA para VIH y otros organismos. Este procedimiento hace
posible disefiar montajes de unién de modo que el montaje de unién no sea competitivo con
las proteinas naturales para las secuencias de union aisladas en las muestras de genoma.
El desarrollo de los TBA para otros organismos y los TNA para las secuencias en estos
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organismos puede realizarse utilizando el método mencionado anteriormente. Este método
es valido cuando se produzcan montajes de unién para todas las TBR de acido nucleico

incluyendo los hibridos ADN-ADN, ADN-ARN y ARN-ARN y combinaciones de estos
hibridos. :

EJEMPLO 16 — Método para la identificacién de moléculas que se afiaden a 4cido
nucleico destinadas a la produccién de los TBA y los BBA de la invencién:

En el metodo de la presente invencién, los montajes de unién a la diana y los
montajes de unién al refuerzo se ensamblan identificando moléculas de unién al acido
nucleico y uniendo los fragmentos de las moléculas que se unen al acido nucleico de tal
modo que se consiga que los TBA que discriminan entre secuencias diana especificas e
incluso secuencias estrechamente relacionadas. Un método para la identificacién de las
moléculas que se unen al 4cido nucleico implica las etapas siguientes:

1. Obtener una muestra biol6gica que contiene el 4cido nucleico diana. Esta podia ser,
por ejemplo, un organismo o un extracto tisular infectado con un patdgeno.

2. Dividir la muestra a fin de exponer los acidos nucleicos y reducir la complejidad de
tamanio de los acidos nucleicos contenidos en la muestra.

3. Poner en contacto la primera alicuota de los acidos nucleicos divididos con un medio
de tampdn de referencia y poner en contacto la segunda alicuota de los acidos
nucleicos divididos con un medio de tampdn de referencia que contiene un perfil
conocido de moléculas que se unen al acido nucleico.

4. Analizar las dos alicuotas para identificar los fragmentos que han alterado el
comportamiento en la alicuota puesta en contacto con las moléculas que se unen a
la diana en oposicién a la alicuota de referencia. Esto se realiza por electroforesis en
gel de una sola dimension, electroforesis en gel en dos dimensiones, cromatografia
liquida de alta resolucién, cromatografia en papel o cualquier otro método que ponga
de manifiesto un comportamiento diferente de los fragmentos de acido nucleico
cuando se unen a una molécula que se une al acido nucleico al contrario que cuando
el fragmento de acido nucleico no esta unido.

5. Identificar y aislar los fragmentos que no presentan un comportamiento alterado
cuando se ponen en contacto con la molécula que une el acido nucleico y secuenciar
el fragmento de &cido nucleico para determinar si estan presentes motivos de la
molécula que se une al acido nucleico conocida, o identificar directamente la
molécula que se une al acido nucleico unida al &cido nucleico. Esta Ultima puede
conseguirse, por ejemplo, poniendo en contacto una rejilla de dos dimensiones de los
acidos nucleicos electroforizados con anticuerpos marcados diferencialmente que se
unen a varias moléculas de union del acido nucleico.

En este método, se utilizan preferentemente motivos de acido nucleico con fines de
diagnéstico o terapéutico en los que el acido nucleico diana presenta mas de una molécula
diana que se une al 4cido nucleico utilizable una vez. De esta manera, puede generarse el
montaje complejo de unidén a la diana el cual aprovecha la proximidad de diferentes motivos
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moleculares que se unen al 4cido nucleico para aumentar la especificidad del TBA montado
a partir de componentes identificados que se unen al acido nucleico individual. Varias
porciones que se unen al acido nucleico de las moléculas que se unen al acido nucleico se
montan a continuacion en los TBA completos, tal como se describié anteriormente, por
ejemplo, para VIH-LOCK™.

EJEMPLO 17 — Método de identificacién de secuencias de ARN especificas en una
muestra

Segln los métodos y composiciones dados a conocer en la presente invencion,
cualquiera secuencia de acido nucleico puede identificarse especificamente. La identificacion
del ARN del VIH diana en una muestra se consigue extrayendo una muestra de la sangre de
un paciente u otro fluido o extracto biolégico que pueda contener el ARN del ViIH, y
analizando la presencia de secuencias de unién al TAR. Tat es un regulador positivo de la
replicacion del VIH que se une a la zona TAR del ARN del VIH. La forma de VIH-Tat natural,
completamente activa tiene 72 aminoacidos de longitud, SEC. ID. 118 en la presente
memoria. Tat contiene por lo menos dos dominios funcionales, y transactiva la expresién
génica de la repeticién terminal larga del VIH (LTR del VIH). Tat se une a una estructura en
bucle troncal de ARN formada a partir de la autohibridacién de las secuencias en TAR, que
es precisamente 5 para la LTR del VIH. El ARN de la TAR del VIH forma una protuberancia
de dinucledtido y dos estructuras en bucle troncales (Rhim et al. 1994 Virology:202, 202-
211). El Tat (SEC. ID. 118) se une a esta estructura con afinidad menor que lo hace a las
variantes de Tat en las que Ala58 es una treonina o en las que His65 es un resto de Asp.
(Derse et al., 1993 Virology:194, 530-536). Utilizando estos factores en el presente método,
éste se realiza de la forma siguiente:

1. Se fragmenta una muestra biolégica para exponer los acidos nucleicos y reducir la
complejidad de tamafio de los acidos nucleicos.

2. Se pone en contacto un TBA con la muestra que identifica una secuencia proteica
que se une al TAR hibrido y una secuencia de flanqueamiento préxima en el genoma
del VIH. El TBA utilizado con este objeto se ensambla en cro como chaperona
utilizando Tat como molécula de unién especifica para el ARN del VIH. Para
proporcionar especificidad de modo que la diafonia entre la secuencia de TAR del
VIH y las secuencias de TAR intimamente relacionadas puedan estar presentes
debido a dichos otros patégenos como citomegalovirus, el TBA también tiene un
componente de anticuerpo que reconoce la zona de unién a la diana del hibrido
ADN-ARN formada cuando un acido nucleico sonda se une al ARN de la LTR del
VIH.

3. Se elimina cualquier “diafonia” producida por la unién de Tat a la zona TAR del ARN
del VIH debida a dichos contaminantes (RNA primos) como la secuencia TAR del
CMV poniendo en contacto la reaccién con variante Tat en exceso (una de las dos
variantes Ala58 a Thr o His65 a Asp) que se une mas avidamente. De esta manera,
los escenarios de unién individuales debido a la union de TBA a unos ARN primos
compiten en la muestra de &acido nucleico por la variante Tat. Por otra parte,
seleccionando apropiadamente la afinidad de la unién doble conseguida como
resultado del anticuerpo y Tat, el TBA no se desplaza de las dianas auténticas. Este
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procedimiento se ilustra en la Figura 16. En ofro aspecto de este mismo método, el
TBA podia ser uno en el que, en lugar de utilizar una variante de Tat, se utilice un

anticuerpo que reconoce a este segmento de acido nucleico y el TBA utilizado es un
anticuerpo TBA doble.

En una version alternativa de este método, puede utilizarse un acido nucleico sonda
el cual se hibrida con el ARN de la LTR del VIH. Por consiguiente, un segmento doble de las
secuencias sp1 de LTR puede crearse como parte de la zona de unién a la diana. Esta zona
del ARN del VIH flanquea la zona TAR que es 5’ de la LTR pero esta en proximidad intima a
ésta. Un TBA que contiene Tat y dos unidades de union a Sp1 se chaperona para
proporcionar union de Tat a TAR y unién de Sp1 a los lugares de unién Sp1. La ampliacién y
deteccion se realiza a continuacién afadiendo los BNA, BBA y HNA apropiados. En otra
alternativa incluso, no pudieron utilizarse los PNA que presentan la SEC. ID. 38 y la SEC. ID.
39 (véase la figura 7). Se afade un TBA que contiene una o mas unidades de unioén a Sp1 y
una unidad de anticuerpo que se une al hibrido ADN-ARN producido a partir del ARN de la
muestra y el PNA de la SEC. ID. n° 38. Se afaden a continuacion los BNA, BBA y HNA
apropiados para ampliar la sefal.

Naturalmente, los expertos en la materia reconoceran que pueden utilizarse otras
combinaciones de TBA y TNA para optimizar los métodos ejemplificados en la presente
memoria.

Debe apreciarse que las secuencias son proporcionadas en la presente memoria
Unicamente a titulo de ejemplo y que otras secuencias similares sugeridas por éstas podrian
utilizarse en los métodos de la presente invencién. Debe apreciarse asimismo que aunque
cualquier secuencia podria denominarse lineal, se pudo utilizar en una forma circular o
permutada de otro modo y aunque se disefia como no complementaria, se pudo utilizar en la
forma de codificacion o sin codificacién o para unir a secuencias complementarias de
codificacién o sin codificacion.

LISTADO DE SECUENCIAS

(1) INFORMACION GENERAL:

(i) SOLICITANTE:
Nombre(s) del solicitante: THE GENE POOL, INC.
Calle: 300 Queen Anne Ave. N., Suite 392
Ciudad: Seattle
Estado/Provincia: Washington
Pais: EEUU
Cédigo postal/Zip: 98109-4599
Numero de teléfono: (206) 526-8617 Numero de Fax:

(i) TITULO DE LA INVENCION: METODO DE DETECCION DE ACIDOS
NUCLEICOS CON UNA COMPOSICION DE SECUENCIA ESPECIFICA

(i) NUMERO DE SECUENCIAS: 118
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(2) INFORMACION PARA LA SEC ID n° 2:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 13 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico

(C) NUMERO DE CADENAS: ambas
(D) CONFIGURACION: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc
(i) HIPOTETICA: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 2;

AAGGGACTTT CCC

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID n° 3:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 13 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico

(C) NUMERO DE CADENAS: ambas
(D) CONFIGURACION: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc
(iii) HIPOTETICA: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 3:

AGGGGACTTT CCG

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID n° 4;

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 15 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico

(C) NUMERO DE CADENAS: ambas
(D) CONFIGURACION: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc
(i) HIPOTETICA: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n®: 4:

GCTGGGGACT TTCCA

13

13

15
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(2) INFORMACION PARA LA SEC ID n° 5:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 15 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico

(C) NUMERO DE CADENAS: ambas
(D) CONFIGURACION: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADNc
(i) HIPOTETICA: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n®: 5:

ACAAGGGACT TTCCG

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID n° 6:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 13 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C)NUMERO DE CADENAS: ambas
(D) CONFIGURACION: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc
(i) HIPOTETICA: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n®: 6:

CCGGGTTTTC CCC

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID n° 7:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 27 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico

(C) NUMERO DE CADENAS: ambas
(D) CONFIGURACION: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc
(i) HIPOTETICA: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n®: 7:

AAGGGACTTT CCGCTGGGGA CTTTCCA

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID n° 8:
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(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 27 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico

(C) NUMERO DE CADENAS: ambas
(D) CONFIGURACION: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc

(i) HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n®: 8:

AAGGGACTTT CCGCTGGGGA CTTTCCG

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID n° 9:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 26 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico

(C) NUMERO DE CADENAS: ambas
(D) CONFIGURACION: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc

(i) HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n®: 9:

GCTGGGGACT TTCCAGGGAG GCGTGG

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID n° 10:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 26 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico

(C) NUMERO DE CADENAS: ambas
(D) CONFIGURACION: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc
(i) HIPOTETICA: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n° 10:

GCTGGGGACT TTCCAGGGGA GGTGTG

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID n° 11:
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(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 26 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico

(C) NUMERO DE CADENAS: ambas
(D) CONFIGURACION: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc
(i) HIPOTETICA: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 11:

GCTGGGGACT TTCCGGGGAG CGTGGC

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID n° 12

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 26 pares de bases
(B) TIPO: &cido nucleico

(C) NUMERO DE CADENAS: ambas
(D) CONFIGURACION: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc
(i) HIPOTETICA: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 12:

GCTGGGGACT TTCCGGGGAG GCGCGG

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID n° 13

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 26 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico

(C) NUMERO DE CADENAS: ambas
(D) CONFIGURACION: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc
(i) HIPOTETICA: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 13:

GCTGGGGACT TTCCAGAGAG GCGTGG

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID n°® 14

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
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(A) LONGITUD: 26 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico

(C) NUMERO DE CADENAS: ambas
(D) CONFIGURACION: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc
(i) HIPOTETICA: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°; 14:

GCTGGGGACT TTCCAGGGGA GGCGTG

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID n° 15:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 26 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico

(C) NUMERO DE CADENAS: ambas
(D) CONFIGURACION: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADNc
(i) HIPOTETICA: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 15:

GCTGGGGACT TTCCAGGGAG GCGTGG

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID n° 16:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 26 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico

(C) NUMERO DE CADENAS: ambas
(D) CONFIGURACION: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc
(i) HIPOTETICA: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 16:

GCTGGGGACT TTCCAGGGAG GCTGCC

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID n° 17:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
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(A) LONGITUD: 33 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico

(C) NUMERO DE CADENAS: ambas
(D) CONFIGURACION: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc

(i) HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 17:

TTTCCAGGGA GGCGTGGCCT GGGCGGGACT GGG

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID n° 18:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 33 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico

(C) NUMERO DE CADENAS: ambas
(D) CONFIGURACION: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc

(iiiy HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 18:

CGTGGCCTGG GCGGGACTGG GGAGTGGCGT CCC

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID n° 19:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 45 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico

(C) NUMERO DE CADENAS: ambas
(D) CONFIGURACION: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc

(i) HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 19:

CTACAAGGGA CTTTCCGCTG GGGACTTTCC AGGGAGGCGT GGCCT

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID n° 20

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 46 pares de bases
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(B) TIPO: acido nucleico
(C) NUMERO DE CADENAS: ambas
(D) CONFIGURACION: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc

(i) HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 20:

CAGCAAGGGA CTTTCCGCTG GGGACTTTCC AGGGGAGGTG TGGCCT

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID n° 21:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 46 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico

(C) NUMERO DE CADENAS: ambas
(D) CONFIGURACION: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc

(i) HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n° 21:

CATCAAGGGA CTTTCCGCTG GGGACTTTCC AGGGGAGGTG TGGCCT

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID n° 22:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 46 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico

(C) NUMERO DE CADENAS: ambas
(D) CONFIGURACION: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc

(i) HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID ne: 22:

CAACAAGGGA CTTTCCGCTG GGGACTTTCC AGGGGAGGTG TGGCCT

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID n° 23:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 45 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
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(C) NUMERO DE CADENAS: ambas
(D) CONFIGURACION: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc

(iii) HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n®: 23:

CTACAAGGGA CTTTCCGCTG GGGACTTTCC AGGGAGGCGT GGCAT

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID n° 24:
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 44 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico

(C) NUMERO DE CADENAS: ambas
(D) CONFIGURACION: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc

(i) HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°; 24:

CTACAAGGGA CTTTCCGCTG GGGACTTTCC GGGGAGCGTG GCCT
(2) INFORMACION PARA LA SEC ID n° 25
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 44 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) NUMERO DE CADENAS: ambas
(D) CONFIGURACION: lineal
(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc
(i) HIPOTETICA: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 25:
CTACAAGGGA CTTTCCGCTG GGGACTTTCC GGGGAGGCGC GGCT
(2) INFORMACION PARA LA SEC ID n° 26
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 45 pares de bases

(B) TIPO: acido nucleico
(C) NUMERO DE CADENAS: ambas
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(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc

(iiiy HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n° 29:

CTACAGGGGA CTTTCCGCTG GGGACTTTCC AGGGAGGCTG CCT
(2) INFORMACION PARA LA SEC ID e 30:
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 48 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico

(C) NUMERO DE CADENAS: ambas
(D) CONFIGURACION: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc

(i) HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°; 30:

43

CTTTCCGCTG GGGACTTTCC AGGGAGGCGT GGCCTGGGCG GGACTGGG 48

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID n° 31:
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 45 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico

(C) NUMERO DE CADENAS: ambas
(D) CONFIGURACION: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc

(i) HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 31:

TTTCCAGGGA GGCGTGGCCT GGGCGGGACT GGGGAGTGGC GTCCC
(2) INFORMACION PARA LA SEC ID n° 32:
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 59 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico

(C) NUMERO DE CADENAS: ambas
(D) CONFIGURACION: lineal
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(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc

(i) HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°; 32:

CTACAAGGGA CTTTCCGCTG GGGACTTTCC AGGGAGGCGT GGCCTGGGCG
GGACTGGGG 59

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID n° 33:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 59 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico

(C) NUMERO DE CADENAS: ambas
(D) CONFIGURACION: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc

(iii) HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n®: 33:

TTTCCGCTGG GGACTTTCCA GGGAGGCGTG GCCTGGGCGG GACTGGGGAG
TGGCGTCCC A 59

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID n° 34:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 70 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico

(C) NUMERO DE CADENAS: ambas
(D) CONFIGURACION: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc

(i) HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 34:

CTACAAGGGA CTTTCCGCTG GGGACTTTCC AGGGAGGCGT GGCCTGGGCG GGACTGGGGA 60

GTGGCGTCCC 70
(2) INFORMACION PARA LA SEC ID n° 35

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 61ares de bases
(B) TIPO: acido nucleico

(C) NUMERO DE CADENAS: ambas
(D) CONFIGURACION: lineal
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(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc

(ii) HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n° 35

TATCACCGCC AGCTGGTATTT ATGTCAACAC CGCCAGAGAT AATTTATCAC CGCAGATGGT

T
(2) INFORMACION PARA LA SEC ID n° 36:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 64 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico

(C) NUMERO DE CADENAS: ambas
(D) CONFIGURACION: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc

(iiiy HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 36:

TATCACCGCA AGGGATAAAT ATCTAACACC GTGCGTGTTG ACTATTTTAC CTCTGGCGGT

GATA
(2) INFORMACION PARA LA SEC ID n° 37:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 70 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico

(C) NUMERO DE CADENAS: ambas
(D) CONFIGURACION: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc
(i) HIPOTETICA: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 37:
CTACAAGGGA CTTTCCGCTG GGGACTTTCC AGGGAGGCGT GGCCTGGGCG GGACTGGGGA

GTGGCGTCCC
(2) INFORMACION PARA LA SEC ID n° 38:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 37 pares de bases
(B) TIPO: &cido nucleico

(C) NUMERO DE CADENAS: ambas
(D) CONFIGURACION: lineal
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(iv) ANTISENTIDO: NO
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 44:

GATCCGGGGG GATACCCCCC G
(2) INFORMACION PARA LA SEC ID n° 45:
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 91 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico

(C) NUMERO DE CADENAS: ambas
(D) CONFIGURACION: lineal

(ify TIPO DE MOLECULA: ADNc
(iii) HIPOTETICA: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n®: 45;
CGGGACTGGG GAGTGGCGTC CCTATCACCG CAAGGGATAA ATATCTAACA CCGTGCGTGT

TGACTATTTT ACCTCTGGCG GTGATAGCAT G
(2) INFORMACION PARA LA SEC ID n° 46:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 53 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico

(C) NUMERO DE CADENAS: ambas
(D) CONFIGURACION: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc

(iiiy HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 46:

21

60

91

CTAAGGGCGT AACCGAAATC GGTTGAACCG AAACCGGTTA GTATAAAAGC

AGA
(2) INFORMACION PARA LA SEC ID n° 47:
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 54 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico

(C) NUMERO DE CADENAS: ambas
(D) CONFIGURACION: lineal

(i) TIPODE MOLECULA: ADNc
(iii) HIPOTETICA: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO

53
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(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n®: 47:

AAAAGGGAGT AACCGAAAAC GGTCGGGACC GAAAACGGTG TATATAAAAG
ATGT 54

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID n° 48:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 54 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico

(C) NUMERO DE CADENAS: ambas
(D) CONFIGURACION: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc

(i) HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n®: 48:

AGTAGGGTGT AACCGAAAGC GGTTCAACCG AAAACGGTGC ATATATAAAG
CAAA 54

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID n° 49:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 24 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico

(C) NUMERO DE CADENAS: ambas
(D) CONFIGURACION: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc

(i) HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n®: 49:

GCTTCAACCG AATTCGGTTG CATG 24

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID n° 50:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 24 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico

(C) NUMERO DE CADENAS: ambas
(D) CONFIGURACION: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc
(iii) HIPOTETICA: NO
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(iv) ANTISENTIDO: NO

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 50:

TGTGCAACCG ATTTCGGTTG CCTT
(2) INFORMACION PARA LA SEC ID n° 51:
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 24 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico

(C) NUMERO DE CADENAS: ambas
(D) CONFIGURACION: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc
(i) HIPOTETICA: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n®: 51:

TATGCAACCG AAATAGGTTG GGCA
(2) INFORMACION PARA LA SEC ID n° 52
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 24 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico

(C) NUMERO DE CADENAS: ambas
(D) CONFIGURACION: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc
(i) HIPOTETICA: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 52:

TGCCTAACCG TTTTCGGTTA CTTG
(2) INFORMACION PARA LA SEC ID n° 53:
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 24 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico

(C) NUMERO DE CADENAS: ambas
(D) CONFIGURACION: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc
(i) HIPOTETICA: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO

24

24

24



5

10

15

20

25

30

35

40

45

-71-

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n®: 53:
GGACTAACCG TTTTAGGTCA TATT 24
(2) INFORMACION PARA LA SEC ID n° 54:
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 52 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) NUMERO DE CADENAS: ambas
(D) CONFIGURACION: lineal
(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc
(i) HIPOTETICA: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 54:

GACGACTATC CAGCGACCAA GATCAGAGCC AGACACCGGA AACCCCTGCC
AC 52

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID n° 55:
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 53 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico

(C) NUMERO DE CADENAS: ambas
(D) CONFIGURACION: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc

(iiiy HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 55:

GACGACACGG TATCCGCTAC TCAGCTTGTT AAACAGCTAC AGCACACCCC
CTC 53

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID n° 56:
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 60 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico

(C) NUMERO DE CADENAS: ambas
(D) CONFIGURACION: lineal
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(v) TIPO DE MOLECULA: ADNc
(vi) HIPOTETICA: NO
(vii) ANTISENTIDO: NO
5 (xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n®: 59:

ACAGACAACG ATAACCGACC ACCACAAGCA GCGGCCAAAC ACCCCGCCTT GGACAATAGA

ACAGCACGTA CTGCAACTAA
(2) INFORMACION PARA LA SEC ID n° 60:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
10
(A) LONGITUD: 266 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) NUMERO DE CADENAS: ambas
(D) CONFIGURACION: lineal
15
(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc
(i) HIPOTETICA: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 60:
20

CATATGCAAT ACAATGCATT ATACAAACTG GACACATATA TATATTTGTG AAGAAGCATC
AGTAACTGTG GTAGAGGGTC AAGTITGACTA TTATGGTTTA TATTATGTTC ATGAAGGAAT
ACGAACATAT TTTGTGCAGT TTAAAGATGA TGCAGAARAA TATAGTAAAA ATAAAGTATG
GGAAGTTCAT GCGGGTGGTC AGGTAATATT ATGTCCTACA TCTGTGTTTA GCAGCAACGA

AGTATCCTCT CCTGAAATTA TTAGGC

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID n° 61:
25 (i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 95 pares de bases

(B) TIPO: acido nucleico

(C) NUMERO DE CADENAS: ambas
30 (D) CONFIGURACION: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc
(i) HIPOTETICA: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO
35 (xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 61:

AGGATGTATA AAAMAACATG GATATACAGT GGAAGTGCAG TTTGATGGAG ACATATGCTA

TTAGGCAGCA CTTGGCCAAC CACCCCGCCG CGACC

60

80

60

120

180

240

266

60

95
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(2) INFORMACION PARA LA SEC ID n° 62:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 81 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico

(C) NUMERO DE CADENAS: ambas
(D) CONFIGURACION: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc

(i) HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 62:

CATGTTTTTT TATACATCCA TATCACCGCC AGTGGTATTT ATGTCAACAC CGCCAGAGAT

AATTTATCAC CGCAGATGGT T

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID n° 63:

1

Thr
Ile
Lys
Gly
§5

Gln

Leu

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 322 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(D) CONFIGURACION: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: péptido

(iiiy HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(v) TIPO DE FRAGMENTO: interno

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n®: 63:

Met Ala Aap ASp Asp Pro Tyr Gly Thr Gly Gln Met Phe His Leu
5

10 15

Ala Leu Thr His Ser Ile Phe Asn Ala Glu Leu Tyr Ser Pro
20 25 30

Pro Leu Ser Thr Asp Gly Pro Tyr Leu Gln Ile Leu Glu Gln
Gln Arg Gly Phe Arg Phe Arg Tyr Val Cys Glu Gly Pro Ser
50 55 60

Gly Leu Pro Gly Ala Ser Ser Glu Lys Asn Lys Lys Ser Tyr
70 75

Val Lys Ile Cys Asn Tyr Val Gly Pro Ala Lys Val Ile Val
85 90 95

Val Thr Asn Gly Lys Asn Ile His Leu Bis Ala His Ser Leu
100 105 110

Asn

Glu

Pro

His

Pro

Gln

val

60

81
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Gly

Asp

Lys

145

Gln

Ile

val

Phe

225

Lys

Ala

val

Gly

Arg

305

Ile

Lys

Met
130

Lrys

Gly

Ala

Ile

val

210

Thr

Ala

Gly

Gln

Gly

290

Gln

Thr

Bis Cys
115

val val

val Phe

Tyr Asn

Glu Gly
180

Arg Gln
195

Arg Leu

Arg Arxrg

Pro Asn

Cys val

260

Lys Asp
275

val Trp

Phe Ala

Glu

Gly

Glu

Pro

165

Gly

Ala

Met

Leu

aAla

245

Thr

Asp

Glu

Ile

Asp Gly val

Phe

Thr

150

Gly

Gly

Ala

Phe

Glu

230

Ser

Gly

Ile

Gly

val
310

Ala

135

Leu

Leu

Asp

val

Thr

215

Pro

AsSnD

Gly

Gln

Phe

295

Phe

120

ASn
Glu
Leu
Arg
Gln
200
Ala
val
Leu
Glu
Ile
280

Gly

Lys

-75-

Leu

Ala

val

Gln

185

Gln

Phe

val

Lys

Glu

265

Arg

Asp

Thr

Thr

Gly

Arg

His

170

Leu

Thr

Leu

Ser

Ile

250

Ile

Phe

Phe

Pro

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID n° 64:

val

Ile

Met

155

Ser

Thr

Lys

Pro

Asp

235

val

Tyr

Ser

Lys
315

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 325 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(D) CONFIGURACION: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: péptido
(i) HIPOTETICA: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO

(v) TIPO DE FRAGMENTO: interno

Thr
Leu
140
Thr
Asp
ASp
Glu
Asp
220
Ala
Arg
Leu
Glu
Pro
300

Tyr

Ala
125

Bis

Glu

Leu

Axrg

Met

205

Ser

Ile

Met

Leu

Glu

285

Thr

Lys

Gly

val

Ala

Ala

Glu

190

Asp

Thr

Tyr

Asp

Cys

270

Glu

Asp

Asp

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 64

Pro

Thr

cys

175

Lys

Leu

Gly

Asp

Arg

255

Asp

Glu

Vval

val

Lys

Lys

Ile

160

Leu

Glu

Ser

Ser

Ser

240

Thr

Lys

Asn

His

Asn
320



Met

Leu

Pro

Glu

Pro

65

Ser

Ile

Ser

Gly

val

145

Ala

Ala

Glu

Thr
225

Tyr

Ala

Asp

Gln
Gln
50

Ser

val

Leu

Pro

130

Thr

cys

TYyr

Lys

Leu

210

Gly

Asp

Axg

Asp

Glu

Pro

Met

35

Pro

His

Pro

Gln

val

115

Glu

Lys

Ile

Leu

Glu

195

ser

Sexr

Ser

Thr

Lys
275

Asp

Ser
20

Ala

Lys

Gly

Gln

Leu

100

Gly

Asp

Lys

Arg

Gln

180

Leu

val

Phe

Lys

Ala

260

val

Asp

Leu

Leu

Gln

Gly

val

85

val

Lys

cys

Lys

Gly

165

Ala

Ile

val

Thr

Ala

245

Gly

Gln

Pro

Thr

Pro
Arg
Leu
70

Lys
Thr
His
val
val
150
™Y
Glu
Arg
Arg
Arg

230

Pro

cys

Lys

TYT

His

Thr

Gly

Pro

Ile

Asn

cys

Bis

135

Phe

Asn

Gly

Gln

Leu

215

Arg

Asn

val

Asp

Leu

Thr

Ala
40

Phe
Gly
cys
Gly
Glu
120
Gly
Glu
Pro
Gly
Ala
200
Met

Leu

Ala

Asp
280

Gly

Ile
25

Asp

Arg

Ala

Asn

Lys

105

Asp

Phe

Thr

Gly

Gly

185

Ala

Phe

Glu

Ser

Gly

265

Ile

-76 -

Arg
10

Phe

Gly

Phe

Ser

TYyr

90 -

Asn

Gly

ala

Leu

Leu

170

Asp

Leu

Thr

Pro

Asn
250

Gly

Gln

Pro

Asn

Pro

Arg

Ser

75

val

Ile

Ile

Asn

Glu

155

Leu

Arg

Gln

Ala

val

235

Leu

Glu

Ile

Glu

Pro

Tyr

TYyr

60

Glu

Gly

Bis

Cys

Leu

140

Ala

val

Gln

Gln

Phe

220

val

Lys

Glu

Arg

Gln

Glu

Leu
45

val
Lys
Pro
Leu
Thr
125
Gly
Axrg
His
Leu
Thr
205
Leu
Ser
Ile

Ile

Phe
285

Met

val
30

Gln

Asn

Ala

His

110

val

Ile

Met

Pro

Gly

190

Lys

Pro

asp

Val

Tyr
270

Tyr

Phe
15

Phe

Ile

Glu

Lys

Lys

95

Ala

Thr

Leu

Thr

Asp

175

Asp

Glu

Asp

Ala

Arg

255

Leu

Glu

His

Gln

Leu

Gly

Lys

80

val

RHis

Ala

His

Glu

160

Leu

Arg

Met

Ser

Ile

240

Het

Leu

Glu
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Glu Glu Asn Gly Gly Val Trp Glu Gly Phe Gly Asp Phe Ser Pro Thr
290 295 300

Asp Val His Arg Gln Phe Ala Ile Val Phe Lys Thr Pro Lys Tyr Lys
305 310 315 320

Asp Ile Asn Ile Thr
325

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID n° 65:
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 268 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(D) CONFIGURACION: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: péptido

(iiy HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(v) TIPO DE FRAGMENTO: interno

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 65:

Met Glu Pro Ala Asp Leu Leu Pro Leu Tyr Leu Gln Pro Glu Trp Gly
1 5 10 15

Glu Gln Glu Pro Gly Gly Ala Thr Pro Phe Val Glu Ile Leu Glu Gln
20 25 30

Pro Lys Gln Arg Gly Met Arg Phe Arg Tyr Lys Cys Glu Gly Arg Ser
35 40 45

Ala Gly ser Ile Pro Gly Glu Bis Ser Thr Asp Ser Ala Arg Thr His
50 55 60

Pro Thr Ile Arg Val Asn BRis Tyr Arg Gly Pro Gly Arg Val Arg Val
65 70 75 80

Ser Leu val Thr Lys Asp Pro Pro His Gly Pro Bis Pro His Glu Leu
85 90 95

val Gly Arg Bis Cys Gln His Gly Tyr Tyr Glu Ala Glu Leu Ser Pro
100 105 110

Asp Arg Ser Ile His Ser Phe Gln Asn Leu Gly Ile Gln Cys Val Lys
115 120 125

Lys Arg Glu Leu Glu Ala Ala vVal Ala Glu Arg Ile Arg Thr Asn Asn
130 135 140

Asn Pro Phe Asn Val Pro Met Glu Glu Arg Gly Ala Glu Tyr Asp Leu
145 150 155 160
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Ser Ala Val Arg Leu Cys Phe Gln Val Trp Val Asn Gly Pro Gly Gly
165 170 175

Leu Cys Pro Leu Pro Pro Val Leu Ser Gln Pro Ile Tyr Asp Asn Arg
180 185 190

Ala Pro Ser Thr Ala Glu Leu Arg Ile Leu Pro Gly Asp Arg Asn Ser
185 200 205

Gly ser Cys Gln Gly Gly Asp Glu Ile Phe Leu Leu Cys Asp Lys Val
210 215 220

Gln Lys Glu Asp Ile Glu Val Arg Phe Trp Ala Glu Gly Trp Glu Ala
225 230 235 240

Lys Gly Ser Phe Ala Ala Ala Asp Val His Arg Gln Vval Ala Ile Vval
. 245 : 250 255

Phe Arg Thr Pro Pro Phe Arg Glu Arg Ser Leu Arg
260 265

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID n° 66:
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 263 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(D) CONFIGURACION: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: péptido

(iii) HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(v) TIPO DE FRAGMENTO: interno

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 66:

Met Asp Asp Leu Phe Pro Leu Ile Phe Pro Ser Glu Pro Ala Gln Ala
1 5 10 15

Ser Gly Pro Tyr Val Glu Ile Ile Glu Gln Pro Lys Gln Arg Gly Met
20 25 30

Arg Phe Arg Tyr Lys Cys Glu Gly Arg Ser Ala Gly Ser Ile Pro Gly
35 40 45

Glu Arg ser Thr Asp Thr Thxr Lys Thr Bis Pro Thr Ile Lys Ile asn
50 55 60

Gly Tyr Thr Gly Pro Gly Thr val Arg Ile Ser Leu Val Thr Lys Asp
65 70 75 80
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Phe Gln Asn Leu Gly Ile Gln Cys Val Lys Lys Arg Asp Leu Glu Gln
115 120 125

Ala Ile ser Gln Arg Ile Gln Thr Asn Asn Asn Pro Phe His val Pro
130 135 140

Ile Glu Glu Gln Arg Gly Asp Tyr Asp Leu Asn Ala Val Arg Leu Cys
145 150 155 160

Phe Gln val Thr val Arg Asp Pro Ala Gly Arg Pro Leu Leu Leu Thr
165 170 175

Pro Val Leu Ser His Pro Ile Phe Asp Asn Arg Ala Pro Asn Thr Ala
180 185 190

Glu Leu Lys Ile Cys Arg Val Asn Arg Asn Ser Gly Ser Cys Leu Gly
195 200 205

Gly Asp Glu Ile Phe Leu Leu Cys Asp Lys Val Gln Lys Glu Asp Ile
210 215 220

Glu val Tyr Phe Thr Gly Pro Gly Trp Glu Ala Arg Gly Ser Phe Ser
225 230 235 240

Gln Ala Asp Val His Arg Gln val Ala Ile Vval Phe Arg Thr Pro Pro
245 250 255

Tyr Ala Asp Pro Ser Leu Gln
260

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID n° 67:
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 263 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(D) CONFIGURACION: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: péptido

(i) HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(v) TIPO DE FRAGMENTO: interno

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n®: 67:

Met Asp Glu Leu Phe Pro Leu Ile Phe Pro Ala Glu Pro Ala Gln Ala
1 5 10 15

Ser Gly Pro Tyr Val Glu Ile Ile Glu Gln Pro Lys Gln Arg Gly Met
20 25 30

Arg Phe Arg Tyr Lys Cys Glu Gly Arg Ser Ala Gly Ser Ile Pro Gly
35 40 45

Glu Arg Ser Thr Asp Thr Thr Lys Thr Eis Pro Thr Ile Lys Ile Asn
50 55 60 -
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Gly Tyr
65

Pro Pro

Asp Gly

Thr

His

Phe

Gly

Arg

Tyr
100

Phe Gln Asn Leu

Ala Ile
130

Ile Glu
145

Phe Gln

Pro val

Glu Leu

Gly asp

210

Glu val
225

Gln ala

Tyr Ala

115

Ser

Glu

val

Leu
Lys
195

Glu

Tyr

AsSp

AsSp

Gln

Gln

Thr

Pro

180

Ile

Ile

Phe

val

Pro
260

Pro

Pro

85

Glu

Gly

Arg

Arg

val
165

His

cys

Phe

Thr

Bis

245

serxr

Gly
70

His
Ala
Ile
Ile
Gly
150
Arg
Pro
Arg
Leu
Gly
230

Arg

Leu

e
Pro
Glu
Gln
Gln
135

Asp

Asp

Ile
val

Leu

215

Pro

Gln

Gln

val

His

Len

cys
120

Thr

TYX

Pro

Phe

Asn
200

cys

Gly

val

Arg

Glu

cys

105

val

Asp

Ser

Asp
185
Arg
Asp

TrP

Ala

-80-

Ile
Leu
90

Pro

Lys

Leu

Gly
170

Asn

Asn

Lys

Glu

Ile
250

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID n° 68:

Ser
75

val

Asp

Lys

Asn

AsSn

155

Arg

Axg

Ser

val

Ala

235

val

Leu

Gly

Axg

Arg

Pro

140

Ala

Pro

Ala
Gly
Gln
220

Arg

Phe

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 299 aminoécidos
(B) TIPO: aminoacido
(D) CONFIGURACION: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: péptido
(i) HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO
(v) TIPO DE FRAGMENTO: interno
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 68:

val

Lys

cys

Asp

125

Phe

val

Leu

Pro
Ser
205
Lys

Gly

Axg

Asp
Ile
110
Leu
Gln

Arg

Arg

Asn
190
cys
Glu

Ser

Thr

Lys

Cys

95

His

Glu

Val

Leu

Leu
175

Thr

Leu

Asp

Phe

Pro
255

Asp

80

Arg

Ser

Gln

Pro

Cys
160

Pro

Ala

Gly

Ile

Ser

240

Pro



Met Phe
1l

val asp

Gln Gln

val Lys
50

Glu Cys
65

Pro Glu

Arg Ala

Pro His

Cys Thr
130

Leu Gly
145

Ala Arg
Arg Phe
Gln val
Pro Pro

210

Leu val
225

Pro aAsn Gln

Gly
Gln
35

Ile
Glu
AsSn
val
Pro
115
Leu
Ile
Glu
Gln
Phe
195

val

Ile

Gln

20

Leu

Thr

Gly

Lys

val

100

His

Glu

Gln

Glu

Pro

180

Met

Vval

Cys

5

Gln

Ala

Glu

Arg

Thr

85

val

Asn

Ile

cys

Ile

165

Ser

Glu

Ser

Arg

Asn

Ser

Gln

Gln

Ser
70

TYT

val

Len

Asn

val

150

Arg

Ser

Ser

Glu

Leu
230

Asn

Leu

Ser

Pro

55

Ala

Pro

serxr

val

Ser

135

Lys

val

Ile

Glu

Pro

215

Cys

-81-

Gly Ala Ala Pro

Asn

Thr
40

Ala

Gly

Thr

cys

Gly

120

Glu

Lys

Asp

Asp

Gln

200

Ile

Ser

Thr Gln Ile Ile Leu Leu Cys Glu

245

Tyr

25

Lys

Gly

Ser

Ile

val

108

Lys

Thr

Lys

Pro

Leu

185

Lys

Phe

Cys

Lys

10

Asn

Asn

Lys

Ile

Glu

90

Thr

Glu

Met

Asp

Phe

170

Asn

Gly

Asp

Ser

val
250

Gly
val
Ala
Pro
75

Ile
Lys
Gly
Arg
Ile
155
Lys
Ser
Arg
Lys
Ala

235

Ala

Gly

Leu

Arg

Leu

60

Gly

val

Asp

Cys

Ala

140

Glu

Thr

val

Phe

Lys

220

Thr

Gln
Pro
Lys
45

Axrg
val
Gly
Thr
Lys
125
val
Ala
Gly
Arg
Thr
205

Ala

val

Gly Pro ala

Ala

30

Lys

Phe

Asn

Tyr

Pro

110

Lys

Phe

Ala

Phe

Leu

190

Ser

Met

Phe

Lys Glu Asp

15

Gln

Pro

Arg

Ser

Lys

95

Tyr

Gly

Ser

Leu

Ser

175

cys

Pro

Ser

Gly

Ile
25%

Gln

TYr

Tyr

Thr

80

Gly

Arg

val

Asn

Lys

160

His

Phe

Leu

Asp

Asn

240

Ser

val Arg Phe Phe Glu Glu Lys Asn Gly Gln Ser val Trp Glu Ala Phe
270

260

265

Gly asp Phe Gln His Thr Asp Val His Lys Gln Thr Ala Ile Thr Phe
285

275

280

Lys Thr Pro Arg Tyr His Thr Leu Asp Ile Thr
295

290
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15
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(2) INFORMACION PARA LA SEC ID n° 69:

Met

Tyr

Tyr

Thr

Gly

65

Lys

Tyr

Leu

Leu

Bis
145
Ala

Leu

Leu

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 261 aminoacidos

(B) TIPO: aminoacido

(D) CONFIGURACION: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: péptido
(i) HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO
(v) TIPO DE FRAGMENTO: interno
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 69:

Asp Phe Leu Thr Asn Leu Arg Phe

Ile

Lys

Asp
50

Lys

Pro

Glu

Gly

Arg
130

Asn

Phe

Ile

Arg

Glu

Cys
35

Asn

val

Bis

Ala

Ile

115

Ile

Ile

Leu

Serxr

Ile
195

Ile
20
Glu

Asn

Lys

Pro

Glu

lo00

Gln

Ser

Asp

Pro

Asn

180

cys

5

Phe

Gly

Lys

Ile

His
85

Phe

Cys

Lys

Glu

Asp

165

Pro

Arg

Glu

Arg

Thr

Arg
70

Asp
Gly
val
Lys
TYX
150
Glu

Ile

val

Gln
Ser

Phe
55

Thr

Leu

Pro

Lys

AsSn
135

Asp

His

TYT

Asn

Pro Arg
25

Ala Gly
40

Pro Ser

Thr Leu

val Gly

Glu Arg
105

Lys Lys
120

Pro Phe

Leu Asnh

Gly Asn

ASp Asn
185

Lys Asn
200

Thr Glu Gly Ile Ser

10

Gln

ser

Ile

val

Lys

90

Gln

AsSp

Asn

val

TYyr
170

Arg

Cys

Arg Gly

Ile Pro

Gln Ile
60

Thr Lys

75

Gly cCys

val Leu

Leu Lys

val Pro
140

val arg
155
Thr Leu

Ala Pro

Gly Ser

Thr

Gly

Leu

Asn

Arg

Sex

Glu

125

Glu

Leu

Ala

AsSn

val
205

Arg
30

Glu

Glu

Asp

Phe

110

Ser

Glu

cys

Leu

Thr

190

Lys

Glu Pro
15

Phe Arg

His ser

Tyr Phe

Pro Tyr
80

Gly Tyr
95

Gln Asn

Ile Ser

Gln Leu

Phe Gln
160

Pro Pro
175

Ala Glu

Gly Gly
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Asp Glu Ile Phe Leu Leu Cys Asp Lys Val Gln Lys Asp Asp Ile Glu
210 215 220

Val Arg Phe Val Leu Gly Asn Trp Glu Ala Lys Gly Ser Phe Ser Gln
225 230 235 240

3

Ala Asp Val His Arg Gln Val Ala Ile Vval Phe Arg Thr Pro Pro Phe
245 250 255

Leu Gly Asp Ile Thr
260

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID n° 70:
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 262 aminoéacidos
(B) TIPO: aminoacido
(D) CONFIGURACION: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: péptido

(iii) HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(v) TIPO DE FRAGMENTO: interno

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 70:

Met Asp Phe Leu Thr Asn Leu Arg Phe Thr Glu Gly Ile Ser Glu Pro
1 5 10 15

Tyr Ile Glu lIle Phe Glu Gln Pro Arg Gln Arg Gly Met Arg Phe Arg
20 25 30

Tyr Lys Cys Glu Gly Arg Ser Ala Gly Ser Ile Pro Gly Glu His Ser
35 40 45

Thr Asp Asn Asn Lys Thr Phe Pro Ser Ile Gln Ile Leu Asn Tyr Phe
50 55 60

Gly Lys Vval Lys Ile Aarg Thr Thr Leu Val Thr Lys Asn Glu Pro Tyr
65 70 5 80

Lys Pro Bis Pro His Asp Leu Val Gly Lys Gly Cys Arg Asp Gly Tyr
85 80 95

Tyr Glu Ala Glu Phe Gly Pro Glu Arg Gln val Leu Ser Phe Gln Asn
100 105 110

Leu Gly Ile Gln Cys Val Lys Lys Lys Asp Leu Lys Glu Ser Ile Ser
115 120 125

Leu Arg Ile Ser Lys Lys Ile Asn Pro Phe Asn Val Pro Glu Glu Gln
130 135 140
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Leu His Asn Ile Asp Glu Tyr Asp Leu Asn Val Val Arg Leu Cys Phe
145 150 155 160

Gln Ala Phe Leu Pro Asp Glu His Gly Asn Tyr Thr Leu Ala Leu Pro
165 170 175

Pro Leu Ile Ser Asn Pro Ile Tyr Asp Asn Arg Ala Pro Asn Thr Ala
180 185 190

Glu Leu Arg Ile Cys Arg Val Asn Lys Asn Cys Gly Ser Val Lys Gly
195 200 205

Gly Asp Glu lle Phe Leu Leu Cys Asp Lys Val Gln Lys Asp Asp Ile
210 215 220

Glu Val Arg Phe Val Leu Gly Asn Trp Glu Ala Lys Gly Ser Phe Ser
225 230 235 240

Gln Ala Asp Val His Arg Gln Val Ala Ile Val Phe Arg Thr Pro Pro
245 250 255

Phe Leu Gly Asp Ile Thr
260

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID n° 71:
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 314 aminoéacidos
(B) TIPO: aminoacido
(D) CONFIGURACION: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: péptido

(i) HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(v) TIPO DE FRAGMENTO: interno

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 71:

Met Ser Asn Lys Lys Gln Ser Asn Arg Leu Thr Glu Gln His Lys Leu
1 5 10 15

ser Gln Gly val Ile Gly Ile Phe Gly Asp Tyr Ala Lys Ala His Asp
20 25 30

Leu Ala Val Gly Glu Val Ser Lys Leu val Lys Lys Ala Leu Ser Asn
35 40 45

Glu Tyr Pro Gln Leu Ser Phe Arg Tyr Arg Asp Ser Ile Lys Lys Thr
50 55 60

Glu Ile Asn Glu Ala Leu Lys Lys Ile Asp Pro Asp Leu Gly Gly Thr
65 70 75 80

Leu Phe val Ser Asn Ser Ser Ile Lys Pro Asp Gly Gly Ile Val Glu
85 90 95
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val

Lys

Gly

Arg

145

His

Ser
val
225

Leu

Ser

Phe

Arg
305

Lys Asp
His Gln
115

Lys Arg
130

Ser His

Phe Pro

Ile ser

ser Gly

195

Asn Phe
210

val asn
Thr ala
Lys Phe
Ile Tyr

275
Glu Ile

290

Asp Leu

Asp
100
Gly
Gly
Asn
Tyr
Ile
180
Ser
Leu
Leu
Ala
val
260

Thr

Met

Phe

Tyr

Lys

Asp

Ile

val

165

Thr

Glu

Thr

Glu

Asn

245

Asn

Gln

Phe

Glu

Gly

Asp

Gln

Ser

150

Leu

Arg

Ser

Glu

Tyr
230
TYr
His

Gly

Asp

Gin
310

Glu

Ile

Asp

135

Glu

Phe

Pro

His

Asn

215

Asn

Gly

Lys

Asp

Ile
295

Leu

Trp

Ile

120

Leu

Ile

Leu

Asp

Phe

200

Ile

Ser

Met

Asp

Gly

280

Ser

Thr

Axg
105
Asn
Met
Ala
Glu
Gly
185
Pro
Ser
Gly
Pro
Lys
265

Arg

Thr

Sey

-85-

val

Ile

Ala

Asn

Gly

170

Arg

Tyr

Ile

Ile

Ile

250

Ser

Glu

Thx

Lys

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID n° 72:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 17 aminoacidos

(B) TIPO: aminoacido

(D) CONFIGURACION: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: péptido
(i) HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO
(v) TIPO DE FRAGMENTO: interno

val

Arg

Ala

Phe

155

Ser

val

val

Thr

Leu

238

Asn

Ile

Trp

Ser

Leu

Asn

Gly

140

Mot

AsSn

val

Leu

Arg

220

Asn

ser

Met

Asp

Leu
300

val

Gly

125

Asn

Leu

Phe

Asn

Phe

205

Pro

aArg

Asn

Leu

Ser

285

Arg

Ala

110

Leu

Ala

Ser

Leu

Leu

190

Leu

Asp

Leu

Gln
270

Lys

val

Glu Ala
Leu Val
Ile Glu
Glu ser

160

Thr Glu
178

Glu Tyr
Glu Gly
Gly Arg
AsSp Arxg

240
Cya Ile
255
Ala ala

Ile Met

Leu Gly
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(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 72:

Cys Asp Thr Asp Asp Arg Eis Arg Ile Glu Glu Lys Arg Lys Arg Lys

1

Thr

5

10

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID n° 73:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 168 aminoacidos

(B) TIPO: aminoacido

(D) CONFIGURACION: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: péptido
(iiy HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO
(v) TIPO DE FRAGMENTO: interno
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 73:

15

Gly Asp Pro Gly Lys Lys Lys Gln His Ile Cys His Ile Gln Gly Cys

1

Gly Lys
His Thr
Axrg Phe

50

Gly Glu
65

Ser Asp

Gly Pro

Ala Gly

Thr Asn
130

Leu Ala
145

Ile Asn

val

Gly Glu Arg Pro Phe Met Cys Thr Trp Ser

a5

Thr

Lys

His

Gly

ser

115

Met

ASn

Ile

5

Tyr Gly Lys Thr Ser His Leu Arg Ala

20

Arg Ser Asp Glu Leu Gln Arg His Lys

Lys Phe Ala Cys Pro Glu Cys Pro Lys

70

55

40

25

10

75

60

15

His Leu Arg Trp

30

Tyr Cys Gly Lys

45

Arg Thr His Thr

Axrg Phe Met aArg

80

Leu Ser Lys His Ile Lys Thr His Gln Asn Lys Lys Gly

85

val Ala Leu Ser Val Gly Thr Leu Pro Leu

100

Glu Gly Ser Gly Thr Ala Thr Pro ser Ala

120

105

90

125

95

Asp Ser Gly
110

Leu Ile Thr

Val Ala Met Glu Ala Ile Cys Pro Glu Gly Ile Ala arg

135

140

Ser Gly Ile Asn Val Met Gln Val Ala Asp Leu Gln Ser

Ser Gly Asn Gly Phe

165

150

.

155

160
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(2) INFORMACION PARA LA SEC ID n° 74

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 181 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(D) CONFIGURACION: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: péptido
(iiiy HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO
(v) TIPO DE FRAGMENTO: interno
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 74:

Ser Gly Ile Val Pro Gln Leu Gln Asn Ile Val Ser Thr val

1 5

Gly Cys Lys Leu Asp
20

Glu Tyr Asn Pro Lys
35

Pro Arg Thr Thr ala
50

Gly Ala Lys Ser Glu
65

Arg val val Gln Lys
85

Ile Gln Asn Met val
100

Glu Gly Leu Val Leu
115

Leu Phe Pro Gly Leu
T 130
Leu Ile Phe Vval Ser

145

Ala Glu Ile Tyr Glu
165

Phe Arg Lys Thr Thr
180

Leu
Arg
Leu
Glu
70

Leu

Gly

Thr

Ile

Gly
150

Ala

Lys Thr
Phe Ala
40

Ile
55

Phe

Gln ser

Gly Phe

Ser Cys

Gln
120

RHis

TYyr
135

Arg

Lys Val

Phe Glu

10

Ile Ala Leu Arg Ala
25

Ala val Ile Met Arg
45

Ser Ser Gly Lys Met
60

Arg Leu Ala Ala Arg
75

Pro Ala Lys Phe Leu
90

Asp Val Lys Phe Pro
105

Gln Phe Ser Ser Tyr
125

Met Ile Lys Pro Arg
140

val Leu Thr Gly Ala
155

Asn Ile Tyr Pro Ile
170

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID ne 75:

Arg

30

Ile

val

Lys

Asp

Ile
110

Glu

Ile

Lys

Leu

Asn

15

AsSnh

Arg

cys

Tyr

Phe

95

Arg

Pro

val

val

Lys
175

Leu

Ala

Glu

Thr

Ala
80

Lys

Leu

Glu

Leu

Arg
160

Gly
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(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 85 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(D) CONFIGURACION: lineal

(ify TIPO DE MOLECULA: péptido

(i) HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(v) TIPO DE FRAGMENTO: interno

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n®: 75:

Ser Cys Phe Ala Leu Ile Ser Gly Thr Ala Asn Gln Val Lys Cys Tyr
1 5 10 15

Arg Phe Arg Val Lys Lys Asn Higs Arg His Arg Tyr Glu Asn Cys Thr
20 25 30

Thr Thr Trp Phe Thr Val Ala Asp Asn Gly Ala Glu Arg Gln Gly Gln
35 40 45

Ala Gln Ile Leu Ile Thr Phe Gly Ser Pro Ser Gln Arg Gln Asp Phe
50 55 60

Leu Lys His Val Pro Leu Pro Pro Gly Met Asn Ile Ser Gly Phe Thr
65 70 75 80

Ala Ser Leu Asp Phe
85

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID n° 76:
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 87 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(D) CONFIGURACION: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: péptido

(iii) HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(v) TIPO DE FRAGMENTO: intermno

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 76:

Cys Pro Cys Leu Leu Ile Gly Thr Ser Gly Asn Gly Asn Gln Val Lys
1 5 10 15

Cys Tyr Ser Phe Arg Val Lys Arg Trp His Asp Arg aAsp Lys Tyr His
20 25 30
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His Thr Thr Thr Trp Trp Ala Val Gly Gly Gln Gly Ser Glu Arg Pro
as 40 45

Gly Asp Ala Thr val Ile Val Thr Phe Lys Asp Gln Ser Gln Arg Sser
50 55 60

His Phe Leu Gln Gln Val Pro Leu Pro Pro Gly Met Ser Ala His Gly
65 70 75 80

Val Thr Met Thr val Asp Phe
85

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID n° 77:
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 84 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(D) CONFIGURACION: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: péptido

(i) HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(v) TIPO DE FRAGMENTO: interno

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 77:

Pro Pro Val Ile Cys Leu Lys Gly Gly His Asn Gln Leu Lys Cys Leu
1 5 10 15

Arg Tyr Arg Leu Lys Ser Lys His Ser Ser Leu Phe Asp Cys Ile Ser
20 25 30

Thr Thr Trp Ser Trp Val Asp Thr Thr Ser Thr Cys Arg Leu Gly Ser
35 40 45

Gly Arg Met Leu lle Lys Phe Ala Asp Ser Glu Gln Arg Asp Lys Phe
S0 55 60

Leu Ser Arg Val Pro Leu Pro Ser Thr Thr Gln Vval Phe Leu Gly Asn
65 70 75 ' 80

Phe Tyr Gly Leu
(2) INFORMACION PARA LA SEC ID n° 78:
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 84 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(D) CONFIGURACION: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: péptido
(iil) HIPOTETICA: NO
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(iv) ANTISENTIDO: NO
(v) TIPO DE FRAGMENTO: interno
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 78:

-90 -

Pro Pro Val Ile Leu Val Arg Gly Gly Ala Asn Thr Leu Lys

1 5

Arg Asn Arg Ala Arg
20

Thr Thr Trp Ser Trp
k13

Ser Arg Met Leu Ile
50

Asp Glu Thr val Lys

Leu Asp Ser Leu

Pro Pro Val val cys
1 5

Arg Tyr Arg Leu Lys
20

Thr Thr Trp His Trp
35

Ala Arg Met Leu Val
50

Leu Glu Arg val Ala
65

Phe Asn Gly Ser

val

val

Leu

TYyr
70

val

Ala

Thr

Lys

Leu
70

10

Arg Tyr Arg Gly

Ala
Phe
55

Pro

Lys

Ser

Asp

Phe

55

Pro

Gly
40
Thr

Lys

Gly
Thr
Arg
40

Ile

Arg

25

Asp ser

Ser Ala

Gly val

Gly Ala
10

Gln val
25
Lys Asn

Asp Glu

Ser val

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID n° 79:

Leu Phe Lys

Thr

Ccys

Glu

Gln
60

Asp Thr

75

Asn

Asp

Thr

Ala

Ser
75

Gln

Phe

Glu

Gln

60

val

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 84 aminoacidos

(B) TIPO: aminoacido

(D) CONFIGURACION: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: péptido
(i) HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO
(v) TIPO DE FRAGMENTO: interno
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°; 79:

Arg
45
Arg

Ser

Leu

Asp

Arg

Arg

Phe

Tyr
30
Leu

Glu

Tyr

Lys

Ser

30

Ile

Glu

Leu

cys
15

Phe
Gly

Lys

Gly

cys
15

Ile
Gly

Lys

Gly

Phe

Ser

Arg

Pro

Asn
80

Leu

Ser

Ser

Phe

Gln
80
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Pro Pro Val Val Cys Val Lys Gly Gly Ala Asn Gln Leu Lys Cys
1 5 10 15

Arg Tyr Arg Leu Lys Ala Ser Thr Gln Val Asp Phe Asp Ser Ile
20 25 30

Thr Thr Trp His Trp Thr Asp Arg Lys aAsn Thr Glu Arg Ile Gly
35 40 45

Ala Arg Met Leu Val Lys Phe Ile Asp Glu Ala Gln Arg Glu Lys
50 55 60

Leu Glu Arg Val Ala Leu Pro Arg Ser Val Ser Val Phe Leu Gly
65 70 75

Phe Asn Gly ser

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID n° 80:
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 84 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(D) CONFIGURACION: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: péptido

(i) HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(v) TIPO DE FRAGMENTO: interno

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 80:

Thr Pro Ile Val Gln Leu Gln Gly Asp Ser Asn Cys Leu Lys Cys
1l 5 10 15

Arg Tyr Arg Leu Asn Asp Lys Tyr Lys His Leu Phe Glu Leu Ala
20 25 30

Ser Thr Trp Bis Trp Ala Ser Pro Glu Ala Pro His Lys Asn Ala
35 40 45

val Thr Leu Thr Tyr Ser Ser Glu Glu Gln Arg Gln Gln Phe Leu
50 55 60

Leu

Ser

Ser

Phe

Gln
80

Phe

Ser

Ile

Asn

Ser vVal Lys Ile Pro Proc Thr Ile Arg His Lys Vval Gly Phe Met ser

65 70 75
Leu His Leu Leu
(2) INFORMACION PARA LA SEC ID n° 81:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 84 aminoacidos

80
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(B) TIPO: aminoécido
(D) CONFIGURACION: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: péptido

(i) HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(v) TIPO DE FRAGMENTO: interno

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 81:

Thr Pro Ile Val Gln Phe Gln Gly Glu Ser Asn Cys Leu Lys Cys Phe
1 5 10 15

Arg Tyr Arg Leu Asn Arg Asp His Axrg His Leu Phe Asp Leu Ile Ser
20 25 30

Ser Thr Trp His Trp Ala Ser Ser Lys Ala Pro His Lys His Ala Ile
35 40 45

val Thr val Thr Tyr Asp Ser Glu Glu Gln Arg Gln Gln Phe Leu Asp
50 55 60

Val val Lys Ile Pro Pro Thr Ile Ser His Lys Leu Gly Phe Met ser
65 70 75 80

Leu His Leu Leu

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID n° 82:
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 80 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(D) CONFIGURACION: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: péptido

(i) HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(v) TIPO DE FRAGMENTO: interno

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 82:

Thr Pro Ile Ile His Leu Lys Gly Asp Arg Asn Ser Leu Lys Cys Leu
1 5 10 15

Arg Tyr Arg Leu Arg Lys His Ser Asp His Tyr Arg Asp Ile Ser Ser
20 25 30

Thr Trp His Trp Thr Gly Ala Gly Asn Glu Lys Thr Gly Ile Leu Thr
35 40 45

val Thr Tyr Bis Ser Glu Thr Gln Arg Thr Lys Phe Leu Asn Thr val
50 55 60
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Ala Ile Pro Asp Ser Val Gln Ile Leu Val Gly Tyr Asn Thr Met Tyr

65 70 75

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID n° 83:
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 80 aminoacidos
(B) TIPO: aminoéacido
(D) CONFIGURACION: lineal

(i) TIPODE MOLECULA: péptido

(i) HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(v) TIPO DE FRAGMENTO: interno

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 83:

Thr Pro Ile Val His Leu Lys Gly Asp Ala Asn Thr Leu Lys
1 5 10

Arg Tyr Arg Phe Lys Lys His Cys Thr Leu Tyr Thr ala val
20 25 30

Thr Trp His Trp Thr Gly His Asn Tyr Lys His Lys Ser Ala
35 40 45

Thr Leu Thr Tyr Asp Ser Glu Trp Gln Arg Asp Gln Phe Leu
50 55 60

vVal Lys Ile Pro Lys Thr Ile Thr val Ser Thr Gly Phe Met
65 70 75

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID n° 84:
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 81 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(D) CONFIGURACION: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: péptido

(i) HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(v) TIPO DE FRAGMENTO: interno

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 84:

80

Cys Leu

15

Ser Ser

Ile val

Ser Gln

Ser Ile
80

Ala Pro Ile Val His Leu Lys Gly Glu Ser Asn Ser Leu Lys Cys Leu

1 5 10

1§

Arg Tyr Ard Leu Lys Pro Tyr Asn Glu Leu Tyr Ser Ser Met Ser Ser

20 ‘25 30
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(2) INFORMACION PARA LA SEC ID n° 87:
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 21 aminoacidos
(B) TIPO: aminodcido
(D) CONFIGURACION: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: péptido
(i) HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(v) TIPO DE FRAGMENTO: interno

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 87:

Gly Ile val Glu Gln Cys Cys Ala Ser Vval Cys Ser Leu Tyr Gln Leu

1 5 10

Glu Asn Tyr Cys Asn
20

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID n° 88:
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 30 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(D) CONFIGURACION: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: péptido
(i) HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(v) TIPO DE FRAGMENTO: interno

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 88:

Phe Val Asn Gln His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu Tyr

1 -3 10

Leu Val Cys Gly Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Pro Lys Thr

20 25
(2) INFORMACION PARA LA SEC ID n° 89:
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 24 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(D) CONFIGURACION: lineal
(i) TIPO DE MOLECULA: péptido

(i) HIPOTETICA: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO

30

15

15
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(v) TIPO DE FRAGMENTO: interno
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 89:

Gln Leu Tyr Ser Ala Leu Ala Asn Lys Cys Cys His val Gly Cys Ile

1 5

Lys Arg Ser Leu Ala Arg Phe Cys
20

10

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID n° 90:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 33 aminoacidos

(B) TIPO: aminoacido
(D) CONFIGURACION: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: péptido
(i) HIPOTETICA: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO

(v) TIPO DE FRAGMENTO: interno
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 90:

Asp Ser Trp Met Glu Glu Val Ile Lys Ile Cys Gly Arg Glu Leu Val

1 5

Arg Ala Gln Ile Ala Ile Cys Gly Met Ser Thr Trp Ser Lys Arg Ser

20 25

Leu

10

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID n° 91:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 24 aminoacidos

(B) TIPO: aminoacido
(D) CONFIGURACION: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: péptido
(i) HIPOTETICA: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO

(v) TIPO DE FRAGMENTO: interno
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 91:

Glu Glu Lys Met Gly Thr Ala Lys Lys Cys Cys Ala Ile Gly Cys Ser

1 5

Thr Glu Asp Phe Arg Met Val cCys
20

10

30

15

15

15
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(2) INFORMACION PARA LA SEC ID n° 92

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 40 aminoacidos
(B) TIPO: aminoécido
(D) CONFIGURACION: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: péptido

(i) HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(v) TIPO DE FRAGMENTO: interno

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 92

Arg Pro Asn Trp Glu Glu Arg Ser Arg Leu Cys Gly Arg Asp Leu Ile

1 5 10 15
Arg Ala Phe Ile Tyr Leu Cys Gly Gly Thr Arg Trp Thr Arg Leu Pro
20 25 30
Asn Phe Gly Asn Tyr Pro Ile Met
35 40

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID n° 93:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 182 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(D) CONFIGURACION: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: péptido

(i) HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(v) TIPO DE FRAGMENTO: interno

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 93:

Ser Gly Ile Vval Pro Thr Leu Gln Asn Ile Val Ser Thr val Asn Leu
1 5 10 15

Asp Cys Lys Leu Asp Leu Lys Ala Ile Ala Leu Gln Ala Arg Asn Ala
20 25 30

Glu Tyr Asn Pro Lys Arg Phe Ala Ala Val Ile Met Arg Ile Arg Glu
as . 40 45

Pro Lys Thr Thr Ala Leu Ile Phe Ala Ser Gly Lys Met Val Cys Thr
50 58 60

Gly Ala Lys Ser Glu Asp Phe Ser Lys Met Ala Ala Arg Lys Tyr Ala
65 70 75 80



10

15

20

-08 -

Arg Ile Val Gln Lys Leu Gly Phe Pro Ala Lys Phe Lys Asp Phe Lys
85 90 9s

Ile Gln Asn Ile Val Gly Ser Cys Asp Val Lys Phe Pro Ile Arg Leu
100 105 110

Glu Gly Leu Ala Tyr Ser His Ala Ala Phe Ser Ser Tyr Glu Pro Glu
115 120 125

Leu Phe Pro Gly Leu Ile Tyr Arg Met Lys Val Pro Lys lle Val Leu
130 135 140

Leu Ile Phe Val Ser Gly Lys Ile Val Ile Thr Gly Ala Lys Met Arg
145 150 155 160

Asp Glu Thr Tyr Lys Ala Phe Glu Asn Ile Tyr Pro Val Leu Ser Glu
165 170 175

Phe Arg Lys Ile Gln Gln
180

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID n° 94:
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 84 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(D) CONFIGURACION: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: péptido

(iii)y HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(v) TIPO DE FRAGMENTO: interno

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 94:

Asn Ser Asn Ser Thr Pro Ile Val His Leu Lys Gly Asp Ala Asn Thr
1 L] 10 15

Leu Lys Cys Leu Arg Tyr Arg Phe Lys Lys His Cys Thr Leu Tyr Thr
20 25 30

Ala val ser Ser Thr Trp His Trp Thr Gly His Asn Val Lys His Lys
as 40 45

Ser Ala Ile Val Thr Leu Thr Tyr Asp Ser Glu Trp Gln Arg Asp Gln
50 55 60

Phe Leu Ser Gln Val Lys Ile Pro Lys Thr Ile Thr val ser Thr Gly
65 70 75 80

Phe Met Ser Ile

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID n° 95:
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(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 84 aminoacidos
(B) TIPO: aminoécido
(D) CONFIGURACION: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: péptido

(i) HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(v) TIPO DE FRAGMENTO: interno

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 95:

Asn Ser Asn Thr Thr Pro Ile Val His Leu Lys Gly Asp Ala Asn Thr
1 5 10 15

Leu Lys Cys Leu Arg Tyr Arg Phe Lys Lys His Cys Thr Leu Tyr Thr
20 25 30

Ala val Sser Ser Thr Trp Bis Trp Thr Gly His Asn Val Lys Bis Lys
35 40 45

Ser aAla Ile Val Thr Leu Thr Tyr Asp Ser Glu Trp Gln Arg Asp Gln
50 55 60

Phe Leu Ser Gln Val Lys Ile Pro Lya Thr Ile Thr Vval Ser Thr Gly
65 70 75 80

Phe Met Ser Ile

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID n° 96:
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 83 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(D) CONFIGURACION: lineal

(iiy TIPO DE MOLECULA: péptido

(i) HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(v) TIPO DE FRAGMENTO: interno

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n®: 96:

Ser Gly Asn Thr Thr Pro Ile Ile Bis Leu Lys Gly Asp Arg Asn Ser
1 5 10 15

Leu Lys Cys Leu Arg Tyr Arg Leu Arg Lys His Ser Asp His Tyr Axg
20 25 30

Asp lIle ser Sser Thr Trp His Trp Thr Gly Ala Gly Asn Glu Lys Thr
35 40 45
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Gly Ile Leu Thr val Thr Tyr His Ser Glu Thr Gln Arg Thr Lys Phe
50 55 60

Leu Asn Thr Val Ala Ile Pro Asp Ser Val Glm Ile Leu Val Gly Tyr
65 70 75 80

Met Thr Met
(2) INFORMACION PARA LA SEC ID n° 97:
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 84 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
.(D) CONFIGURACION: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: péptido

(i) HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(v) TIPO DE FRAGMENTO: interno

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 97:

ser Gly Asn Thr Ala Pro Ile Val His Leu Lys Gly Glu Ser Asn Ser
1 5 10 15

Leu Lys Cys Leu Arg Tyr Arg Leu Lys Pro Tyr Lys Glu Leu Tyr Ser
20 25 30
ser Met Ser Ser Thr Trp Eis Trp Thr Ser Asp Asn Lys Asn Ser Lys

35 40 45

Asn Gly Ile val Thr val Thr Phe Val Thr Glu Gln Gln Gln Gln Met
50 55 60

Phe Leu Gly Thr Val Lys Ile Pro Pro Thr Val Gln Xle Ser Thr Gly
65 70 75 80

Phe Met Thr Leu
(2) INFORMACION PARA LA SEC ID n° 98:
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 89 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(D) CONFIGURACION: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: péptido
(i) HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(v) TIPO DE FRAGMENTO: interno
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(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 98:

Ser Gly Asn Thr Ser Cys Phe Ala Leu Ile Ser Gly Thr Ala Asn Gln
1 5 10 15

Val Lys Cys Tyr Arg Phe Arg Val Lys Lys Asn His Arg His Arg Tyr
20 25 30

Glu Asn Cys Thr Thr Thr Trp Phe Thr val Ala Asp Asn Gly Ala Glu
35 40 45
Arg Gln Gly Gln Ala Gln Ile Leu Ile Thr Phe Gly Ser Pro Ser Gln
S0 S5 60

Arg Gln Asp Phe Leu Lys Bis Val Pro Leu Pro Pro Gly Met Asn Ile
65 70 75 80

Ser Gly Phe Thr Ala Ser Leu Asp Phe
85

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID n° 99:
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 7 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(D) CONFIGURACION: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: péptido

(i) HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(v) TIPO DE FRAGMENTO: C-terminal

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 99:

Ser Asn Lys Lys Thr Thr Ala
1 s

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID n° 100:
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 4 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(D) CONFIGURACION: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: péptido

(i) HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(v) TIPO DE FRAGMENTO: interno

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 100:
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Asn Ser Asn Thr
1

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID n° 101:
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 4 aminoacidos
(B) TIPO: aminoécido
(D) CONFIGURACION: lineal
(i) TIPO DE MOLECULA: péptido
(i) HIPOTETICA: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO
(v) TIPO DE FRAGMENTO: interno
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 101:

Ser Gly Asn Thr
1

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID n° 102:

20

25

30

35

40

45

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 6 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(D) CONFIGURACION: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: péptido

(i) HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(v) TIPO DE FRAGMENTO: interno

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 102:

Ser Ser Gly Ser ser Gly

5

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID n® 103:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 15 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(D) CONFIGURACION: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: péptido

(i) HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(v) TIPO DE FRAGMENTO: interno

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 103:
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Cys Tyr Pro Glu Ile Lys Asp Lys Glu Glu val Gln Arg Lys Arg
1 5 10 15

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID n° 104:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 66 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(D) CONFIGURACION: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: proteina

(i) HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(v) TIPO DE FRAGMENTO: N-terminal

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 104:

Met Glu Gln Arg Ile Thr Leu Lys Asp Tyr Ala Met Arg Phe Gly Glmn
1 5 10 . 15

Thr Lys Thr Ala Lys Asp Leu Gly Val Tyr Gln Ser Ala Ile Asn Lys
20 25 30

Ala Ile His Ala Gly Arg Lys Ile Phe Leu Thr Ile Asn Ala Asp Gly

35 40 45
Ser Val Tyr Ala Glu Glu Val Lys Pro Phe Pro Ser Asn Lys Lys Thr
50 55 60
Thr Ala

65
(2) INFORMACION PARA LA SEC ID n° 105:
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 66 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(D) CONFIGURACION: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: proteina

(i) HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(v) TIPO DE FRAGMENTO: N-terminal

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 105:

Met Glu Gln Glu Ile Thr Leu Lys Asp Tyr Ala Met arg Phe Gly Gln
1 ) 10 15
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Thr Lys Thr Ala Lys Asp Leu Gly Val Tyr Gln Ser Ala Ile Asn Lys
20 25 30

Ala Ile His Ala Gly Arg Lys Ile Phe Leu Thr Ile Asn Ala Asp Gly
35 40 45

Ser val Tyr Ala Glu Glu Val Lys Pro Phe Pro Ser Asn Lys Lys Thr
50 55 60

Thr Ala
65

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID n° 106:
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 66 aminoéacidos
(B) TIPO: aminoécido
(D) CONFIGURACION: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: proteina

(i) HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(v) TIPO DE FRAGMENTO: N-terminal

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 106:

Met Arg Gln Arg Ile Thr Leu Lys Asp Tyr Ala Met Arg Phe Gly Gln
1 5 10 15

Thr Lys Thr Ala Lys Asp Leu Gly Val Tyr Gln Ser Ala Ile Asn Lys
20 25 30

Ala Ile Eis Ala Gly Arg Lys Ile Phe Leu Thr Ile Asn Ala Asp Gly
35 40 45

Ser val Tyr Ala Glu Glu val Lys Pro Phe Pro Ser Asn Lys Lys Thr
50 55 60

Thr Ala
65

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID n° 107:
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 96 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(D) CONFIGURACION: lineal
(i) TIPO DE MOLECULA: péptido

(i) HIPOTETICA: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO
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(v) TIPO DE FRAGMENTO: N-terminal

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 107:

Ser Thr Lys Lys Lys Pro Leu Thr Gln Glu Gln Leu Glu Asp Ala Arg

1 5 10

. 15

Arg Leu Lys Ala Ile Tyr Glu Lys Lys Lys Asn Glu Leu Gly Leu Ser

20 25

30

Glu Glu Ser Val Ala Asp Lys Met Gly Met Gly Gln Ser Gly val Gly

35 40

45

Ala Leu Phe Asn Gly Ile Asn Ala Leu Asn Ala Tyr Asn Ala Ala Leu

S0 55 60

Leu Ala Lys Ile Leu Lys Val Ser vVal Glu Glu Phe Ser Pro Ser Ile

65 70 75

80

Ala Arg Glu Ile Tyr Glu Met Tyr Glu Ala Val Ser Met Glu Pro Ser

85 90

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID n° 108:
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 96 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(D) CONFIGURACION: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: péptido

(i) HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(v) TIPO DE FRAGMENTO: N-terminal

95

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 108:

Ser Thr Lys Lys Lys Pro Leu Thr Glm Glu Gln Leu
1 5 10

Arg Leu Lys Ala Ile Tyr Glu Lys Lys Lys Asn Glu
20 25

Gln Glu Ser val Ala Asp Lys Met Gly Met Gly Gln
35 40

Ala Leu Phe Asn Gly Ile Asn Ala Leu Asn Ala TYyr
50 5% 60

Leu Ala Lys Ile Leu Lys Val Ser Val Glu Glu Phe
65 70 75

Ala Arg Glu Ile Tyr Glu Met Cys Glu Ala Val Ser
85 90

Glu Asp Ala Axrg
15

Leu Gly Leu Ser
3o

Ser Gly val Gly
45

Asn Ala Ala Leu

Ser Pro Ser Ile
80

Met Glu Pro Ser
95
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(2) INFORMACION PARA LA SEC ID n° 109:

10

Gly

Glu

Tyr
Leu
65

Phe

Ser
145

Phe

Phe
15

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 180 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(D) CONFIGURACION: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: proteina

(iii) HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(v) TIPO DE FRAGMENTO: N-terminal

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 109:

Ile val Glu Gln cys Cys Thr Ser Ile Cys Ser Leu Tyr

5 10

Asn Tyr Cys Asn Met Ser Met Glu Gln Arg
20 25

Ala Met Arg Phe Gly Gln Thr Lys Thr Ala
35 40

Gln Ser Ala Ile Asn Lys Ala Ile His Ala
50 55

Thr Ile Asn Ala Asp Gly Ser val Tyr Ala
70 75

Pro Ser Asn Lys Lys Thr Thr Ala Ser Asn
85 90

Ser Asn Thr Thr Pro Ile Val His Leu Lys
100 105

Lys Cys Leu Arg Tyr Arg Phe Lys Lys His
118 120

Val ser Ser Thr Trp His Trp Thr Gly His
130 135

Ala Ile val Thr Leu Thr Tyr Asp Ser Glu
150 155

Leu Ser Gln Val Lys Ile Pro Lys Thr Ile
165 170

Met Ser Ile
180

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID n° 110:

20

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

Ile

Lys

Gly

60

Glu

Lys

Gly

cys

Asn
140

Trp

Thr

Thr

Asp

45

Arg

Glu

Lys

ASp

Thr

125

val

Gln

val

Leu

30

Leu

Lys

val

Thr

Ala

110

Leu

Lys

Arg

ser

Gln
15

Lys
Gly
Ile
Lys
Thr

95

Asn

Tyr

His

Asp

Thr
175

Leu

Asp

val

Phe

Pro

80

Ala

Thr

Thr

lys

Gln

160

Gly
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15

20

25

Gly

Glu

TYr
Leu
65

Phe

cys

Thr
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(A) LONGITUD: 113 aminoacidos

(B) TIPO: aminoacido

(D) CONFIGURACION: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: proteina
(i) HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO
(v) TIPO DE FRAGMENTO: N-terminal
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 110:

Ile Val Glu Gln Cys Cys Thr Ser lIle Cys Ser

Asn Tyr Cys
20

Ala Met Arg
35

Gln Ser Ala
50

Thr Ile Asn

Pro Ser Asn

Asp Thr Asp
100

5

Asn

Phe

Ile

Ala

Lys

85

Asp

Met

Gly

Asn

Asp

70

Lys

Ser

Gln

Lys

55

Gly

Thr

Bis

Met

Thr

40

Ala

Ser

Thr

Arg

10

Glu Gln Arg
25

Lys Thr Ala
Ile His Ala
val Tyr Ala

75

Ala Ser Asn
90

Ile Glu Glu
105

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID n°® 111:

Ile

Lys

Gly

60

Glu

Lys

Lys

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 292 aminoécidos

(B) TIPO: aminoacido

(D) CONFIGURACION: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: proteina
(iii) HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO
(v) TIPO DE FRAGMENTO: N-terminal
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 111:

Leu

Thr

Asp

45

Arg

Glu

Lys

Arg

Tyr Gln Leu
15

Leu Lys Asp
30

Leu Gly val
Lys Ile Phe
Val Lys Pro

80

Thr Thr ala
95

Lys Arg Lys
110

Phe Val Asn Gln Bis Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu TYX

1

5

10

15

Leu Val Cys Gly Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Pro Lys Thr Met Ser

20

25

30



Met

Thr

Ala

65

Ser

Thr

Gly

TYyr
145

Arg

val

Gln

Gly

225

Phe

Ile

Glu

Arg Lys Thr Thr
290

Glu

Lys

50

Ile

val

Ala

Ile

Lys

130

Asn

Thr

Lys

val

Asn

210

Leu

Pro

Phe

Ile

Gln
35

Thr

His

TYX

Ser

val

115

Leu

Pro

Thr

Ser

Gln

195

Met

val

Gly

val

TYyr
275

Glu Ile Thr Leu Lys

Ala

Ala

Ala

Asn

100

Pro

Asp

Lys

Ala

Glu

180

Lys

val

Leu

Leu

Ser
260

Glu

Lys

Gly

Glu

85

Lys

Gln

Leu

Arg

Leu

165

Glu

Leu

Gly

Thr

Ile
245

Gly

Ala

Asp
Arg
70

Glu

Lys

Leu

Lys

Phe

150

Ile

Gln

Gly

Ser

His
230

TYT

Lys

Phe

Leu

58

Lys

val

Thr

Gln

Thr

135

Ala

Phe

Ser

Phe

cys
215
Gln

Arg

val

Glu

40

Gly

Ile

Lys

Thr

Asn

120

Ile

Ala

Ser

Arg

Pro

200

Asp

Gln

Met

val

Asn
280
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AsSp Tyr Ala

val

Phe

Pro

Ala

105

Ile

Ala

val

Ser

Leu

185

Ala

val

Phe

Ile

Leu
265

Ile

TYr

Leu

Phe

90

Ser

val

Leu

Ile

Gly

170

Ala

Lys

Lys

Ser

Lys
250

Thr

Tyr

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID n° 112:

Gln
Thr
75

Pro
Ser
ser
Arg
Met
155
Lys
Ala
Phe
Phe
Serxr

235

Pro

Gly

Pro

Met

Ser
60

Ile
Ser
Gly
Thr
Ala
140
Arg
Met
Arg
Leu
Pro

220

Arg

Ala

Ile

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 273 aminoacidos

Arg

Ala

Asn

ABn

Ser

val

125

Arg

Ile

val

Lys

Asp

205

Ile

Glu

Ile

Lys

Leu
285

Phe

Ile

Ala

Lys

Ser

110

Asn

AsSn

Arg

cys

TYyr

190

Phe

Arg

Pro

val

val
270

Lys

Gly Gln

Asn Lys

Asp Gly
80

Lys Thr
95

Gly Ser
Leu Gly
Ala Glu
Glu Pro

160

Thr Gly
175

Ala Arg
Lys Ile
Leu Glu
Glu Leu

240
Leu Leu
255

Arg Ala

Gly Phe
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Phe

Thr

aAla

65

Ser

Thr

Gln

Ser

Met

145

Leu

Pro

Ile

val

Thr
225

-109

(B) TIPO: aminoacido
(D) CONFIGURACION: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: proteina

(i) HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(v) TIPO DE FRAGMENTO: N-terminal

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 112:

Val Asn Gln His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala

5 )

val Cys Gly Glu Arg Gly Phe Phe Tyr
20 25

Arg Gln Arg Ile Thr Leu Lys Asp Tyr
35 40

Lys Thr Ala Lys Asp Leu Gly Vval Tyr
50 S5

Ile His Ala Gly Arg Lys Ile Phe Leu
70

vVal Tyr Ala Glu Glu Val Lys Pro Phe
85 90

Ala Ser Asn Lys Lys Thr Thr Ala Gly
100 105

Bis Ile Cys His Ile Gln Gly Cys Gly
115 120

His Leu Arg Ala His Leu Arg Trp His
130 135

Cys Thr Trp Ser Tyr Cys Gly Lys Arg
150

Gln Arg His Lys Arg Thr His Thr Gly
165 170

Glu Cys Pro Lys Arg Phe Met Arg Ser
180 185
Lys Thr His Gln Asn Lys Lys Gly Gly
195 200

Gly Thr Leu Pro Leu Asp Ser Gly Ala
210 215

Ala Thr Pro Ser Ala Leu Ile Thr Thr
230

Thr
Ala
Gln
Thr
75

Pro
Asp
Lys
Thr
Phe
155

Glu

Asp

Pro

Gly

Asn
235

Pro
Met
Ser
60

Ile
Ser
Pro
val
Gly
140
Thxr
Lys
His
Gly
Ser

220

Met

Lys Thr
30

Arg Phe
45

Ala Ile
Asn Ala
Asn Lys

Gly Lys
110

Tyr Gly
125

Glu Arg
Arg Ser
Lys Phe

Leu Ser
" 190

val aAla
205

Glu Gly

val ala

Leu Tyr
15

Met ser

Gly Gln

Asn Lys

Asp Gly
80

Lys Thr
95

Lys Lys

Lys Thr

Pro Phe

Asp Glu
160

Ala cys
175

Lys His

Leu Ser

Ser Gly

Met Glu
240
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15
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Ala Ile Cys Pro Glu Gly Ile Ala Arg Leu Ala Asn Ser Gly Ile asn

245

250

255

Val Met Gln Val Ala Asp Leu Gln Ser Ile Asn Ile Ser Gly Asnm Gly

Phe

260

265

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID n° 113:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 421 aminoécidos

(B) TIPO: aminoacido

(D) CONFIGURACION: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: proteina
(i) HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO
(v) TIPO DE FRAGMENTO: N-terminal
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 113:

270

Gln Leu Tyr Ser Ala Leu Ala Asn Lys Cys Cys His Val Gly

Lys Arg Ser
Leu Lys Asp
35

Leu Gly Vval
50

Lys Ile Phe
65

val Lys Pro

Thr Thr Ala

His Leu Asn
115

ser Pro Glu
130

Glu Gln Pro
145

5

Leu Ala
20

TYr Ala
Tyr Gln
Leu Thr
Phe Pro

85

Met Ala
100

Thr aAla

Ile Pro

Lys Gln

Arg Phe

Met Arg

Ser Ala
55

Ile Asn
70

Ser Asn

Asp Asp

Leu Thr

Leu Ser
135

Arg Gly
150

cys

Phe

40

Ile

Ala

Lys

Asp

His

120

Thr

Phe

10

Met Ser Met
25

Gly Gln Thr
Asn Lys Ala
Asp Gly Ser

75

Lys Thr Thr
90

Pro Tyr Gly
105

Ser 1le Phe

Asp Gly Pro

Arg Phe Arg
155

Axg

Lys

Ile

60

val

Ala

Thr

Asn

TYyr
140

TYT

Gln

Thr

45

His

Tyr

Ser

Gly

Ala
125

Leu

val

Arg

30

Ala

Ala

Ala

aAsn

Gln
110

Glu

Gln

cys

Cys Ile
15

Ile Thr

Lys Asp

Gly Arg

Glu Glu
80

Lys Lys
95

Met Phe

Leu Tyr

Ile Leun

Glu Gly
160



v

Pro Ser His

Ser

Ile

Ser

Gly

225

val

Glu

Asp
305

Thr

Asp

cys

Glu
385

Asp

Asp

TYyr
val
Leu
210
Pro
Thr
cys
e
Lys
290
Leu
Gly
AsSp
Arg
Asp
370

Glu

val

val

Pro

Gln

195

val

Lys

Lys

Ile

Leu

275

Glu

Ser

Ser

Ser

Thr

355

Lys

Asn

Bis

Asn

-111 -

Gly Gly Leu Pro Gly Ala Ser

Gln
180
Leu
Gly
Asp
Lys
Arg
260
Gln
Ile
val
Phe
Lys
340
ala
val

Gly

Arg

165

val

val

Lys

Met

Lys

245

Gly

Ala

Ile

val

Thr

325

Ala

Gly

Gln

Gly

Gln
405

Ile Thr

420

Lys

Thr

Bis

val

230

val

Tyr

Glu

Arg

Arg

310

Arg

Pro

cys

Lys

Val

390

Phe

Ile

Asn

cys
215
val
Phe
AsSn
Gly
Gln
295
Leu
Axg
ASn
val
ASp
375

Trp

Ala

Cys

Gly

200

Glu

Gly

Glu

Pro

Gly

280

Ala

Met

Leu

Ala

Thr

360

Asp

Glu

Ile

Asn
185
Lys
Asp
Phe
Thr
Gly
265
Gly
Ala
Phe
Glu
Ser
345
Gly
Ile

Gly

val

170

Tyr

Asn

Gly

Ala

Leu

250

Leu

Asp

Val

Thr

Pro

330

Asn

Gly

Gln

Phe

Phe
410

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID n° 114:

Ser
val
Ile
Val
Asn
235
Glu
Leu
Arg
Gln
Ala
315
val
Leu
Glu
Ile
Gly

395

Lys

Glu
Gly
Bis
Cys
220
Leu
Ala
val
Gln
Gln
300
Phe
val
Lys
Glu
Arg
380

Asp

Thr

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 391 aminoacidos

Lys

Pro

Leu

205

Thr

Gly

Axrg

His

Leu

285

Thr

Leu

Ser

Ile

Ile

365

Phe

Phe

Pro

Asn
Ala
1%0
Bis
val
Ile
Met
ser
270
Thr
Lys
Pro

aAsp

val
350

Tyr
Tyr
Ser

Lys

Lys
175
Lys

Ala

Leu

Thr

255

Asp

Asp

Glu

Asp

Ala

335

Arg

Leu

Glu

Pro

Tyr
415

Lys

val

His

Ala

His

240

Glu

Leu

Arg

Met

Ser

320

Ile

Met

Leu

Glu

Thr

400

Lys
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Met

Thr

Ala

Ser

Thr

65

Phe

Phe

Ile

Glu

Lys

145

Lys

Ala

Thr

Thr
225

(B) TIPO: aminoacido

-112 -

(D) CONFIGURACION: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: proteina

(i) HIPOTETICA: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO

(v) TIPO DE FRAGMENTO: N-terminal
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 114:

Arg Gln Arg Ile Thr Leu Lys
5

Lys Thr Ala Lys Asp Leu Gly
20

Ile His Ala Gly Arg Lys Ile
35 40

val Tyr Ala Glu Glu Val Lys
50 55

Ala Met Ala Glu Asp Asp Pro
70

His Leu Asp Pro Ser Leu Thr
85

Gln Pro Glm Met Ala Leu Pro
100

Leu Glu Gln Pro Lys Gln Arg
115 120

Gly Pro Ser His Gly Gly Leu
130 135

Lys Ser Tyr Pro Gln Vval Lys
150

val Ile val Gln Leu Val Thr
165

His Ser Leu Val Gly Lys His
180

Ala Gly Pro Glu Asp Cys Val
195 200

His Vval Thr Lys Lys Lys Val
210 215

Glu Ala Ccys Ile Arg Gly Tyr
230

Asp

val

25

Phe

Pro

Tyr

Hisg

Thr

105

Gly

Pro

Ile

Asn

Cys
185

His

Phe

Asn

Tyr Ala Met Arg Phe Gly Gln

10

Tyr Gln

Leu Thr

Phe Pro

Leu Gly
75

Thr Ile
S0

Ala aAsp

Phe Arg

Gly Ala

Cys Asn
155

Gly Lys
170

Glu Asp

Gly Phe

Glu Thr

Pro Gly
235

Ser

Ile

Ser

60

Arg

Phe

Gly

Phe

ser
140

TYX

Asn

Gly

Ala

Leu
220

15

Ala Ile Asn Lys
30

Asn Ala Asp Gly
45

AsSn Lys Lys Thr
Pro Glu Gln Met
80

Asn Pro Glu val
95

Pro Tyr Leu Gln
110

Arg Tyr Val Cys
125

Ser Glu Lys Asn
val Gly Pro ala
160

Ile His Leu His
175

Ile cys Thr val
190

Asn Leu Gly Ile
205

Glu Ala Arg Met

Leu val His Pro
240
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Asp Leu Ala Tyr Leu Glm Ala Glu Gly Gly Gly Asp Arg Gln Leu Gly
245 250 255

ABp Arg Glu Lys Glu Leu Ile Arg Gln Ala Ala Leu Gln Gln Thr Lys
260 265 270

Glu Met Asp Leu Ser Val Val Arg Leu Met Phe Thr Ala Phe Leu Pro
275 280 285

Asp Ser Thr Gly Ser Phe Thr Arg Arg Leu Glu Pro val val Ser Asp
290 295 300

Ala Ile Tyr Asp Ser Lys Ala Pro Asn Ala Ser Asn Leu Lys Ile val
305 310 315 320

Arg Met Asp Arg Thr Ala Gly Cys Val Thr Gly Gly Glu Glu Ile Tyr
325 330 33s

Leu Leu Cys Asp Lys Val Gln Lys Asp Asp Ile Gln Ile Arg Phe Tyr
340 345 350

Glu Glu Glu Glu Asn Gly Gly Val Trp Glu Gly Phe Gly Asp Phe Ser
355 360 365

Pro Thr Asp Val His Arg Gln Phe Ala Ile Val Phe Lys Thr Pro Lys
370 375 380

Tyr Lys Asp Ile Asn Ile Thr
ass 330

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID n° 115:
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 391 aminoécidos
(B) TIPO: aminoacido
(D) CONFIGURACION: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: proteina

(i) HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(v) TIPO DE FRAGMENTO: N-terminal

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 115:

Met Glu Gln Glu Ile Thr Leu Lys Asp Tyr Ala Met Arg Phe Gly Gln
1 5 10 15

Thr Lys Thr Ala Lys Asp Leu Gly val Tyr Gln Ser Ala Ile Asn Lys
20 25 30

Ala Ilo His Ala Gly Arg Lys Ile Phe Leu Thr Ile Asn Ala Asp Gly
35 40 45



Ser

Thr

65

Phe

Phe

Ile

Glu

Lys

145

Lys

Ala

Thr

Leu

Thr

225

aAsp

Asp

Glu

Asp Ser Thr Gly Ser Phe Thr Arg Arg Leu Glu Pro Val Val Ser

Ala Ile Tyr Asp Ser Lys Ala Pro Asn Ala Ser Asn Leu Lys Ile

305

val Tyr
50

Ala Met

His Leu

Gln Pro

Leu Glu
118

Gly Pro
130

Lys Ser

val Ile

His Ser

Ala Gly
195

His val
210

Glu Ala

Leu Ala

Arg Glu

Met Asp
275

290

Ala

Ala

Asp

Gln

100

Gln

Ser

val
Leu
180

Pro

Thr

cys

TYT

Lys

260

Leu

Glu

Glu

Pro

85

Met

Pro

His

Pro

Gln

165

val

Glu

Lys

Ile

Leu

245

Glu

ser

Glu
AsSp
70

ser
Ala
Lys
Gly
Gln
150

Leu

Gly

Asp

Lys

Arg

230

Gln

Leu

val

310

val
55

ASp
Leu
Leu
Gln
Gly
135
val
val
Lys
cys
Lys
215
Gly
Ala

Ile

val

295

Lys

Pro

Thr

Pro

Arg

120

Leu

Lys

Thr

His

val

200

val

Tyr

Glu

Arg

Arg
280

Pro

TYE

His

Thr

105

Gly

Pro

Ile

Asn

cys
185
His
Phe
AsSn
Gly
Gln

265

Leu

-114 -

Phe Pro

Leu Gly
75

Thr Ile
90

Ala Asp
Phe Arg
Gly Ala
Ccys Asn

155

Gly Lys
170

Glu Asp
Gly Phe
Glu Thr
Pro Gly

235

Gly Gly
250
aAla Ala

Met Phe

315

Ser
60

Arg
Phe
Gly

Phe

Ser
140

Tyr

Asn

Gly

Ala

Leu

220

Leu

Asp

Leu

Thr

300

Asn

Pro

Asn

Pro

Arg

125

Ser

val

Ile

Ile

Asn

205

Glu

Leu

Arg

Gln

Ala
285

Lys

Glu

Pro

Tyr

110

Tyr

Glu

Gly

His

cys
190
Leu
Ala
val
Gln
Gln

270

Phe

Lys
Gln
Glu
95

Leu
val
Lys
Pro
Leu
178
Thr
Gly
Azrg
His
Leu
255

Thr

Leu

Thr

Mot

80

val

Gln

cys

Asn

Ala

160

His

val

Ile

Met

Pro

240

Gly

Lys

Pro

Asp

val
320

Arg Met Asp Arg Thr Ala Gly Cys Val Thr Gly Gly Glu Glu Ile Tyr

325

330

335

Leu Leu Cys Asp Lys Val Gln Lys Asp Asp Ile Gln Ile Arg Phe Tyr

340

345

350
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15
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Glu Glu Glu Glu Asn Gly Gly Val Trp Glu Gly Phe Gly Asp Phe Ser
355 360 365

Pro Thr Asp Val His Arg Gln Phe Ala Ile Val Phe Lys Thr Pro Lys
370 375 380

Tyr Lys Asp Ile Asn Ile Thr
385 3%0

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID n° 116:
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 241 aminoacidos
(B) TIPO: aminoécido
(D) CONFIGURACION: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: proteina

(i) HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(v) TIPO DE FRAGMENTO: N-terminal

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n®: 116:

Met Arg Glm Arg Ile Thr lLeu Lys Asp Tyr Ala Met Arg Phe Gly Gln
1 5 10 15

Thr Lys Thr Ala Lys Asp Leu Gly Val Tyr Gln Ser Ala Ile Asn Lys
20 25 30

Ala Ile His Ala Gly Arg Lys Ile Phe Leu Thr Ile Asn Ala Asp Gly
k1 40 45

Ser val Tyr Ala Glu Glu Val Lys Pro Phe Pro Ser Asn Lys Lys Thr
S50 55 60

Thr Ala Ser Asn Lys Lys Thr Thr Ala Gly Asp Pro Gly Lys Lys Lys
65 70 5 80

Gln His Ile Cys His Ile Gln Gly Cys Gly Lys Val Tyr Gly Lys Thr
85 20 95

Ser His Leu Arg Ala His Leu Arg Trp Bis Thr Gly Glu Arg Pro Phe
100 105 110

Met Cys Thr Trp Ser Tyr Cys Gly Lys Arg Phe Thr Arg Ser Asp Glu
115 120 125

Leu Gln Arg His Lys Arg Thr His Thr Gly Glu Lys Lys Phe Ala Cys
130 135 140 -

Pro Glu Cys Pro Lys Arg Phe Met Arg Ser Asp Bis Leu Ser Lys His

145 150 158 160

Ile Lys Thr His Gln Asn Lys Lys Gly Gly Pro Gly Vval Ala Leu Ser
165 170 175



10

15

20

25

30
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val Gly Thr Leu Pro Leu Asp Ser Gly Ala Gly Ser Glu Gly Ser Gly
180 185 190

Thr Ala Thr Pro Ser Ala Leu Ile Thr Thr Asn Met Val Ala Met Glu
195 200 205

Ala Ile Cys Pro Glu Gly Ile Ala Arg Leu Ala Asn Ser Gly Ile asn
210 ’ 215 220

Val Met Gln Val Ala Asp Leu Gln Ser Ile Asn Ile Ser Gly Asn Gly
225 230 235 240

Phe

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID n° 117:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 10 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico

(C) NUMERO DE CADENAS: ambas
(D) CONFIGURACION: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc

(i) HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 117:

GGGAMTNYCC
(2) INFORMACION PARA LA SEC ID n° 118:
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 72 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(D) CONFIGURACION: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: proteina

(i) HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(v) TIPO DE FRAGMENTO: N-terminal

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 118:

Met Glu Pro Val Asp Pro Arg lLeu Glu Pro Trp Lys His Pro Gly Ser
1 5 10 15

Gln Pro Lys Thr Ala Cys Thr Asn Cys Tyr Cys Lys Lys Cys Cys Phe
20 25 30

10
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His Cys Gln val Cys Phe Ile Thr Lys Ala Leu Gly Ile Ser Tyr Gly
35 40 45

Arg Lys Lys Arg Arg Gln Arg Arg Arg Ala His Gln Asn Ser Gln Thr
50 55 60

His Gln Ala Ser Leu Ser Lys Gln
65 70



10

15
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25

30

35

40

45
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Reivindicaciones

1. Acido nucleico sonda (PNA) que comprende dos secuencias diferentes que son:

(a) una secuencia monocatenaria (1/2 TBR) que puede formar, en condiciones de
hibridacién, un hibrido (TBR) con un acido nucleico diana (TNA); y

(c) una secuencia monocatenaria (1/2 BBR) que puede formar, en condiciones de
hibridacion, un hibrido (BBR) con una secuencia monocatenaria presente en un acido
nucleico de refuerzo (BNA);

en el que dicha TBR es capaz de unirse con gran afinidad a una sustancia (TBA)
capaz de discriminar entre un hibrido emparejado (TBR) y un hibrido con nucleétidos no
emparejados, y en el que dicha BBR es capaz de unirse con gran afinidad a una sustancia
(BBA) capaz de discriminar entre un hibrido emparejado (BBR) y un hibrido con nucleétidos
no emparejados.

2. PNA segun la reivindicacion 1, en el que la TBR esta constituida por uno o mas
lugares de reconocimiento para una proteina que se une al acido nucleico, una proteina que
se une al ADN, una proteina que se une al hibrido ADN-ARN o una proteina que se une al
ARN.

3. PNA segun la reivindicacion 2, en el que la TBR es un lugar de reconocimiento
de la proteina que se une al &cido nucleico presente en el genoma de un patégeno o es un
lugar de union asociado a un estado patogénico en un genoma de vertebrado o es un lugar
de reconocimiento de la proteina que se une al 4cido nucleico presente en el genoma de un
organismo que contamina un proceso de fermentacion.

4. PNA segun la reivindicacién 2, en el que la TBR es la VIH-LTR o una parte de la
misma.

5. Metodo para detectar o localizar una secuencia especifica de TNA, que
comprende las etapas siguientes:
(a) hibridar dicho TNA con el PNA segln la reivindicacion 1;

(b) hibridar dicho PNA con el BNA que contiene una 1/2 BBR cuya secuencia es
complementaria de la secuencia 1/2 BBR en el PNA;

(c) ahadir los productos de las etapas (a) y (b) que contienen una TBR y una BBR, a una
superficie, liquido u otro medio que contiene un TBA;

(d) anadir los BBA a la mezcla en la etapa (c) en el que dicho BBA comprende:
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(i) una molécula o una parte de una molécula que puede unirse selectivamente a
una BBR,;

(i) un indicador detectable; y

(e) detectar la sefal producida por el indicador unido al BBA.

6. Método segun la reivindicacion 5, en el que dicho indicador es una proteina, que

comprende enzimas capaces de catalizar las reacciones que conducen a la produccion de
productos de reaccion coloreados; un radionucleido; perlas coloreadas.

7. Método in vitro de ampliacion de la sefial obtenida mediante ia union del PNA

segun la reivindicacion 1 a un TNA, que comprende unir los BNA al hibrido PNA-TNA y unir
los BBA marcados a los BNA.

8. Método para detectar o localizar secuencias especificas de acido nucleico con

un alto grado de sensibilidad y especificidad que comprende:

(a)

(b)

(c)

(d)

(e)

()

anadir los PNA segun la reivindicacién 1, que contienen una 1/2 BBR y una 1/2 TBR,
a una muestra que contiene o se sospecha que contiene los TNA que contienen las
secuencias 1/2 TBR, para formar un complejo que presenta zonas de unién a la
diana, TBR, formadas por la hibridacién de las 1/2 TBR complementarias presentes
en los PNA y TNA respectivamente;

unir las TBR formadas en la etapa (a) a un TBA inmovilizado para formar un
complejo TBA-TNA-PNA,;

afadir los acidos nucleicos de refuerzo, BNA, que contienen zonas de union de
refuerzo, 1/2 BBR, al complejo formado en la etapa (b) de manera que las 1/2 BBR
en los BNA se hibridan con las secuencias de 1/2 BBR presentes en los PNA o a las
1/2 BBR presentes en los BNA ya unidos al PNA, para formar las BBR, de manera
que se forman los complejos TBA-TNA-PNA-(BNA),;

anadir los acidos nucleicos en horquilla, HNA, que contienen secuencias de 1/2 BBR,
al complejo formado en la etapa (c) de manera que las 1/2 BBR en los HNA se
hibridan con algunas secuencias de 1/2 BBR presentes en los BNA del complejo de
la etapa (c), coronando asi la ampliacién de los BNA en los complejos TBA-TNA-
PNA-(BNA), de la etapa (c) para formar los complejos TBA-TNA-PNA-(BNA),-HNA;

anadir los montajes de union al refuerzo, BBA, unidos a fracciones indicadoras, a los
complejos TBA-TNA-PNA-(BNA),-HNA formados en la etapa (d) para formar los
complejos TBA-TNA-PNA-(BNA-BBA),-HNA; y

detectar las sefales producidas por las fracciones indicadoras unidas a los TBA,
PNA, BNA, BBA o HNA en los complejos TBA-TNA-PNA-(BNA-BBA),-HNA de Ia
etapa (e);
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en el que el TNA comprende:

(i) una o mas secuencias de acido nucleico 1/2 TBR especificas, cuya presencia o
ausencia en una muestra determinada debe confirmarse;

el BNA comprende:

(i) una 1/2 BBR, como se muestra en la Figura 1(llb), que presenta una secuencia que
es complementaria a una secuencia 1/2 BBR en un PNA y que es capaz de formar,
en condiciones de hibridacién, un hibrido, BBR, con el PNA;

(i) un OSA, que es un soporte no acoplado o indicador o un soporte acoplado u otros
medios de localizacién, que comprenden, pero no se limitan a, acoplamiento a perlas,
polimeros y superficies, y/o indicadores;

(i) lugares hibridacién adicionales, 1/2 BBR, para otros BNA; y
(iv) secuencias, 1/2 BBR, que pueden hibridarse a los BNA ya hibridados a los PNA;
el BBA comprende:

(i) una molécula o una parte de una molécula que puede unirse selectivamente a una
BBR; y

(i) un OSA, que es un soporte y/o indicador no acoplados o0 un soporte acoplado u otros
medios de localizacién, que comprenden, pero no se limitan a, acoplamiento a perlas,
polimeros y superficies, y/o indicadores;

y el TBA comprende:

(i) una molécula o una parte de una molécula que puede unirse selectivamente a una
TBR;y

(i) soporte y/o indicador no acoplados o un soporte acoplado u otros medios de
localizacién, que comprenden, pero no se limitan a, acoplamiento a perlas, polimeros
y superficies, y/o indicadores.

9. Meétodo de hibridacion en fase sélida para detectar la presencia de un
polinucleétido diana utilizando un PNA segun la reivindicacion 1, que implica: inmovilizar un
polinucleétido diana, si esta presente en una muestra de ensayo, direstamente o mediante
una estructura de captura intermedia, en una fase sélida en un lugar de captura; antes,
durante o después de dicha inmovilizacién, acoplar un marcador detectable a dicho
polinucledtido diana, si esta presente; y detectar dicho marcador, si existe, en dicho lugar de
captura; en el que la inmovilizacién comprende la utilizacion de un montaje de unién a la
diana (TBA) que se une solamente a un hibrido Unico del acido nucleico diana y un acido
nucleico sonda (PNA) que comprende una 1/2 BBR capaz de unirse a un acido nucleico de
refuerzo (BNA) que contiene una 1/2 BBR complementaria monocatenaria que, en la
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hibridacién con la 1/2 BBR en el PNA, forma una BBR que puede unirse a los montajes de
unién al refuerzo (BBA) marcados, en el que los términos TBA, BNA, BBR y BNA son tal
como se definen en la reivindicacion 1.

10. Kit de analisis de diagnostico o forense para la deteccion de una secuencia de
acido nucleico diana en una muestra de acido nucleico, que comprende las primera y
segunda sondas de acido nucleico y las primera y segunda proteinas de unién al acido
nucleico,

en el que primera sonda presenta una secuencia complementaria de la secuencia
diana y de la secuencia adicional;

la primera proteina de union es especifica para la primera duplicidad sonda-diana;

la segunda sonda es complementaria de la secuencia adicional en la primera sonda;

la segunda proteina de unién se une especificamente a la duplicidad primera sonda-

_ segunda sonda y esta marcada con un marcador detectable.

11. Kit segun la reivindicacién 10, en el que la primera sonda es complementaria de
la LTR del VIH y, en la hibridacion de la primera sonda con la LTR del VIH, se forma un lugar
de unién para NF-kB o una unidad del mismo, SP1, la proteina de unién a TATA, VIH-Detect
L, 11, 111 o IV o VIH-Lock.

12. Kit segun la reivindicacién 11, en el que la primera proteina de unién es NF-kB o
una subunidad del mismo, SP1, la proteina de union a TATA, VIH-Detect |, Hi, lll o IV o VIH-
Lock.

13. Kit segun cualquiera de las reivindicaciones 10 a 12, en el que la primera sonda,
ademas de ser complementaria de la LTR del VIH, comprende una secuencia que codifica el
operador izquierdo o derecho del bacteriéfago lambda y la segunda sonda comprende la
secuencia complementaria de dicha secuencia del operador izquierdo o derecho del
bacteriofago lambda, de manera que en la hibridacion de las primera y segunda sondas, se
forma un lugar de uni6én para la proteina del represor Cl del bacteriéfago lamba, para la
proteina cro del bacteriéfago lamba o para un derivado u homdlogo de las mismas.

14. Kit seguin la reivindicacién 13, en el que la segunda proteina de unién es la
proteina del represor Cl del bacteriéfago lamba, la proteina cro del bacteriéfago lamba o un
derivado u homélogo de las mismas.

(En el mencionado fasciculo siguen las versiones en aleman y en francés, respectiva-
mente, de las mismas reivindicaciones que se han traducido de la version en inglés).
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SEC.ID.: 37
12345678901234567890123456789012345678901234567890
CTACAAGGGACTTTCCGCTGGGGACTTTCCAGGGAGGLGTGGCCTGGGLGGGACTGGGGAGTGGCGTCCC

D m B o o e =m== =
NF-kB NF-kB SP1 SP1 SP1

Kit de ensayo PNA1 para VIH (+++ del anterior), SEC. ID.: 38:

***CTACAAGGGACTTTCCGCTGGGGACTTTCCAGGGAGG***

HIV Test Kit PNA2 (=== from above), SEQ. ID:39:

###COGGACTGGGGAGTGOCOTCCCH##

La secuencia del extremo adhesivo en PNA2 es complementaria
de uno de los extremos del operador ADN formado a partir de:

###0L1-0L2-0L3
OL1'-0L2'-QL3'***

O

###0R3-0R2-0R1
OR3'-0R2'-OR1'***

FIGURA7
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