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RESUMEN CON EL OBJETO Y LA FINALIDAD DE LA INVENCION (\'/

Se relaciona con genes que codifican proteinas de las enzimas de ciclooxigenasa
-1({C0X-1) canin clooxigenasa-2({C0X-2 nj las proteinas de CO0X-1

canina y COX-2. La invencibn se relaciona también con moléculas de é&cido
—nucleico asociadas con estos genes incluvendo sus componentes, homblogos v

fragmentos. v con métodos de utilizar estas moléculas de Acido nucleico, las

enzimas y fragmentos de cualquiera de las dos.
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La presente invencién se relaciona con genes que codifican proteinas
de enzimas de ciclooxigenasa — 1 (COX-1) canina y ciclooxigenasa — 2
(COX-2) canina, con protefnas de COX-1 canina y COX-2 canina, y con

pruebas para la evaluacién de actividades de COX-1 canina y COX-2. La
invencién tiene que ver ademés con moléculas de &cido nucleico asociadas
con estos genes y sus complementos, homélogos y fragmentos, y con
métodos de usar estas moléculas de &cido nucleico, las enzimas y
fragmentos de cualquiera de las dos.

Antecedentes

Millones de perros se mantienen como mascotas para usos utilitarios
(verbigracia, perros para guia de ciegos o perros guardianes (Olson y
Moulton, J Reprod Fertil Suppl 47: 433-8 (1993)). Es bien sabido que
procesos inflamatorios crémicos tales como la enfermedad degeperstiva de
las articulaciones son comunes en la especie canina, es decir, perros, en
especial perros ya entrados en afios. Sin embargo, existen pocas drogas que
pueden ytilizarse exitosamente en medicina veterinaria para el tratamiento
de inflamacion (Compendium of Veterinary Products, Bennett, 2* edicién,
1993). En consecuencia, existe un esfuerzo progresivo por encontrar
agmfmmacéuﬁconquehnpidmodetenmpbrcompletoelmeede
dichos procesos de enfermedad inflamatoria en perros, o, por lo menos,
mejoren fos sintomas de la inflamacién tales como dolos y edema.
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Drogas anti-inflamatorias no esteroidales, 0 NSAIDs por su sigla en
inglés, han sido investigadas extensamente en cuanto a actividad anti-
inflamatoria en humanos y, en forma més limitada, en perros. Sélo dos
NSAIDs han sido aprobadas para uso en perros por la Administracién de
Drogas y Alimentos, Comité de Medicina Veterinaria (FDA/CVM), y esto
ba tenido como resultado que NSAIDs aprobadas para humanos tengan en
los perros un uso importante no autorizado. El uso de NSAIDs en perros ha
Hevado a dafio severo e incluso muerte debida a hemorragia
gastrointestinal, perforacién y peritonitis, y toxicidad renal y hepdtica.
Aunque las toxicidades NSAID s¢ observan también en humanos, son mds
mmciadasmpurosc}phidoadosisimdemadmmtealtasdﬁvadasdc
una falta de informacién de dosificacién, asi como al grado inherentemente
elevado de susceptibilidad canina a dichas reacciones adversas. Una
alternativa a las NSAIDs, corticosteroides, tiene efectos colaterales incluso
més dristicos, especialmente cuando se halla implicada una terapia de largo
plazo (MacDonald y Langston, Uso de Corticoesteroides y Agentes Anti-
Inflamatorios no Esteroidales, en: Textbook of Veterinary Internal
Medicine, 284, Ettinger y Feldman, editores (1995)).

La toxicidad de las NSAIDs es un resultado de su falta de
especificidad en la inhibiciin de la prostagiandina, Las prostaglandinas, un
grupo de compuestos derivados del dcido araquidénico por la accién de
ciclooxigenasa, son comocidas por estar implicadas en el proceso
inflamatorio. Algunas de estas prostaglandinas median Ia inflamacién; no
obstante, algunas de estas prostagiandinas tienen también un efecto
gastrointestinal protector. Se encontrd que NSAIDs previas prevenian Ia
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liberacién de prostaglandina inhibiendo la enzima ciclooxigenasa (COX)
(Rubin y Papich, Curr. Vet. Ther. X: 47-54 (1989)). EIl reciente
descubrimiento de wna enzima ciclooxigensa inducible asociada con la
inflamacién (ciclooxigenasa H 6 COX-2), proporciona una diana viable de
inhibicién que puede reducir efectivamente la inflamacién y producir
efectos colaterales inferiores en mimero y menos drdsticos de lo que ocurre
tomando como diana las dos enzimas COX-1 y COX-2. Se ha demostrado
que la isozima COX-2 es responsable de 1a produccién de prostaglandinas
exclusiva o principalmente en sitios inflamatorios.  Drogas que
sclectivamente inhiben la isozima COX-2 en relacin con la isozima
humana COX~1 pueden reducir la inflamacién sin los efectos colaterales de
toxicidad gastrointestinal en humanos.

Durante muchos afios, la dmica ciclooxigenasa conocida fue la
isoforma COX-1. Desde su descubrimiento, la forma inducible (COX-2)
se ha clonado, secuenciado, y caracterizado a partir de fuentes de pollo, de
oveja, murinas, y humanas. Estas enzimas purificadas han suministrado un
mcdiopmp'uebasy'mateﬁalespmidenﬁﬁcaryevalum-losames
farmacéuticos humanos que selectivamente inhiben la COX-2 relativa a la
COX-1.

S iodeln | i6

Una forma canina sustancialmente purificada de las enzimas COX-1
y COX-2 proporcionaria un medio para llevar a cabo pruebas y materiales
valiosos en la identificacién de drogas que puedan reducir la inflamacién en
pamsqucmdehsmwﬂeosdehsterapiasmmm.
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Por eso, en el arte existe una neoesidad sustancial de COX-1 y COX-2
caninas clonadas, secuenciadas y caracterizadas, y pruebas para tamizar y
evaluar inhibidores selectivos de COX~2.

La presente invencién provee una molécula de dcido nucleico
sustancialmente purificada que especificamente se hibridiza a una molécula
de 4cido nucleico que tiene una ID. SEC. descrita aqui 0 complemento de la
misma, en donde la molécula de &cido nucleico sustancielments purificada
codifics para una proteina COX-2 canina o fragmento de la misma
complemento de cualquiera de los dos. La presente invencién proporciona
ademés una molécula de dcido mucleico sustancialmente purificada que
especificamente se hibridiza con una ID. SEC. descrita aqui 0 complemento
de 1a misma, en donde la molécula de dcido mucleico sustancialmente
purificada codifica para una proteina COX-1 canina o fragmento de la
misma o complemento de cualquiecra de los dos. También se revelan
secuencias de profeina sustancialmente purificada de COX-1 y COX-2
caninas. Esta invenciém provee igualmente prucbas y materiales para
identificar y evaluar agentes veterinarios que son inhibidores potentes de
COX-2 canina.

En una incorporacidn la presente invencién aporta una molécula de
dcido nucleico sustancialmente purificada, seleccionada del grapo de ADNs
que comprenden una molécula de écido nucleico que tiene ID. SEC.: 1, el
complemento de 1a molécula de 4cido nucleico que tiene ID. SEC.: l,lﬁ
fragmento interno de 1a molécula de écido nucleico que tiene ID. SEC.: 1, y
un fragmento interno del complemento de 1a molécula de 4cido nucleico



que tiene ID. SEC.: 1, en donde ID. SEC.: 1 codifica una proteina COX-1
canina o fragmento de la misma,

En otra incorporacién ls presente mvencién proporcions una
molécula de icido nucleico de COX-1 canina sustancialmente purificada
que comprende una secuencia de icido nucleico que es idéntica a por lo
menos 20 pucledtidos continuos de ID. SEC.: 1 6 un complemento de la
misma.

En otra incorporacitn la presente invencién suministra una proteina
COX-1 canina sustancialmente purificada o un fragmento de la misma
codificada por una secuencia de dcido nucleico que especificamente se
hibridiza con una ID. SEC.: 1 6 con un complemento de la misma.

En otra incorporacién la presente invencién provee una proteina
COX-1 canina sustanciaimente purificada con una ID. SEC.: 2.

En ofra incorporacitn la presente invencién proporciona una proteina
OOX—lcmﬁnnm:smnciahnmplniﬁmdaomﬁagnentodelaque
comprende por 1o menos 10 aminodcidos consecutivos de ID. SEC.: 2.

En otra incorporacién la presente invencidn aporta un anticuerpo
capaz de ligarse especificamente a una proteina COX-1 canina que tiene
ID. SEC.: 2.

n ofra incorporacién 1a presente invencién proporciona una molécula
de dcido nucleico sustancialmente purificada seleccionada del grupo de
ADNSs que comprende uns molécula de acido nucleico que tiene ID. SEC.:
3, una molécula complemento de una molécula de dcido nucleico que tiene
ID. SEC.: 3, un fragmento interno de una molécula de 4cido nucleico que
tiene ID. SEC.: 3, y un fragmento interno de una molécula complemento de
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una molécula de dcido nucleico que tiene ID. SEC.: 3, en donde ID. SEC.: 3
codifica una proteina COX-2 canina o un fragmento de la misma.

En ofra incorporacién la presente invencién suministra una
molécula de dcido nucleico de COX-2 canina sustancialmente purificada
que comprende una secuencia de acido nucleico que es idéntica a por lo
menos 20 nucledtidos contiguos de ID. SEC.: 3 6 su complemento.

En otra incorporacién la presemte invencién sporta una proteina
COX-2 canina sustancialmente purificada o fragmento de la misma
codificada por una secuencia de dcido nucleico que especificamente se
hibridiza que tiene ID. SEC.; 4 § su complemento.

En otra incorporacién la presente invencién proporciona una protefna
COX-2 canina sustancialmente purificada que tiene ID. SEC.: 4.

En otra incorporacién Ia presente invencién suministra una proteina
COX-2 canina sustancialmente purificada o fragmento de la misma en
donde 1a proteina o el fragmento de la misma comprende por lo menos 10
aminodcidos consecutivos de ID. SEC.: 4.

En ofra incorporacién la presente invencién aporta un anticuerpo
capaz de ligarse especificamente a una proteina COX-2 canina que tiene
ID. SEC.: 4.

En otra incorporacién la presente invencién proporciona una ¢élula
transformada que tiene una molécula de écido nucleico que comprende una
regiém de promotor exdgeno ligada a wma secuencia de dcido mucleico
estructural, y a una secuencia 3’ no trasladada ligada a la secuencia de 4cido
nucleico estructural, en donde la regién de promotor exégeno origina la
produccién de la molécula del ARNm; la secuencia de écido nucleico



estructural codifica un gen de COX~1 canina o un fragmento de la misma; y
la secuencia 3° no trasladada da lugar a la terminacién de trascripcién y
adicién de ribonucledtidos poliadenilados a un extremo 3° de 1a molécula de
ARNm.

En ofra incorporacién la presente invencién suministra wna célula
transformada que tiene una molécula de icido nucleico que comprende una
regién de promotor exdgeno en lazado a una secuencia de 4cido mucleico
estruchirs), y una secuencia 3° no trasiadada, en donde la regiém de
promotor exdgeno origina la produccién de una molécula de ARNm; la
molécula estructural de 4cido nucleico codifica una gen de COX-2 canina o
un fragmento de la misma; y la secuencia 3’ no trasladada da lugar a la
terminacién de trascripcidn y adicién de ribonucledtidos poliadenilados a
un extremo 3’ de la molécula de ARNm.

En otra incorporacion la presente invencién aporta un método pars
probar una proteina de COX~-2 canina en una célula, que comprende (A)
incubar una molécula de dcido nucleico marcador’ con una molécula de
icido nucleico complementario obtenida de la célula, en donde Ia
incubacién se lleva a cabo bajo condiciones que permitan la hibridacién del

écido mucleico, y la molécula de &cido mucleico marcador’ sea capaz de

hibridizarse especificamente bgjo condiciones de alta astringencia a8 una
COX-2 canina que codifica una molécula de &cido nucleico o wn
complemento de la misma; (B) hibridizar la molécula de 4cido mucleico
marcador’ con la molécula de 4cido mucleico complementario; y (C) probar
el dcido mucleico complementario, en donde Ia prueba es predictiva del
nivel o patrdn de la protefna COX-2 canina.
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En otra incorporacién la presente invencidn provee un método de
diagndstico o prognosis de una condicién asociada con la COX-2 en wn
pero, en donde el método comprende probar Ia concentracién de una
molécula, dependiendo la concentracién de la expresidn del gen de COX-2
caning, y siendo la molécula susceptible de prucba en una muestra biolégica
del pemro.

En otra incorporacién la presente invencién aporta un método para
diagnosticar una condicién asociada con la COX-2 en un perro que incluye
los pasos de: (A) incubar bajo condiciones que permitan una hibridacién de
dcido nucleico [con] una molécula de dcido mcleico marcador con una
molécula de 4cido micleico complementario obtenida de una muestra
biolégica del perro; (B) hibridizar la molécula de 4cido nucleico marcador
con la molécula de 4dcido nucleico complementario; y (C) probar la
molécula hibridizada de dcido mucleico marcador y la molécula de 4cido
oucleico complementario en cuanto a polimorfismo; diagnosticando asf la
condicién asociada con la COX-2 en el perro, en donde: la molécula de
écido nucleico marcador comprende una secuencia de nucleétidos de wmn
polimuclestido que especificamente se hibridiza con otro polinucledtido que
se liga a un gen de COX-2 canina; y el polimorfismo es predictivo de una
mutacién que afecta la condicién de COX-2 canina en el perro.

En ofra incorporacién la presente invencién provee un método de
determinar una asociacién entre un polimorfismo y un rasgo expresado por
un perro, en donde el método comprende: (A) hibridizar una molécula de
dcido mucleico, especifica por polimorfismo, con un gen en la célula, en
donde la molécula de 4cido nucleico tiene una secuencia de 4cido mucleico



de ID, SEC.: 3 6 un complemento del mismo; y (B) determinar el grado de
asociacién entre el polimorfismo y el rasgo.

En otra incorporacién la presente invencién brinda un método de
producir una célula que contiene una proteina COX-2 canina expresada que
comprende: (A) transformar la célula con una molécula de #cido mucleico
fimcional; y (B) cultivar la célula transformada; produciendo asf 1a céhla
gue contiene la proteina COX-2 canina expresada, en donde: 1a molécula de
écido nucleico fimcional comprende una regién de promotor, Ia regién de
promotor esté ligada a una regién estructural, la regién estructural
comprende una secuencia de acido nucleico de ID. SEC.: 3, la regién
estructural estd ligada a una secuencia 3’ no trasladada que finciona en la
célula para producir la terminacién de trascripcin y adicién de
ribonucledtidos poliadenilados a un extremo 3’ de una molécula de ARNm;
y la molécula de dcido mucleico fimcional resulta en la expresién de la
protefna COX-2 canina.

En otra incorporacién la presente invencién proporciona un método
de producir una célula que exhibe co-supresién de una proteina COX-2
canina que incluye: (A) transformar la célula con una molécula de 4cido
nucleico funcional; y (B) cultivar la célula transformada; produciendo asi 1a
célula que exhiba co-supresién de la protefna COX-2 canina, en donde: la
molécula de dcido mcleico fumcional comprende una regién de promotor, 1a
regién de promotor esti ligada a una regién estructural, la regién estructural
comprende una secuencia de dcido nucleico de ID. SEC.: 3, la regién
estructural estd ligada a una secuencia 3 no trasladada que funciona en la
célula para originar la terminacién de trascripcién y adicion de
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ribonucledtidos poliadenilados al extremo 3’ de una molécula de ARNm, y
la molécula de écido mucleico funcional resulta en co-supresién de la
proteina COX~2 canina.

En ofra incorporacién la presente invencién brinda un método par
producir co-supresion de una proteina COX-2 canina en una célula
transformada, que comprende: (A) transformar ia célula con una molécula
de 4cido nucleico para producir una célula transformads; y (B) cultivar la
céhla transformada; causando asi co-supresién de la proteina COX-2
canina en la célula transformada; en donde: la molécula de 4cido mucleico
funcional comprende una regién de promotor; la regién de promotor estd
ligada a una regién estructural, la regién estructural comprende una
molécula de dcido nucleico que tieno una secuencia de &cido mucleico de
ID. SEC.: 3, la regién estructural estA ligada a una secuencia 3° no
trasladada que funciona en la célula para dar lugar a terminacién de
trascripcién y adicién de ribonuclétidos poliadenilados a un extremo 3’ de
una molécula de ARNm, y la molécula de acido nucleico funcional resulta
en co-supresién de la proteina COX-2 canina.

En otra incorporacién la presente invencién aporta un método de
aislar una molécula de dcido nucleico que codifica una proteina COX-2
canina ¢ un frapmento de la misma que comprende: (A) incubar bajo
condiciones, que permitan hibridacién del dcido nucleico, una primera
molécula de 4cido nucleico que incluye ID. SEC.: 3 6 el complemento de Ia
misma con una segunda molécula de 4cido nucleico complementario
obtenida de una célula; (B) hibridizar )a primera molécula de écido nucleico
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con la segimda molécula de écido nucleico; y (C) aislar la segunda molécula
de écido nucleico.

En otra incorporacién 1a presente invencién proporciona un método
de producir una célula que contiene un gen expresado de COX-2 canina
que comprende (A) transformar la célula con una molécula de 4cido
mucleico funcional; y (B) cultivar la célula transformada; produciendo asi la
célula que contienc ¢l gen expresado de COX-2 canina, en donde: Ia
molécula de 4cido nucleico funcional compreade una regién de promotor, la
regién de promotor estd ligada a una regién estructural en donde la regién
estructural comprende una molécula de 4cido nucleico que tiene unz
secuencia de dcido nucleico de ID. SEC.: 3 6 complementos de la misma; la
regién estructural estd ligada a uma secuencia 3’ no trasladada que fimciona
en la célula para dar lugar a la terminacién de trascripcién y adicién de
ribonucleétidos poliadenilados a un extremo 3’ de una molécula de ARNm,
y la molécula de dcido mucleico funcional resulta en sobre-expresion de Ia
proteina del gen de COX-2 canina.

En ofra incorporacion la presente invencién aporta wm método de
producir una célula que exhibe supresién de un gen de COX-2 canina que
comprende (A) transformar Ia célula con una molécula de dcido nucleico
funcional; y (B) cultivar la célula transformada; produciendo asf una co-
supresién de célula de un gen de COX-2 canina, en donde: la molécula de
&cido mucleico funcional comprende una regién de promotor, 12 regién de
promotor estd ligada a una regién estructural en donde la regién estructural
comprende una secuencia de 4cido micleico seleccionada del grupo
conformado por ID. SEC.: 3 o complementos del mismo; Ia regién
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estructural est4 ligada a una secuencia 3’ no trasiadada que fimciona en la
céhula para causar terminacién de trascripcién y adicién de ribonucledtidos
poliadenilados a un extremo 3’ de una molécula de ARNm, y 1a molécula
de icido mucleico fincional resulta en co-supresién del gen de COX-2
canina.

En otra incorporacién la presente invencién brinda un método de
producir co-supresién de un gen de COX-2 canina en una céhila, que
comprende (A) transformar la célula con una molécula de 4cido nucleico; y
(B) cultivar la célula transformada; reduciendo asf 1a expresion del gen de
COX-2 canina en una célula, en donde la molécula de 4cido nucleico tiene
una regién de promotor exdgeno que causa la produccién de una molécula
de ARNm, la regién de promotor exégeno estd ligada a una molécula de
&cido mucleico trascrita que tiene una hebra trascrita y una hebra no
trascrita, 1a hebra trascrita es complementaria con la molécula de écido
mucleico que tiene un dcido nucleico seleccionado del grupo conformado
por ID. SEC.: 3 6 complementos de la misma, y la hebra trascrita es
complementaria con una molécola de ARNm endbgeno, y la molécula de
écido nucleico trascrita estd ligada a una secuencia 3’ no trasladada que
funciona en la célula para ocasionar terminacién de trascripcién y adicién
de ribonucleétidos poliadenilados a un extremo 3° de una molécula de
ARNm.

En otra incorporacitn la presente invencién provee una molécula de
dcido nucleico sustancialmente purificada que comprende una secuencia
que codifica una proteina de COX-2 canina de mamifero.
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En otra incorporacién la presente invencién proporciona un método
de identificar un material de prucba que tieme la capacidad de inhibir,
suprimir, modular, o mantener la actividad de COX~2 canina, en donde el
método comprende (A) poner en contacto con el material de prucba una
célula transformada de prueba, en donde la célula transformada expresa un
gen que codifica la COX-2 caning, y en donde el contacto se realiza en
presencia de una cantidad de prucba de precursor de prostagiandina; (B)
medir 1a conversién del precursor de prostagiandina en producto de
prostagiandina mediante las células transformadas de prueba; (C) poner en
contacto wna célula transformada de control con una cantidad de control de
precursor de prostaglandina, en donde la célula transformada de control
expresa un gen que codifica una COX-2 canina, y en donde el contacto se
lleva a cabo sustancialmente en ausencia del material de prueba; (D) medir
la conversién de prostaglandina ea producto de prostaglandina mediante
células transformadas de control; y (E) comparar la cantidad de precursor
de prostaglandina, convertido en producto do prostaglandina mediante las
células transformadas de prueba, con la cantidad de precursor de
prostaglandina convertido en producto de prostaglandina mediante las
células transformadas de control. En una incorporacién preferida, el
precursor de prostaglandina es écido araquidénico.

Breve Descrincion de log Dibui

Fig. 1 establece mediante un diagrama una comparacién entre la
secuencia de aminodcido que codifica para la COX-1 canina y la secuencia
de aminodcido que codifica para la COX-1 humana.
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Fig. 2 establece mediante un diagrama una comparacién entre las
secuencias de aminodcido de COX-2 canina y 1a COX-2 humana.

Fig. 3 establece mediante un diagrama una comparacién entre las
secuencias de 4cido nucleico que codifican para la COX-2 canina y
humana, y 1a secuencia de consenso de ambas.

Fig. 4 establece mediante un diagrama una comparacion entre las
secuencias de aminodcido de COX-2 de ratdn, rata, conejillo de Indias,

conejo, caballo, perro, oveja, humano y pollo.

NO. SEC.: 1 — secuencia de 4cido nucleico de COX-1
canina (Canis familiaris)

NO. SEC.: 2 - secuencia de aminodcido de COX~1 canina
(Canis familiaris)

NO. SEC.-: 3 — secuencia de écido nucleico de COX-2
canina (Canis familiaris)

NO. SEC.: 4 — secuencia de aminoécido de COX-2 canina
(Canis familiaris)

NO. SEC.: 5 ~ secuencia de 4cido mucleico de COX-1
humana (Homo sapiens)

NO. SEC.: 6 ~ secuencia de aminodcido de COX-1 humana
(Homo sapiens)

NO. SEC.: 7 — secuencia de icido mucleico de COX-2
hnmana (Homo sqpiens)

NO. SEC.,: 8 — secuencia de aminoécido de COX-2 bumana
(Homo sapiens)
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NO. SEC.: 9 - secuencia de aminoécido d¢ COX-2 de ratdn
(Mus muscus)

NO. SEC.: 10 — secuencia de aminodcido de COX-2 de rata
(Rattus norvegicus)

NO. SEC.: 11 —~ secuencia de aminodcido do COX-2 de
oonejillo de Indias (Cavia porcellus)

NO. SEC.: 12 - secuencia de aminodcido de COX-2 de
conejo (Oryctolagus cuniculus)

NO. SEC.: 13 — secuencia de aminodcido de COX-2 de
caballo (Equtus caballus)

NO. SEC.: 14 — secuencia de aminodcido de COX-2 de
oveja (Ovis aries)

NO. SEC.: 15 — secuencia de aminodcido de COX-2 de
pollo (Gallus gallus)

Estas descripciones detalladas se presentan para efectos de ilustracién
ymicamente y pretenden ser una restriccién de la érbita de la invencién.
Mis bien, ellas son tan sélo algunas de las incorporaciones que entenderfa
una persona con habilidades en el arte, dado el contenido total de esta
revelacién. Todas las partes son en peso y las temperaturas son en grados
centigrados, a menos que se indique lo contrario.

La siguiente es uma lista de abreviaturas y los significados
correspondientes como se emplean aqui de modo intercambiable:
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IMDM = Medios de Dulbecco modificados de Iscove
mg = miligramo

ml = mililitro

mL = mililitro

1 = microgramo

ul = microlitro

ODNs = Oligonmcleétidos

PCR = Reaccién en cadena de la polimerasa
RP-HPLC = Cromatografia liquida de alto rendimiento de fase inversa
ug = Microgramo

ul = microlitro

La siguientc es una lista de defmiciones de varios términos
empleados aqui:

El témmino “alterado” significa que la expresién difiere de la
respuesta de expresitn de células o tejidos que no exhiben el fenotipo.

El término “aminodcido(s)” significa todos los L-aminoécidos de
ocurrencia hatural.

El témino “desplazamiento cromosémico™ significa un
proceso de extender un mapa genético por medio de pasos sucesivos de
hibridacién.

El término “complementaricdad completa” siguifica que cada
nucleétido de una molécula es complementario con un mucleftido de otra
molécula.
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El término “degenerado™ significa que dos moléculas de dcido
mucleico codifican para las sccuencias del mismo aminodcido pero
comprenden secuencias de nucledtido diferente.

El término “material genético exdgeno™ significa cualquier material
genético, bien sea de ocurrencia natural o de otra clase, de cuaiquier fuente
que sca capez de ser insertado en cualquier organismo.

El término “respucsta de expresion” significa la mutacién que afecta
el nivel o patrén de Ia expresion codificada en todo o en parte por una o mis
moléculas de dcido nucleico.

El témmino “fragmento” significa una molécula de dcido mucleico
cuya secuencia es més cotta que la disna o molécula de dcido nucleico
identificada y que tiene el complemento idéntico, sustancial, o el homélogo
sustancial de por lo menos 10 mucleStidos contiguos de la diana o molécula
de acido nucleico identificada.

El término “molécula de fusién™ significa una molécula codificadora
de proteina o fragmento que, al expresarse, produce una proteina de fusién.

El término “proteina de fusién” significa una proteina o fragmento de
la misma que comprende wma o més regiones de péptido adicional no
derivadas de esa proteina.

El témino “dcido mucleico marcador” significa una molécula de
dcido mucleico que se utiliza para determinar un atributo o caracteristica
(verbigracia, presencia o ausencia, ubicaciém, comelacién, etc.) de una
molécula, célula o tejido.
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El término “mimético” se refiere a un compuesto que tiene
propiedades funcionales y/o estructurales similares a otro compuesto
conocido o mn fragmento particular de ese compuesto conocido.

El término “fenotipo™ significa una o més caracteristicas cualesquiera
de un organismo, tejido o céhula,

El término “sonda™ significa un agente que se utiliza para determinar
un atributo o caracteristica (verbigracia, presencia o ausencia, ubicaci6n,
correlacién, etc.) de una molécula, célula, tejido, u organismo.

El término “promotor” se emplea en un sentido amplio para referirse
a 1a(s) secuencia(s) reguladora(s) que controlan ia produccién del ARNm,

El término “fragmento de protefna™ significa una molécula de péptido
o de polipéptido cuya secuencia de aminodcido comprende un subconjunto
de 1a secuencia de aminodcido de esa protefna.

El término “molécula de proteina” o “molécula de péptido™ significa
cualquier molécula que comprende cinco o mas aminodcidos.

El témino “recombinante™ significa cualquier agenfe (verbigracia,
ADN, péptido, etc.) que es, o resulta de, aunque en forma indirecta,
manipulacién humana de wna molécula de dcido nucleico.

El término “genes marcadores seleccionables o tamizables™ significa
genes cuya expresién puede detectarse mediante una sonda como medio de
identificar o seleccionar células transformadas.

El término “ligar sistematicamente™ significa que el ligamiento de un
anticuerpo o péptido no se inhibe competitivamente por la presencia de
moléculas no relacionadas.
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El término “especificamente hibridizante” significa la cualidad de
tener um nivel muy alto de afinidad por otro material, por ejemplo, de una
hebra de 4cido nucleico por una hebra complementaria que tiene un grado
alto de homologia.

El término “secuencia de 4cido mucleico estructural” significa una
secuencia de dcido mucleico que porta la codificacifn para la secuencia de
aminodcido de una proteina especifica.

El término “complemento sustancial” significa que una secuencia de
écido nucleico comparte por lo menos 80% de identidad de secuencia con el
complemento.

El témmino “fragmento sustancial” significa un fragmento que
comprende por lo menos 100 nucledtidos.

El término “homélogo sustancial” significa que uma molécula de
dcido oucleico comparte por lo menos 80% de identidad de secuencia con
otra.

El témmino “sustancialmente hibridizante™ significa que dos
moléculas de 4cido nucleico pueden formar una estructura de écido nucleico
anti-paralela, de doble hebra, bajo condiciones (verbigracia, sal y
temperatura) que permitan la hibridacién de secuencias que presenten 90%
de identidad de secuencia, 0 mayor, eatre sf y que exhiban esta identidad
para por lo menos 50 nucleftidos contiguos de las moléculas de écido
mucleico.

El témmino “gustancislmente purificado™ significa que una o més
moléculas que estin o pucden estar presentes en una preparacién de
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ocwrrencia natural que contiene la molécula diana se habrd retirado o
reducido en concentracitn.

El término “rasgo” significa coalquier condicién o estado
de enfermedad, o una condicién pasiva.

L  Sintesis

La presente imvencién se deriva parcialmente del aislamiento de
moléculas de ADNc que codifican COX-1 canina y COX-2 canina. ID.
SEC.: 1 establece la secuencis de dcido nucleico de COX-1 canina e ID.
SEC.: 2 establece la secuencia de aminodcido de COX-2 canina. ID. SEC.:
3 establece Ia secuencia de 4cido nucleico de COX-2 canina e ID. SEC.. 4
establece la secuencia de aminodcido de COX-2 canina. Figura 1 establece
mediante un diagrama una comparacion entre las secuencias de aminodcido
de COX-1 humana y la COX-] canina: Figura 2 establece mediante un
diagrama una comparacién entre Ia secuencia de aminodcido que codifica
para la COX-2 bumsna y la secuencia de aminodcido que codifica para la
COX-2 canina. Figura 3 establece mediante un diagrama una comparacitn
entre las secuencias de écido nucleico de COX-2 humana y canina, y su
secuencia de consenso, Figura 4 establece un alineamiento de secuencia
miltiple de las isozimas de 1a ciclooxigenasa—2 de ratém, rata, conejillo de
Indias, conejo, caballo, perro, oveja, humano, y pollo.



IL Moléculas de Ia presente Invencién

Los métodos de 1a presente invencidn son particularmente Gtiles en el
monitoreo de la expresién de COX-2 canina. Los métodos de la presente
invencién son utiles ademés en el tamizado de materiales, campuestos o
composiciones que inhiban selectivamente la COX-2 canina. Los métodos
de la presente invencién son asimismo relevantes en el monitoreo de la
expresién de COX-2 canina en caninos can condiciones relacionadas con Ia
COX-2, especialmente enfermedad inflamatoria de las articulaciones y
cincer. Las moléculas de ia presente invencién estén en capacidad de ser
usadas para diagnosticar la expresion anormal de COX-2 canina.
Adicionalmente, las moléculas de la presente invencién pueden emplearse
como agentes terapéuticos. Las moléculas de la presente invencién pueden
ser de ocurrencia natural o de ocurrencia no natural (es decir, preparadas
sintéticamente). Tal como se emplea aqui, una molécula de ocurrencia
natural puede ser “sustancialmente purificada”™, si se desea, de manera que
una o més impurezas que estdn o puedan estar presentes en una preparacién
de ocurrencia natural que contiene a la molécula habrén sido retiradas
cstardn presentes en uma menor concentracion que aquella en Ia cual se
encontrarfan normalmente.

Las moléculas de la presente invencidn serin preferiblemente
“bioldgicamente activas” con respecto bien sea a un atributo estructural, tal
como la capacidad de una molécula de dcido nucleico de hibridizarse con
otra molécula de dcido nucleico, o la capacidad de una molécula de protefna
de ser ligada por una molécula de anticuerpo (o de competir con otra
moléculs para dicho ligamiento). Alternativamente, dicho atributo puede
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ser catalitico, y de ese podo implicar Ia capacidad del agente de mediar una
reaccién o respuesta quimica.

Las moléculas de 1a presente invencion comprenden moléculas de
acido nucleico, proteinas, y pequefios compuestos organicos (es decir, que
tienen un peso molecular de menos de alrededor de 2.000).

A.  Moléculas de Acido Nucleico

Una clase preferida de agenies de la presente invencién comprende
moléculas de dcido mucleico de COX~2 canina. Dichas moléculas pueden
ser de ADN o ARN.

En una incorporacién, dichas moléculas de Acido nucleico codificardn
todas o un fragmento de 1a protefna de COX-2 canina, su “promotor”, o sus
secuencias flanqueantes de gen. El témino “promotor” se usa aqui en un
sentido amplio para referirse a la(s) secuencia(s) reguladora(s) que
controlan la produccién de ARNm. Dichas secuencias incluyen sitios de
enlace de ARN polimerasa, reforzadores, etc. La totalidad de dichas
moléculas de COX-2 canina pueden usarse en un contexto diagnéstico o
terapéutico.

Las moléculas fragmentarias de dcido nucleico de COX-2
canina pueden codificar una porcién(es) significativa(s) de, o ciertamente la
mayoria de, la proteina de COX-2 canina. Preferiblemente, una molécula
fragmentaria de 4cido nucleico de COX-2 capina es idéntica
complementaria con por lo menos 20 nucledtidos contiguos en ID. SEC.: 3.
Mis preferiblemente, ella comprende por lo menos 25 nncledtidos en ID.
SEC.: 3. Ailn mis preferiblemente, e¢lla comprende por lo menos 50
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nucleStidos en ID. SEC.: 3. Todavia més preferiblemente, ella comprende
por lo menos 1005 nuclettidos en ID. SEC.: 3. En uma mcorporacién
preferida, una molécula fragmentaria de 4cido nucleico de COX-2 canina
comprende por lo menos un nucleétido que no se encuentra en una posicién
correspondiente en la COX-2 canina.

Las moléculas de 4cido nucleico de COX-2 canina y las moléculas
fragmentarias de écido mucleico de COX-2 canina pueden hibridizarse en
forma especifica o selectivae con otras moléculas de dcido mucleico. Tal
como se emplea aqui, se dice que dos moléculas de dcido mucleico son
capaces de hibridizarse especificamente entre sf cuando tienen un nivel muy
alio de afinidad mutua, tal como cuando una hebra de écido nucleico tiene
un alto grado de homologfa con una hebra complementaria. Se dice que
una molécula de 4cido nucleico es el “complemento” de otra molécula de
dcido nucleico si ambas presentsn complementariedad total. Tal como se
emplea aquf, las moléculas deben exhibir “complementariedad total”
cuando cada nucledtido de una de las moléculas es complementario con un
nuclestido de Ia otra. Se dice que dos moléculas son “complementarias en
minima medida™ si pueden hibridizarse entre si con suficiente estabilidad
para permitiries permanecer fusionadas umas con otras bajo por lo menos
condiciones convencionales de “baja astringencia”. Anflogamente, las
moléculas deben ser “complementarias®. Condiciones convencionales de
astringencia se describen por Sambrook, y colegas, Molecular Cloning, Un
Manual de Laboratorio, 2* edicién, Cold Spring Harbor Press, Cold Spring
Harbor, Nueva York (1989). Condiciones convencionales de astringencia
se describen ademas por Haymes, y colegas, Nucleic Acid Hybridization, A
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Practical Approach, IRL Press, Washington, DC (1985). En consecuencia l'%b

son permitidas desviaciones de la complementariedad total, siempre que
dichas desviaciones no impidan completamente la capacidad de las
moléculas de formar una estructura de doble cadena.

En otra incorporacién preferida, la molécula fragmentaria de COX-2
canina exhibe actividad enzimitica de COX-2 canina.

En una incorporacién la presente invencién provee una molécula de
dcido nucleico sustancialmente purificada seleccionada del grupo de ADNs
oonformado por una molécula de écido mucleico que tiene ID. SEC.: 1, el
complemento de la molécula de scido nucleico que tiene ID. SEC.: 1, un
fragmento interno de la molécula de dcido mucleico que tiene ID. SEC.: 1, y
un fragmento intemo del complemento de la molécula de dcido nucleico
que tiene ID. SEC.: 1, en donde ID. SEC.: 1 codifica una proteina de COX-
1 canina 0 un fragmento de la misma Preferiblemente, la molécula de
dcido nucleico sustancialmente purificada codifica una protefna de COX-1
canina.  También preferiblemente, la molécula de écido nucleico
sustanciaimente purificada tiene wna ID. SEC.: 1 6 un complemento de la
misma. En otra incorporacién de la presente invencién, la cual se hibridiza
con ofra la molécula de dcido mucleico que codifica la COX-1 canina o un
complemento de la misma y falla en hibridizarse especificamente a una
molécula de Acido nucleico que codifica una COX-1 no-canina o un
complemento de la misma. En todavia otra incorporacién, la molécula de
4cido mucleico sustancialmente purificada de acuerdo con la reivindicacién
4, en donde la molécula de dcido nucleico se hibridiza especificamente con
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ota molécula de 4dcido nmucleico que codifica COX~1 canina o un
complemento de Ia misma bajo condiciones de alta astringencia y falla en
hibridizarse especificamente a una molécnla de dcido nucleico que codifica
COX-1 no-canina o el complemento de la misma bajo condiciones de alta
astringencia. En uma incorporacion preferids, el fragmento interno de la
molécula de dcido nucleico que tiene ID. SEC.: 1 contiene por lo menos 50
residuos de dcido nucleico, més preferiblemente, por 1o menos 100 residuos
de Acido mucleico, mis preferiblemente afin, por lo menos 200 residuos de
dcido nucleico y, todavia més preferiblemente, por lo menos 500 residuos
de dcido nucleico. En otra incorporacidn preferida, el fragmento interno del
complemento de la molécula de dcido nucleico que tiene ID. SEC.: 1
contiene por lo menos 50 residuos de dcido nucleico, mis preferiblemente,
por lo menos 100 residuos de dcido nucleico, més preferiblemente aiin, por
lo menos 200 residuos de #écido mucleico y, todavia més preferiblemente,
por lo menos 500 residnos de acido nucleico.

En otra incorporaciém, la presente invencién proporcions una
molécula de dcido nucleico de COX-1 canina sustancialmente purificada
que comprende una secuencia de acido nucleico que es idéntica a por lo
menos 20 nucledtidos contiguos de ID. SEC.: 1 6 el complemento de ID.
SEC.: 1. Preferiblemente, 1a molécula de 4cido nucleico comprende una
secuencia de dcido micleico que es idéntica a por lo menos 50 nucledtidos
contiguos de ID. SEC.: 1 6 un complemento de la misma Mis
preferiblemente, 1a molécula de dcido mucleico comprende una secuencia de
dcido nucleico que es idéntica a por lo menos 100 mucledtidos contiguos de
ID. SEC.: 1 6 un complemento de Ia misma.

25



La presents invencién provee ademds una molécula de scido mucleico
sustancialmente purificada seleccionada del grupo de ADNs conformado
por una molécula de icido nucleico que tiene ID. SEC.: 3, una molécula
complemento de una molécula de dcido nucleico que tiene ID. SEC.: 3, un
fragmento interno de una molécula de 4cido nucleico que tiene ID. SEC.: 3,
y un fragmento interno de una molécula complemento de una molécula de
4cido nucleico que tiene ID. SEC.: 3, en donde ID. SEC.: 3 codifica una
proteina de COX-2 canina o un fragmento de la misma. Preferiblemente la
moléodla de dcido nucleico sustancialmente purificada codifica la proteina
de COX-2 canina. Més preferiblemente, la molécula de dcido micleico
sustancialmente purificada tiene la secuencia descrita por ID. SEC.: 3 6 un
complemento de ]a misma. En otra incorporacién la presente invenci6n
suministra una molécula de dcido nucleico sustancialmente purificada que
se hibridiza especificamente con otra molécula de 4&cido mucleico que
codifica la COX-2 6 un complemento de la misma y falla en hibridizarse
especificamente con una molécula de dcido nucleico que codifica la COX-2
no-canina o un complemento de la misma. Preferiblemente, Ia molécula de
4cido nucleico sustanciaimente purificada se hibridiza espectficamente con
otra molécula de &cido nucleico que codifica 1a COX-2 canina 0 un
complemento de la misma bajo condiciones de alta astringencia y falla en
hibridizarse especificamente con la molécula de 4cido nucleico que codifica
la COX~2 no-canina o un complemento de la misma bajo altas condiciones
de astringencia. En una incorporacién preferida, el fragmento interno de Ia
molécula de 4cido nucleico que tiene ID. SEC:: 3 contiene por 1o menos 50
residuos de 4cido nucleico, més preferiblemente, por lo menos 100 residuos



de 4cido nucleico, més preferiblemente atin, por lo menos 200 residuos de
écido nucleico y, todavia més preferiblemente, por lo menos 500 residuos
de 4cido nucleico. En otra incorporacién preferida, el fragmento interno del
complemento de la molécula de dcido nucleico que tiene ID. SEC.. 3
comtiene por lo menos 50 residuos de dcido mucleico, mis preferiblemente,
por lo menos 100 residuos de dcido mucleico, més preferiblemente aim, por
lo menos 200 residuos de 4cido mucleico y, todavia més preferiblemente,
por o menos 500 residuos de dcido nucleico.

La presente invencién provee asimismo una molécula de dcido
nucleico de COX—2 no-canina sustanciatmente purificada que comprende
una secuencia de &dcido nmucleico que es idéntica a por lo menos 20
micletidos contiguos de ID. SEC.: 3 6 un complemento de la misma
Preferiblemente, 12 secuencia de Acido nucleico que es idéntica a por lo
menos 50 mucledtidos contiguos de ID. SEC.: 3 4 a un complemento de la
misma. Mis preferiblemente, 1a secuencia de dcido mucleico comprende
una secuencia de icido nucleico que es idéntica a por lo menos 100
nucleStidos contiguos de ID. SEC.: 3 6 su complemento. En términos
generales condiciones de astringencia que promueven la hibridacién del
ADN son, por ejemplo, 6.0 x cloruro de sodio/citrato de sodio (SSC) a
aproximadamente 45°C, seguidas por un lavado de 2.0 x SSC a 50°C, son
conocidas pro aquellas personmas con habilidades en el arte o pueden
encontrarse en Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley &
Sons, N.Y. (1989), 6.3.1-6.3.6. Por ejemplo, la concentracién de 1a sal en el
paso de lavado puede seleccionarse desde una astringencia baja de
aproximadamente 2.0 x SSC a 50°C hasta astringencia alta de
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aproximadamente 0.2 x SSC a 50°C. Ademds, Ia temperatura en el paso de
lavado puede aumentarse desde condiciones de baja astringencia a
temperatura ambiente, aproximademente 22°C, hasta condiciones de alta
astringencia a aproximadamente 65°C. Pueden variarse tanto la temperatura
como la sal, o la temperatura o la concentracion de la sal pueden
mantenerse constarntes mientras se modifica la otra variable.

En una incotporacién preferida, un écido mucleico de Ia presente
invencion se hibridizarf especificamente con una molécula de 4cido
mcleico que tiene ID. SEC.: 3 6 su complemento bajo condiciones
moderadamente astringentes, por ejemplo, a aproximadamente 2.0 x SSC y
aproximadamente 40°C.

En una incorporacién particularmente preferida, un 4cido nucleico de
la presente invencién se hibridizard especificamente con ID, SEC.: 3 6 su
complemento bajo condiciones de alta astringencia. En un aspecto de la
presente invencién, ina molécula de 4cido mucleico de la presente
invencién comprenders ID. SEC.: 3 é su complemento.

Moléculas fragmentarias de 4cido nucleico pueden determinarse y
seleccionarse de tal manera que bajo condiciones especificadas, como alta
astringencia, las moléculas fragmentarias de 4cido nucleico puedan usarse
para hibridizarse especfficamente a la COX-2 canina en relacién, por
¢jemplo, con la COX-1 canina.

En otro aspecto de la presente invencién, una molécula de
dcido nucleico de la presente invencitn comparte entre el 100% y el 90% de
identidad de secuencia con la secuencia de 4cido nucleico estipulada en ID.
SEC.: 3 6 su complemento. En un aspecto preferido de la presente
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invencién, una molécula de #cido nucleico ds Ia presemte itrvencién
comparte entre ¢l 100% y 90% de identidad de secuéncia con Ia secuencia
de écido nucleico estipulada en ID. SEC.: 3 6 su complemento. En un
aspecto mis preferido de 1a presente invencién, una molécula de dcido
micleico de la presente invenicién comparte entre el 100% y el 98% de
identidad de secuencia con ID. SEC.: 3 6 su complemento. En el aspecto
mds preferido de la presente invencidn, una molécula de 4cido nucleico de
Ia presente invencién comparte entre el 100% y el 99% de 1a identidad de
gecuencia con ID. SEC.: 3 6 su complemento.

La degeneracién del codigo genético, que permite diferentes
secuencias de #écido nucleico pama codificar para 1a misma protefna o
péptido, es conocida en la literatura (Patente de los Estados Unidos N .
4,757,006). Tal como se emplea aqui, una moléocula de dcido nucleico es un
degenerado de otra molécula de dcido mucleico cuando las moléculas de
écido mcleico codifican para las mismas secuencias de aminodcidos, pero
comprenden diferentes secuencias de mucledtidos. Un aspecto de la
presente invencién es que las moléculas de dcido mucleico de Ia presente
invencién inchiyen moléculas de écido nucleico que son un degenerado de
ID. SEC.: 3 y su complemento.

Aparte de sus usos tales como los descritos mas adelante, las
moléculas de icido nucleico de la presente invencién pueden emplearse
para obtener otras moléculas de COX—2 oanina. Moléculas de écido
mucleico y fragmentos de las mismas de la presente invencién pueden
emplearse para obtener otras moléculas de dcido mucleico de perros. Dichas
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moléculas de Acido mucleico incluyen las moléculas de dcido mucleico que
codifican 1a secuencia codificadora completa de una protefna y promotores
y secuencias flanqueantes de dichas moléculas. Adicionalmente, dichas
moléculas de 4cido nucleico incluyen moléculas de 4cido mucleico que
codifican para otras isozimas o miembros de famifia de genes. Dichas
moléculas pueden obtenerse ficilmente empleando las moléculas de écido
nucleico descritas arriba, o fragmentos de las mismas, para tamizar ADN¢ o
bibliotecas gendmicas obtenidas de 1a especie. Son bien conocidos en el
arte los métodos para formas dichas bibliotecas.

Las moléculas de dcido nucleico y fragmentos de las mismas de la
presente invencién pueden emplearse igualmente para obtener homélogos
de 4cido mucleico, Dichos homédlogos incluyen la molécula de dcido
nmucleico de otros organismos (verbigracia, mono, vaca, gato) incluyendo
las moléculas de icido mucleico que codifican, en todo o en parte,
boméblogos de proteina de especies vegetales u otros organismos, secuencias
de elementos genéticos tales como promotores y elementos trascripcionales
reguladores. Los métodos para formar dichas bibliotecas son bien
conocidos en el arte. Dichas moléculas de homélogo pueden diferir en sus
secuenciag de nucledtidos de aquellas encontradas en ID. SEC.: 3 6
complemento de la misma. Por lo tanto, las moléculas de 4cido nucleico de
Ia presente invencién incluyen asimismo moléculas que, aunque capaces se
hibridizarse especificamente con las moléculas de écido nucleico las
moléculas de 4cido nucleico pueden carecer de “complementariedad total”.



En una incorporacitn, las moléculas de écido nucleico de Ia presente
invencién inchryen moléculas que codifican la protefna do la protefna
COX-1, su promotor, o secuencins flanqueantes de gen. En uma
incorporacién preferida, un icido nucleico canino de [a presente invencién
se hibridizard especificamente a una molécula de 4cido mucleico a una
molécula de dcido nucleico que tiene ID. SEC.: 1 6 sus complementos. En
un aspecto de la presente invencién, una molécula de écido nucleico canino
de la presente invencién comprenderd ID. SEC.. 1 6 su complemento.

Moléculas fragmentarias de écido nucleico de COX-1 canina pueden
codificar una porciéin(es) significativa(s) de, o ciertamente la mayoria de, Ia
proteina COX-1 canmina. Preferiblemente, una molécula fragmentaria de
dcido nucleico de COX~1 canina es idéntica o complementaria con por lo
menos 20 nucleétidos continuos en ID. SEC.: 1. Mis preferiblemente,
comprende por o menos 25 nuclettidos en ID. SEC.: 1. Afin mas
preferiblemente, comprende por lo menos 50 nucleétidos en ID. SEC.: 1.
Muy preferiblemente, comprende por lo menos 100 nucledtidos en ID.
SEC.: 1. En una incorporacién preferida, una molécula fragmentaria de
dcido nucleico de COX-1 canina comprende por lo menos wm mcledtido
que no se encuentra en una posicién correspondiente en la COX-1 canina.
En otra incorporacién preferida, la molécula fragmentaria de COX~1 canina
presenta actividad enzimédtica de COX~1 canina.

En otra incorporacién de la presente invenciém, una molécula de
4cido nucleico de la presente invencién comparte entre
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el 100% y el 90% de identidad de secuencia con Ia secuencia de écido
pucleico de COX-1 canina estipulada en ID. SEC.: 1 6 su complemento.
En un aspecto adicional de la presente invencién, una molécula de dcido
mucleico de la presente mvencién comparte entre el 100% y 95% de
identidad de secuencia con 1a secuencia de écido mucleico de COX-1 canina
estipulada en ID. SEC.: 1 6 su complemento. En un aspecto més preferido
de la presente invencién, una molécula de dcido mucleico de la presente
invencién comparte entre el 100% y el 98% do identidad de secuencia con
ID. SEC.: 1 6 su complemento. En el aspecto mds preferido de la presente
invencién, una molécula de #cido nucleico de la presente invencién
comparte entre el 100% y el 99% de la identided de secuencia con ID.
SEC.: 1 6 su complemento.

La presente invencién provee también una proteina de COX-2 canina
sustancialmente purificada o wn fragmento de la misma codificado por una
secuencia de dcido mucleico que se hibridiza especificamente a ID. SEC.: 4
6 su complemento.

La presente invencion aporta igualmente una proteina de COX-1
canina sustancialmente purificada que tiene ID. SEC.: 2.

La presente invencién proporciona asimismo una proteina de COX~-2
canina sustancialmente purificada o fragmento de la misma que comprende
por lo menos 10 aminoécidos consecutivos de ID. SEC.: 4.

Del mismo modo, la presente invencién suministra un anticuerpo
capaz dc ligarse especificamente a la protefna de COX-1 canina
sustancialmente purificada.



Adicionalmente, Ia presente invencién proporciona una proteina de
COX-~2 canina sustancialmente purificada o fragmento de la misma que
comprende por lo menos 10 aminoécidos consecutivos de ID. SEC.: 4.

Las moléculas de 4cido nucleico de la presente invencién pueden
usarse para encontrar cualquier homélogo de icido nueleico de COX-~2
caning. Las moléculas de dcido mucleico de la presente invencién pueden
emplearse ademds para obtener cualquier homélogo de COX-2 de
mamifero.

Cualquiera de una variedad de métodos puede utilizarse para obtener
una o mis de las moléculas de 4cido mucleico ya descritas. Las siguientes
referencias individuales (cada una de las cuales se incorpora aqui de manera
individuat por referencia) describen cada mna un método Wtil de obtener
moléculas de 4cido nucleico.

Zamechik y colegas, Proc. Natl. Acad. Sci. (U.S.A.) 83: 4143-4146 (1986).
Goodchild y colegas, Proc. Natl. Acad. Sci. (U.S.A.) 85: 5507-5511 (1988).
Wickstrom y colegas, Proc. Natl. Acad. Sci. (U.S.A)) 85: 1028-1032
(1988).

Holt y colegas, Molec. Cell. Biol. 8: 963-973 (1988).

Gerwirtz y colegas, Science 242: 1303-1306 (1988).

Anfossi y colegas, Proc. Natl. Acad. Sci. (U.S.A.) 86: 3379-3383 (1989).
Becker y colegas, EMBO J. 8: 3685-3691 (1989).

Pueden emplearse sintetizadores automatizados de 4cido nucleico
para este fin. En vez de dicha sintesis, las moléculas reveladas de écido
3
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nucleico pueden utilizarse para definir una pareja de cebadores que puedan
usarse con la reaccién en cadena de la polimerasa para amplificar y obtener
cualquier molécula de écido mucleico deseada o fragmento. Cada una de las
siguientes referencias (cada una de las cuales se incorpora aqui de manera
individual por referencia) describen individualmente métodos dtiles para
 definir cebadores que pueden -utilizarse con la reaccién en cadena de la
polimerasa.

Mullis y colegas, Cold Spring Harbor Symp. Quant. Biol. 51: 263-273
(1986).

Erlich y colegas, Patente Europea 50,424,

Patente Europea 84,796.

Patente Europea 258,017.

Patente Europea 237,362.

Mullis, Patente Europea 201,184,

Mullis y colegas, Patente de los Estados Unidos 4,683,202,

Erlich, Patente de los Estados Unidos 4,582,788.

Saiki, R. y colegas, Patente de los Estados Unidos 4,683,194,

La(s) secuencia(s) de promotor de COX~2 canina y las secuencias
fianqueantes de COX-2 canina pucden obtenerse también utilizando ID.
SEC.: 3 provista aqui. En una incorporacitn, dichas secuencias se obtienen
incubando sondas de oligonuclettido de oligonucledtidos de COX-2 canina
con miembros de bibliotecas genémicas caninas y recuperando clones que
se hibridizan a las sondas. En una segunda incorporacion pueden utilizarse
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métodos de “desplazamiento cromosémico™ 6 3° 6 5 RACE para obtener
dichas secuencias. Cada una de las siguientes referencias contiene
descripciones fitiles de “desplazamiento cromosémico™ 6 3° 6 5° RACE.
Frohman, M.A. y colegas, Proc. Natl. Acad. Sci. (U.S.A.) 85. 8998-
9002 (1988)
Ohara, O. y colegas, Proc. Natl. Acad. Sci. (U.S.A.) 86: 5673-5677
(1989)

B. Proteinas y Péptidos

Una segunda clase de agentes preferidos comprende las proteinas de
COX-1 caning y COX-2 canina, y sus fragmentos do péptido, proteinas de
fusidn, y andlogos. Las proteinas de COX-1 y COX-2 canina pueden
producirse por medio de sintesis quimica o, mas preferiblements,
expresando el ADNc codificador de COX-1 canina o la COX-2 en wn
anfitribn bacterial o eucariftico adecuado. Muy preferiblemente, la
subsecuencia de dicho ADNc que codifica la COX-1 canina 0 COX-2
puede uvtilizarse para este propésito (ID. SEC.: 1 6 3). Métodos apropiados
de expresion se describen por Sambrook, J., y colegas (Molecular Claning,
alLaboratory Manual, 2 2 edicidn, Cold Spring Harbor Press, Cold Spring
Harbor, Nueva York (1989)), o textos similares.

Un “fragmento de COX-2 canina” es un péptido o polipéptido cuya
secuencia de aminoécidos comprende un subconjunto de la secuencia de
aminodcidos de la protefina de COX-2 canina. Preferiblemente, una
molécula de fragmento de COX~2 canina es idéntica o complementaria con
por lo menos una regién que corresponde a una secuencia contigua de 10



aminodcidos de ID. SEC.: 4. Més preferiblemente, el fragmento de COX-2
canina es idéntico o complementario con por lo menos una regién que
corresponde a 50 aminodcidos contiguos de ID. SEC.: 4. Afin mis
preferiblemente, el fragmento de COX-2 canina es idéntico o
complementario con por lo menos una regién que comesponde a 100
aminodcidos contiguos de ID. SEC.: 4. Uba proteina de COX-2 canina o
fragmento de la misma que comprende una o mis regiones de péptido de
COX-2 adicional no-canina es una protefna de “fusién de COX-2 canina”.
Dichas molécylas pueden derivarse para contemer carbohidrato u ofras
mitades (por ejemplo, hemocianina de lapa). Como en el caso de la
proteina de COX-2 canina, los fragmentos y fusiones de la presente
invencion se producen preferiblemente via medios recombinantes.

Los andlogos de las moléculas de proteina de COX-2 canina
comprenden protefnas de COX-2 canina, fragmentos o fusiones en los
cuales se han afiadido, reemplazado o eliminado residuos de aminodcidos
no esenciales ni relevantes. En otras palabras, en andlogos de proteina de
COX-2 caninga, no se han agregado, reemplazado o eliminado aminodcidos
que pudieran afectar la actividad de la protefna del andlogo relacionada con
la COX-2 canina original. Un ejemplo de dicho andlogo es Ia proteina de
COX-2 de una especie no-canina, como un primate, una vaca, un gato, y
cualquiera de una variedad de métodos. Muy preferiblemente, como ya se
indicd, ID. SEC.: 3 se utilizard para definir una pareja de cebadores que
pucden usarse para aislar las moléculas de écido nucleico que codifican la
COX-2 a partir de cualquier especie deseada. Dichas moléculas pueden
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expresarse para producir andlogos de COX-2 canina por medios
recombinantes.

De acuerdo con ello, en una incorporacién la presente invencién
provee una protefna de COX-1 canina sustancialmente purificada o un
fragmento de la misma, en donde la proteina de COX-2 canina o su
complemento es codificada por una secuencia de 4cido nucleico que se
hibridiza especificamente a ID. SEC.: 1 6 un complemento de ID. SEC.: 1.

En otra incorporacifn, l1a presente invencitn proporciona una protefna
de COX-1 canina sustancialmente purificada que tiene ID. SEC.: 2.

En todavia otra incorporacién, 1a presente invencién aporta una
protefna de COX-1 canina sustancialmente purificada o un fragmento de la
misma que comprende por lo menos 10 aminodcidos consecutivos de ID.
SEC.: 2. Preferiblemente, 1a proteina de COX-1 canina sustancialmente
purificada o un fragmento de la misma es uma proteina de fusién.

La presente invencién proporciona ademds una protefna de COX-2
canina sustancialmente purificada o un fragmento de la misma codificada
por una secuencia de dcido nucleico que se hibridiza especificamente a ID.
SEC.: 4 6 su complemento. meen‘blemente,laproteimde'COX—Zcmﬁm
sustanciglmente purificada o fragmento se hibridiza especificamente a ID.
SEC.: 4. Alternativamente, la proteina de COX-2 canina sustancialmente
purificada o fragmento de la misma puede hibridizarse especificamente al
complemento de ID. SEC.: 4.

La presente invencién aporta asimismo una proteina de COX-2
canina sustancialmente purificada que tiene ID. SEC.: 4. La presente
invencién proporciona igualmente una proteina de COX-2 canina
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sustancialmente purificada fragmento de la misma, en donde la proteina o
el fragmento de la misma comprende por lo menos 10 aminodcidos
consecutivos de ID. SEC.: 4. En una incorporacién la proteina de COX--2
canina o fragmento de la misma es una proteina de fusién.

C. Anticuerpos Reactives contra la COX~1 canina o la COX-2
canina

Un aspecto de la presente invencién concieme a anticuerpos,
moléculas que ligan antigeno de cadena (mica, u otras protefnas que se ligan
especificamente a Ia proteina de COX-2 canina y sus andlogos, fusiones o
fragmentos. Dichos anticuerpos son “anticuerpos de COX-2 anti-canina” y
pueden utilizarse, por ejemplo, para medir la proteina de COX-1 canina o
COX-2 canina. Tal como s¢ emplea aqui, se dice que un anticuerpo o
péptido “se liga especificamente” a COX-1 canina 0 COX-2 canina si
dicho ligamiento no se inhibe competitivamente por la presencia de
moléculas de COX—2 no-canina.

Moléculas de 4cido nucleico que codifican para la totalidad o uma
parte de Ia proteina de COX—2 canina pueden expresarse, por medios
recombinantes, para producir protefna de COX-2 canina o péptidos que
pueden a su vez ser usados para estimular la aparicién de anticuerpos que
son capaces de ligar COX-2 canina. Dichos anticuerpos pueden emplearse
en pruebas de diagndstico inmume. Dichas moléculas codificadoras de
COX-2 canina, o sus fragmentos pueden ser una molécula deo “fusiém™ (es
decir, una parte de vna molécula de dcido nucleico més grande) tal que, en
la expresién, se produzca una proteina de fusitn.
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Los anticuerpos que ligan especificamente las proteinas de COX-~2

canina y fragmentos de protefna pueden ser policlonales o monoclonales, y
pueden incluir inmunoglobulinas intactas, de porciones que ligan antigeno
de inmmmoglobulinas (teles como fragmentos (F(ab’), F(ab’))), o
innmmoglobulinas de cadena dmica producibles, por ejemplo, via medios
los materiales de recursos estindar que describen condiciones y
procedimientos especificos para la comstruccién, manipulacién y
aislamiento de anticuerpos (véase, por ejemplo, Harlow y Lane, in
Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Press, Cold Spring
Harbor, Nueva York (1988)).
Ratones BALB/c son preferidos para este fin; sin embargo, también pueden
emplearse cepas equivalentes. Los animales se inmunizan preferentemente
con alrededor de 25 pg de protefna de COX-2 canina purificada (o
fragmento de 1a misma) que se ha emulsificado con un adyuvante apropiado
(tal como el adyuvante TiterMax (Vaxcel, Norcross, GA)).
Preferiblemente, la inmmumizacién se lleva a cabo en dos sitios
intramusculares, un sitio intraperitoneal y un sitio subcuténeo en la base de
ia cola. Preferiblemente se administra una inyeccién adicional de alrededor
de 25 ug de antigeno, tres semanas después, en solucién salina normal.
Luego de aproximadamente 11 dias después de la segunda inyeccién los
ratones pueden sangrarse y la sangre tamizada para detectar la presencia
anticuerpos de COX-2 canina. Preferiblemente, para este fin se emplea un
ELISA de ligamiento directo.
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Muy preferiblemente, al ratén que tiene la titulacion més alta de
anticuerpos se lo aplica una tercera inyeccién de alrededor de 25 pg de
proteina de COX-2 canina, fragmento, o fusién. Los leucocitos esplénicos
de este animal pueden recuperarse tres dias después, y se les permite
entonces fusionarse, muy preferiblemente, utilizando polietilenglicol, con
células de una linea adecuada de célula de micloma (tal como, por ejemplo,
la linea de célula de mieloma P3X63Ag8.653). Se seleccionan células de
hibridoma cuitivando las células bajo seleccibn HAT (hipoxamtina-
aminopterina-timina) durante cerca de una semana). Los clones resultantes
pueden entonces tamizarse en cuanto a su capacidad de- producir
anticuerpos momoclonales (“mAbs”) a la proteina COX-2 canina,
preferiblemente por medio de un ELISA directo.

En una incorporacién, anticuerpos monoclonales de COX-2 anti-
canina se aislan utilizando fusiones de COX~2 canina, o conjugados, como
inmunégenos. De ese modo, por ejemplo, un grupo de ratomes puede
inmunizarse empleando wma proteina de fusion de COX-2 canina
emulsionada en adyuvante completo de Freund (aproximadamente 50 pg de
antigeno por inmmmizacién). En intervalos de tres semanas, se emulsiona
una cantidad idéntica de antigeno en adyuvante incompleto de Freund y se
emplea para inmumizer los animales. Diez dias después de la tercera
inmunizacién, se toman muestras de suero y se evalian en cuanto & la
presencia de anticuerpo. Si las titulaciones de anticuerpo son demasiado
bajas, puede emplearse un cuarto reforzador. Polisueros capaces de ligar
COX-2 caning en dilucién de 1:5.000 pueden btenerse también utilizando
este método.
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En uwn procedimiento preferido pamm obtener . anticuerpos
monoclonales, los vasos de los ratones inmunizados ya mencionados se
retiran, se rompen, y se afslan esplenocitos immunes sobre un gradiente de
ficol. Los esplenocitos aislados se fusionan, empleando polietilenglicol con
células de plasmacitoma P3x63xAg8.653 deficiente HGPRT (hipoxantina
guanina fosforibosil transferasa) derivada de BALB/c. Las células
fosionadas se ponen en placas de microtitulacién de 96 alvéolos y se
seleccionan en cuanto a células de fusién de hibridoma por su capacidad de
crecer en medio de cultivo suplementado con hipoxantina, aminopterina y
timidina durante aproximadamente 2-3 semanas. En promedio, cada 10°
células del bazo sometidas a fusién producen un hibridoma variable. Un
bazo tipico produce 5-10x107 células de bazo.

Las células de hibridoms que surgen de dicha incubacién se
se¢leccionan preferiblemento en cuanto a su capacidad de producir una
inmumnoglobulina que se ligue a la COX-2 canina. Puede emplearse un
ELISA indirecto para este fin. En resumen, los sobrenadantes de hibridoma
se incuban en alvéolos de microtitulacidn que contienen proteina de COX-2

Luego de lavar, 1a titulacion de la inommoglobuling ligada puede
determinarse utilizando, por ejemplo, un anticuerpo anti-ratén cabra
conjugado con peroxidasa de rdbano. Después de un lavado adicional, se
determina la cantidad de enzima inmovilizada (por ejemplo, mediante el
uso de un substrato cromogénico). Dicho tamizado se lleva a cabo tan
ripido como sea posible luego de la identificacién del hibridoma con el fin
de garantizar que el clon deseado no se cultive en exceso por vecinos no-
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secretores. Preferiblemente, las placas de fusién se tamizan varias veces
puesto que las tasas de crecimiento de hibridloma varian. En una
incorporacién preferida, una forma antigénica diferente de COX-2 canina
puede emplearse para seleccionar el hibridoma. De ese modo, por ejempio,
los esplenocitos pueden inmunizarse con un inmundgeno de COX-2 canina,
pero los hibridomas resultantes pueden seleccionarse empleando un
inmundgeno diferente de COX-2 canina.

Como se discute més adelante, dichas moléculas de anticuerpo o sus
fragmentos pueden utilizarse para fines de diagnéstico. Donde los
anticuerpos estén previstos para fines de diagnéstico, puede ser deseable
derivarlos, por ejemplo, con un grupo ligando (tal como biotina) o un grupo
marcador detectable (tal como un grupo fluoresoente, un radioisétopo o una
enzima).

La capacidad de producir anticuerpos que liguen las moléculas de
COX-2 canina permite la identificacién de compuestos munéticos de
COX-2 canina. Un “compuesto mimético” de COX-2 canina es un
compuesto que no es COX-2 canina, o un fragmento de COX-2 canina,
pero que sin embargo exhibe una capacidad de ligarse especificamente a
anticoerpos de COX-2 anti-canina. Dichas moléculas pueden usarse para
estimniar la sparicién de anticuerpos de COX-2 anti-canina y, de este
modo, pueden utilizarse para ayudar en ¢l diagnéstico de desérdenes
relacionados con COX-2 canina,

De acuerdo con ello, en una incorporacién la presente invencién
aporta un anticuerpo capaz de ligarse especificamente a una proteina de
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COX-1 canmna que tiene ID. SEC.: 2; preferiblemente el anticuerpo estd
marcado en forma detectable.

En otra incorporacién, la presente invencién provee un anticuerpo
capaz de ligarse especificamente a la proteina de COX-2 canina
sustancialmente purificada que tiene ID. SEC.. 4. Preferiblemente el
anticuerpo est4 marcado en forma detectable.

IIL Usos de la Molécula de la Invencién

En otra incorporaci6n la presente invencién provee vectores de
ADN de plidsmido para uso en Ia expresién de las proteinas de COX-1
canina 0 COX-2 canina. Estos vectores contienen las secuencias de ADN
ya descritas que codifican para los polipéptidos de 1a invencién. Vectores
apropiados que pueden transformar células eucaridticas, incluyendo células
de mamifero y microorganismos capaces de expresar las protefnas de COX-
1 o COX-2 caninas, incluyen vectores de expresion que comprenden
secuencias de nucledtidos que codifican para las proteinas de COX-1
canina 0 COX-2 unidas a secuencias reguladoras de traduccién y
trascripcion que se seleccionan de acuerdo con las células anfitrionas
usadas.

Vectores que incorporan secuencias modificadas segin descripcién
anterior estin incluidos en la presente invencién y son Wtiles en la
produccién de los polipéptidos de COX-1 6 COX-2 caninas. El vector
empleado en el método contienen ademés secuencias reguladoras

seleccionadas en asociacién operativa con las secuencias codificadoras de
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ADN de la invencidn, las cuales son capaces de dirigir la replicacién y
expresion de las mismas en células anfitrionas seleccionadas.

La transferencia de un 4cido mucleico que codifica para una protefna
puede resultar en la expresién o sobre-expresién de esa proteina en una
célula transformada. Una o més de las proteinas o fragmentos de los
mismos codificadas por las moléculas de dcido nucleico de la presente
invencion pueden expresarse o0 sobre-expresarse en una célula
transformada.  Particularmente, cualquiera de las proteinas de COX-1 6
COX-2 caninas o fragmentos de las mismas pueden expresarse o sobre-
expresarse en una célula transformada. Dicha expresién o sobre-expresién
pucde ser el resultado de una transferencia transitoria o estable del material
genético exégeno. “Material genético exégeno” es cualquier material
genético, sea de ocurrencia natural o de otra clase, de cualquier fuente,
capaz de ser insertado en un organismo.

Un constructo o vector puede incluir un promotor para expresar la
proteina o fragmento de proteina de eleccién. Preferiblemente, el promotor
de la presente invencién es un promotor especifico de COX. Promotores

que pueden emplearse en la presente invencién incluyen:

promotor glucosa-6 | Yoshiuchi y colegas, J. Clin.
fosfatasa Endocrin. Metab. 83: 1016-1019

(1998)

promotor de interleucina-1|Mori y Prager, Leuk. Limphoma 26:
alfa 421-433 (1997)




promotor CMV Tong y colegas, Anticancer Res. 18:
719-725 (1998); Norman y colegas,
Vaccine 15: 801-803 (1997)

promotor RSV Elshami y colegas, Cancer Gene
Ther. 4: 213-221 (1997); Baldwin y
colegas, Gene Ther. 4. 1142-1149
(1997)

promotor SV40 Harms y Splitter, Hum. Gene Ther.
6: 1291-1297 (1995)

promotor del gen de|Corbi y Lépez-Rodriguez, Leuk

integrina CD11c Limphoma 25: 415-425 (1997)

promotor GM-CSF Shannon y colegas, Crit. Rev.

Immunol. 17: 301-323 (1997)

promotor de interleucina-

Sun y colegas, Curr. Top. Microbiol.

5R alfa Immunol. 211: 173-187 (1996)

promotor de interleucina-2 | Serfing y colegas, Biochim. Biophys.
Acta 1263: 181-200 (1995) O’Neill y
colegas, Transplant. Proc.23: 2862-
2866 (1991)

promotor de c-fos Janknecht, Immunobiology 193:

137-142 (1995) Janknecht y colegas,
Carcinogenesis 16: 443-450 (1995)
Takai y colegas, Princess Takamatsu

Symp. 22: 197-204 (1991)




promotor h-ras Rachal y colegas, EXS 64: 330-342
(1993)
promotor del gen DMD  |Ray y colegas, Adv. Exp. Med Biol.

280: 107-111 (1990)

Promotores apropiados para expresién de las protefnas COX-1 6
Oox—zcaninasoﬁagmentosdecualquimdelasdosdelapmm'
invencidn en bacterias han sido descritos por Hawley y McChure, Nucleic
Acids Res. 11: 2237-2255 (1983), Harley y Reynolds, Nucleic Acids Res.
15; 2343-2361 (1987) han descrito también propomotores adecuados para
expresién de las proteinas de COX-1 6 COX~-2 caninas o fragmentos de
cualquiera de Ias dos de la presente invencién en bacterias. Dichos

promotores incluyen, por ejemplo:

el promotor recA

Fernindez de Henestrosa, y colegas,
FEMS Microbiol. Lett. 147: 209-213

(1997) Nussbaumer y colegas,
FEMS Microbiol. Lett. 118: 57463
(1994) Weisemann y colegas,
Biochimie 73: 457-470 (1991)

el promotor Ptac

Hasan y colegas, Gene56: 141-151
(1987); Marsh, Nucleic Acids Res.
14: 3603 (1986)

£
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promotor hibrido Ptac-

S¢ prefiere que el promotor particular seleccionado es capaz de
causar suficiente expresién para resultar en la produccién de una cantidad
efectiva de las protefnas de COX-1 6 COX-2 caninas o fragmentos de
cualquiera de las dos para originar el fenotipo deseado.

Constructos o wvectores pueden incluir también con Ia regidn
codificadora de interés una secuencia de icido nucleico que actie, en todo o
en parte, para terminar la trascripcién de dicha regién,

Asimismo se pueden incorporar intensificadores de traducciéon como
parie del ADN vector. Constructos de ADN podrian contener una o més
secuencias lider 5° no trasladsdas que pueden servir para intensificar la
expresién de los productos del gen de los transcriptos de ARNm resultantes.
Dichss secuencias pueden derivarse del promotor seleccionado para
expresar ¢l gen o pueden modificarse especificamente para aumentar Ia
traduccién del ARNm. Dichas regiones pueden obtenerse ademds a partir
de ARNSs virales, de genes eucarifticos adecuados, 0 se una secuencia
genética sintética.

Un wector o consiructo puede icluir igualmente un marcador
tamizable. Pueden emplearse marcadores tamizables para monitorear la
expresitin. Marcadores tamizables ejemplares incluyen:
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p-glucuronidasa Jefferson, Plant Mol. Bio. Rep. 5
codificada por el gen uidA |387-405 (1987) Jefferson y colegas,
(GUS) EMBO J. 6; 3901-3907 (1987)

B-lactamasa Sutcliffe, y colegas, Proc. Nail.
Acad. Sci. (US.A) 75. 3737-3741
(1978)

luciferasa Clontech, Palo Alio, CA, USA
Ow y colegas, Science 234: 656-859

(1986)
B-galactosidasa Clontech, Palo Alto, CA, USA
GST (Stratagene)
Protefna A Calbiochem

Proteina fluorescente azul | Clontech, Palo Alto, CA, USA

Proteina verde Clontech, Palo Alto, CA, USA

fluorescente

Incluidos dentro de los términos “genes marcadores sefeccionables
detarminables™ se encuentran también gemes que codifican un marcador
secretable cuya secrecién puede detectarse como un medio de identificar o
seleccionar las células transformadas. Los ejemplos incluyen marcadores



que codifican un anmtigeno secretable que puede ser identificado por
interaccién de amticuerpos, o incluse enzimas iecretables que pueden
de un mimero de clases, mcluyendo proteinas pequeflas, difusibles, que son
detectables (verbigracia, por ELISA), activas pequefias que son
detectables en solucién extracelular (verbigracia, a-amilasa, p-lactamasa,
fosfinotricina transferasa), o proteinas que se insertan o atrapan en la
membrana de la célula (tales como las proteinas que incluyen una secuencia
lider). Ofros posibles genes marcadores seleccionables y/o tamizables son
evideutes a aquejlas personas con habitidades en et arte.

Como otro aspecto de la presente invencidn, se provee un método
para producir las protefnas de COX-1 6 COX-2 cenimas. Células
apropiadas o lincas de células pueden ser células de mamifero, insecto o de
levadura. Por ejemplo las proteinas de COX-1 6 COX-2 caninas o
fragmentos de cualquiera de ellas de la presente invencién se expresan en
una célula de levadura, preferiblemente Saccharomyces cerevisiae. Las
proteinas de COX-1 6 COX-2 caninas o fragmentos de cualquiera de las
dos de la presente invencién pueden expresarse en S. Cerevisige
fusionéndola al término N de los genes URA3, CYC1 6 ARG3 (Guarente y
Ptashne, Proc. Natl. Acad Sci. (US.A) 78 2199-2203 (1981); Rose y
colegas, Proc. Natl. Acad Sci. (U.S.A.) 78: 2469-2464 (1981); y Crabeel y
colegas, EMBO J. 2: 205-212 (1983)). Alternativamente las proteinas de
COX-1 6 COX-2 caninas o fragmentos de cualquiera de las dos de la
presente invencién pueden fusionarse a genes PGK TRP1 (Tuite y
colegas, EMBO J. 1. 603-608 (1982); y Dobson y colegas, Nucleic Acids
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Res. 11: 2287-2302 (1983)). Més preferiblemente, las proteinas de COX-1
6 COX-2 caninas o fragmentos de cualquiera de las dos de la presente
invenciém se expresan como una proteina madura (Hitzeman, y colegas,
Nature 293: 717-722 (1981); Valenzuela y colegas, Nature 298: 347-350
(1982); y Derynck y colegas, Nucleic Acids Res. 11: 1819-1837 (1983)).

Promotores de levadura nativos y fabricados apropiados para uso en
la presente invencién han sido estudiados por Romanos y colegas, Yeast 8;
423-488 (1992). Muy preferiblemente, las protefnas de COX-1 6 COX-2
caninas o fragmentos de cualquiera de Ias dos de la presente invencifn son
secretadas por la célula de levadura (Blobel y Dobberstein, J. Cell Biol.. 67:
835-851 (1975); Kurjen y Herskowite, Cell 30: 933-943 (1982); Bostian y
colegas, Cell 36: 741-751 (1984), Rothman y Orci, Nature 355. 409-415
(1992); Julius y colegas, Cell 32: 839-852 (1983); y Julius y colegas, Cell
36: 309-318 (1984)).

Donde se desee, se pueden utilizar células de insecto como células
anfitrionas en ¢f método de la presente invencidn. Véase, verbigracia, V. A.
Luckow, Protein Eng. J. L. Cleland, Wiley-Liss, Nueva York, NY: 183-
2180 (1996) y referencias citadas alli. Adicionalmente, métodos para la
expresion de genes exdgenos en células de insecto utilizando vectores de
baculovirus se describen en: O'Reilly y colegas, Baculovirus Expression
Vectors: A Laboratory Manual, Nueva York, W. H. Freeman & Company
(1992), y King y Possee, The Baculovirus Expression System: A Laboratory
Guide, Londres, Chapman & Hall. Se construye un vector de expresién que
comprende un vector de transferencia baculovirus, en el cual un fuerte
promotor de baculovirus (tal como el promotor de polihedrina) conduce la
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trascripcion de una regién codificadora de péptido de sefial de secrecién
eucariftica, 1a cual se une por traslacién a la regién codificadora para la
proteina multi-funcional. Por e¢jemplo, puede usarse el pldsmido PVL1393
(Invitrogen Corp., San Diego, California, US.A), Luego de In
construccién del vector trasportador del gen que codifica la proteina mmiti-
funcional, dos microgramos de este ADN se co-transfectan con un
microgramo de ADN baculovirus en las células del insecto Spodoptera
frugipera, cepa Sf9. Alernativamente, baculovius de recombinante
pueden tratarse usando un sistema baculovirus de vector de lanzadera
(Luckow y colegas, J. Virol. 67 4566-4579 (1993)), comercializado
actualmente como el Sistema de Expresion Bac-To-Bac™ (Life
Technologies, Inc. Rockville, MD). Baculovirus de recombinante puro que
porta la proteina multi-funcional se utiliza para infectar células cultivadas,
por ejemplo, en medio libre de suero Excell 401 (JRH Biosciences, Lenexa,
Kansas) o Sf9900-1I (Life Technologies, Inc.). La proteina multi-funcional
secretada en el medio puede recuperarse por procedimientos bioquimicos
estdndar. Sobrenadantes de células de mamifero o insecto que expresen las
proteinas multi-funcionales pueden concentrarse primero empleando
cuaiquiera de un nimero de unidades de concentracién comerciales.

Muy preferiblemente, las células de mamfferos pueden utilizarse para
expresar las moléculas de dcido nucleico de ls presente invencion.
Preferiblemente, las moléculas de &cido mucleico de la presente invencién
se clonan en una vector retroviral apropiado (véase, verbigracia, Dunbar y
colegas, Blood 85. 3048-3057 (1995); Bmmn y colegas, J. Hematother. 5:
323-329 (1996); Bregni y colegas, Blood 80: 1418-1422 (1992); Boris-
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Lawrie y Temin, Cizr. Opin. Genet. Dev. 3: 102-109 (1993); Boris-Lawrie
y Temin, Annal. New York Acad. Sci. 716: 59-71 (19945; Miller, Curr. Top.
Microbiol. Immunol. 158. 1-24 (1992)), vector de adenovirus (Berkner,
BioTechniques 6: 616-629 (1988); Berkner, Curr. Top. Microbiol. Immunol,
158: 39-66 (1992); Brody y Cristal, Annal. New York Acad. Sci. 716; 90-
103 (1994); Baldwin y colegas, Gene Ther. 4. 1142-1149 (1997)), RSV,
MuSV, SSV, MuLV (Baum y colegas, J. Hematother. 5. 323-329 (1996)),
AVYV (Chen y colegas, Gene Ther. 5. 50-58 (1998); Halek y colegas,
Cytokines Mol. Ther. 2: 69-79 (1996)), AEV, AMV, o CMV (Griffiths y
colegas, Biochem. J. 241 313-324 (1987)).

Métodos gemerales y composiciones para transformar una célula
eucariftica, bacterias y otros microorganismos son conocidos en el arte
(véase, por ejemplo, Sambrook y colegas, Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, Segunda Edicién, Cold Spring Harbor Laboratory
Press, Cold Spring Harbor, N.Y., (1989)).

La tecnologia para la introduccidn de ADN en células es bien
conocida por aquellas personas con habilidades en el arte. Se han descrito
cuatro métodos generales para llevar un gen dentro de células: (1) métodos
quimicos (Graham y van der Eb, Virology 54: 536-539 (1973)); (2) métodos
fisicos tales como microinyeccion (Capecchi, Cell 22: 479-488 (1980)), (3)
electroporacién (Wong y Neumann, Biochem. Biophys. Res. Comiin. 107:
584-578 (1982), Fromm y colegas, Proc. Natl. Acad. Sci. (U.S.4.)82: 5824-
5828 (1985); Patente de los Estados Unidos No. 5,384,253); y la pistola de
genes (Johnston y Tang, Methods -Cell Biol. 43: 353-365 (1994)); (3)
vectores virales (Clapp, Clin. Perinatol. 20; 155-168 (1993); Lu y colegas,
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J. Exp. Med. 178: 2089-2096 (1993); Eglitis y Anderson, Biotechniques, 6:
608-614 (1988)); y (4) mecanimos mediados por receptor (Curiel y colegus,
Hum. Gen. Ther. 3: 147-154 (1992), Wagner y colegas, Proc. Natl. Acad.
Sci. (U.S.A.) 89: 6099-6103 (1992)).

La transformacion puede lograrse ufilizando métodos basados en
precipitacién de fosfato de calcio, tratamiento con polietilenglicol,
electroporacién, y combinaciones de estos tratamientos (véase, por ejemplo,
Potrykus y colegas, Mol. Gen. Genet. 205: 193-200 (1986); Lorz y colegas,
Mol. Gen. Genet. 199: 178 (1985); Fromm y colegas, Nature 319 791
(1986), Uchimiya y colegas, Mol. Gen. Genet. 204: 204 (1986); Marcotte y
colegas, Nature 355: 454-457 (1988)).

Pruebas para expresién genética basadas en expresién transitoria de
constructos clonados de dcido nucleico han sido desarrolladas introduciendo
las moléculas de dcido mucleico en las células mediante tratamiento con
polietilenglicol, electroporacién, o bombardeo de particulas (Marcotte y
colegas, Nature 335: 454-457 (1988); McCaty y colegas, Cell 66: 895-905
(1991); Hattori y colegas, Genes Dev. 6: 609-618 (1992); Goff y colehas,
EMBO J. 9: 2517-2522 (1990)). Sistemas transitorios de expresién pueden
usarse para diseccionar funcionalmente constructos genéticos.

En una incorporacion, las moléculas de COX-2 canina de la presente
invencién se usan para determinar si un individuo tiene o no una mutacién
que afecte el nivel (es decir, la concentracién de ARNm de COX-2 canina o
proteina en una muestra, etc.) o patrén (es deoir, 1a cinética de la expresitn,
velocidad de descomposicitn, perfil de estabilidad, etc.) de 1a expresién de
COX-2 canina (colectivamente, la “respuesta de COX-2 canina” de una
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célula o fluido corporal) (por ¢jemplo, una mutacién en el gen de COX-2 ﬁ

canina, o en una regién(es) reguladora(s) de otros) gen(es) que controla
afecta 1a expresién de COX-2 canina), y siendo predictiva de perros que
tendrian predisposicién a, por cjemplo, cnfermedad inflamatoria do las
articulaciones, y otros desérdenes. Tales desdrdenes relacionados con
COX-2 incluyen, pero no se limitan a, artritis, artritis reumatoide,
espondiloartropatias, artritis gotoss, osteoartritis, lupus eritromatoso
sistémico y arfritis juvenil, enfermedad autoinmmmne, rechazo de
aloimplante, asma, bronquitis, tendinitis, bursitia, y condiciones
relacionadas con Ia piel tales como psoriasis, eczema, quemaduras, y
dermatitis, inflamacién pos-operatoria incluyendo desde cirugfa oftdlmica
tal como cirugia de cataratss y cirugia refractiva, condiciones
gastrointestinales tales como sindrome inflamatorio del intestino, y colitis
ulcerativa, neoplasia, tal como cincer colomrectal, y céncer del seno,
pulmén, préstata, cerviz, y piel, enfermedades vasculares, dolores de cabeza
con migrafia, periateritis nodosa, tiroiditis, anemia apldstica, enfermedad de
Hodgkin, esclerodoma, fiebre reumitica, diabetes tipo 1, enfermedad de
unién neuromuscular incluyendo esclerosis miltiple, sarcoidosis, sindrome
nefrdtico, sindrome de Bebget, polimiositis, gingivitis, nefritis,
lesion, isquemia del miocardio, infarto del miocardio, enfermedades
oftdlmicas, tales como retinitis, retinopatias, uveftis, fotofobia ocular, y de
lesion aguda al tejido ocular, rinitis alérgica, sindrome de dificultad
respiratoria, sindrome de choque de endotoxinas, aterosclerosis,
inflamacién pulmonar tal como 1a proveniente de infecciones bacteriales y
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virales y de fibrosis quistica, desérdenes del sistema nervioso central, tales
como demencias corticales incluyendo el mal de Alzheimer, y dafio del
sistema nervioso central resultante de ataque, isquemia y trauma.

Tal como se emplea aqui, se dice que la respuesta de COX-2 canina
manifestada por una céhla o fluido corporal estd “alterada™ si difiere de la
respuesta de COX-2 canina de células o de fluidos corporales de individuos
pormales. Dicha alteracién puede manifestarse por una respuesta de COX-
2 canina anormalmente sumentada o anomnalmente disminuida, Para
determinar si una respuesta de COX~2 canina estd alterada, la respuesta de
COX-2 canina manifestada por la célula o fluido corporal del canino se
compara con la de una muestra de célula similar (0 muestra de flmido
corporal) de individuos normales. Como se apreciard, no es necesario
volver a determinar la respuesta de la COX-2 canina de la mmestra de
célula (o muestra de liquido corporal) de perros normales cada vez que se
hace dicha comparacién; més bien, la respuesta de COX-2 canina de un
canino particular puede compararse con valores de perros normales
obtenidos previamente.

En una sub-incorporacién, una andlisis similar se Heva a cabo
determinando la presencia y/o identidad de polimorfismo(s) en el gen de
COX-2 canina o sus regiones flanqueantes, las cuales estin asociadas con
un desorden.

Cualquiera de una variedad de moléculas pueden utilizarse para
identificar dicho polimorfismo(s). En una incorporaciém, la secuencia de
ADNc¢ de COX-2 canina (0 una sub-secuencia de la misma) puede
emplearse como una molécula de dcido nucleico marcador para identificar
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dicho polimorfismo(s). Alternativamente, dichos polimorfismos pueden
detectarse mediante el uso de una molécula de 4cido nucleico marcador o
una proteina marcadora que se liga genéticamente (es decir, um
_polinucleétidoqueco-segregaeon)dichopolimmﬁmo(s). En un aspecto
preferido de esta incorporacién, dichas moléculas de 4cido nucleico
marcador tendrin la secuencia de nuclebtido de un polinucleStido que
genéticamente sc¢ lign de manera estrocha a dicho polimorfismo(s).
Marcadores de polinicledtido que mapean dichas localizaciones son bien
conocidos y pueden emplearse para identificar dicho polimorfismo(s).

En una incorporacién alternativa, dichos polimorfismos pueden
detectarse mediante el uso de una molécula de icido nucleico marcador que
se liga fisicamente a dicho polimorfismo(s). Para este fin pueden emplearse
moléculas de écido mucleico marcador que comprenden una secuencia de
oucledtidos de un polinucledtido localizado dentro de 1 mb del
polimorfismo(s), y, més preferiblemente, dentro de 100 kb del
polimorfismo(s), y, mmy preferiblemente, dentro de 10 kb del
polimorfismo(s).

Los genomas de animales y plantas sufren en forma natural una
mutacién espontinea en el curso de su continua evolucién (Gusella, Ann.
Rev. Biochem. 55: 831-854 (1986)).

Un “polimorfismo” en el gen de COX-2 canina o sus regiones
flanqueantes es una variacién o diferencia en la secuencia del gen de COX-
2 canina o sus regiones flanqueantes que surge en alguno de los miembros

de una especic. La secuencia variante y la secuencia “original™ coexisten



en la poblacién de la especie. En algunos casos, dicha coexistencia se
encuentra en equilibrio estable o quasi estable.

Por eso se dice que un polimorfismo es “alélico” si, debido a la
existencia del polimorfismo, algunos miembros de una especie pueden tener
la secuencia original (es decir, el “alelo” origmal), mientras que otros
miembros pueden tener la secuencia variante (es decir, et “alelo™ variante).
En el caso mis simple, sdlo puede existir una variante, y se dice por ello
que el polimorfismo es di-alélico. En otros casos, a poblacidn de la especie
puede contener muiltiples alelos, y el polimorfismo se denomina tri-alélico,
etc. un gen (mico puede tener mmiltiples polimorfismos diferentes no
relacionados. Por ejemplo, puede tener un polimorfismo di-alélico en wn
gitio, y un polimorfismo mmlti-alélico en otro sitio.

La variacién que define el polimorfismo puede variar desde una
simple variacién de mucleétidos hasta la insercién o delecion de regiones
extendidas dentro de un gen. En algunos.casos, las variaciones de Ia
secuencia del ADN se encuentran en regiones del genoma que se
caracterizan por repeticiones cortas en tindem (STRs) que incluyen motivos
repetidos de di-~ o tri-nucleétidos en tdndem. Polimorfismos caracterizados
por dichas repeticiones en tindem se¢ denominan polimorfismos de
“repeticién en tindem de mimero variable” (“VNTR”). Los VNTRs han
sido utilizados en andlisis de identidad y paternidad (Weber, Patente de los
Estados Unidos 5,075,217); Armour, y colegas, FEBS Lett. 307: 113-115
(1992); Jones, y colegas, Eur. J. Haematol. 39: 144-147 (1987); Homn, y
colegas, Solicimd PTC WO 91/14003; Jeffreys, Solicitud de Patente
Europea 370,719; Jefireys, Patente de los Estados Unidos 5,175,082);
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Jeffreys, y colegas, AMER. J. Hum. Genet. 39: 11-24 (1986); Jeffreys, y \0
colegas, Nature 316. 76-79 (1985), Gray, y colegas, Proc. R. Acad. Soc.

Lond 243: 241-253 (1991); Moore, y colegas, Genomics 10: 654-660
(1991); Jeffreys, y colegas, Anim. Genet. 18: 1-15 (1987); Hillel, y colegas,
Anim. Genet. 20: 145-155 (1989); Hillel, y colegas, Genet. 124: 783-789
(1990)).

La deteccién de sitios polimdrficos en una muestra de ADN puede
facilitarse mediante el uso de métodos de amplificacion de écido mucleico.
Dichos métodos aumentan especificamente la concentracién de
polinucleStidos que abarcan el sitio polimérfico, o incluyen ese sitio y
secuencias localizadas ya sea en forma distal o proximal a él. Dichas
moléculas amplificadas pueden detectarse ficilmente mediante
electroforesis en gel u otro medio.

El método mis preferido de lograr dicha amplificacién emplea la
reaccién en cadena de la polimerasa (“PCR™ (Muillis, y colegas, Cold
Spring Harbor Symp. Quant. Biol.. 51: 263-273 (1986); Erlich, y colegas,
Solicitud de Patente Europea 50,424, Solicitud de Patente Europea 84,796,
Solicitud de Patente Europea 258,017, Solicitud de Patente Europea
237,362; Mullis, Solicitud de Patente Europea 201,184; Mullis, y colegas,
Patente de los Estados Unidos No. 4,683,202; Erlich, Patente de los Estados
Unidos No. 4,582,788; y Saiki, y colegas, Patente de los Estados Unidos
No. 4,683,194), utilizando parejas de cebadores que son capaces de
hibridizarse a las secuencias proximales que definen un polimorfismo en su
forma de doble cadena.



En vez de 1a PCR, pueden usarse métodos alternativos, tales como la
“Reaccién en Cadena de 1a Ligasa” (“LCR”™) (Barany, proc. Natl. Acad. Sci.
(U.S.4.) 88: 189-193 (1991). La LCR emplea dos parcjas de sondas de
oligonucleétidos para amplificar exponencialmente una diana objetiva. Las
secuencias de cada pareja de oligonuclétidos se selecciona para permitirie a
la pareja hibridizarse a secuencias colindantes de la misma hebra de la
diana. Dicha hibridacién forma un substrato para una ligasa dependiente de
plantilla. Al igual que con la PCR, los productos resultantes sirven asf
como plantilla en ciclos subsiguientes y se obtiene una amplificacién
exponencial de la secuencia deseads.

LCR puede llevarse a cabo con oligonucletidos que tienen
secuencias proximales y distales de Ia misma hebra de un sitio polimérico.
En una incorporacion, cualquicra de los dos oligonuclestidos se designard
para incluir el sitio polimérfico actual del polimorfismo. En dicha
incorporacién, las condiciones de reaccién se seleccionan de tal modo que
los oligonuclestidos puedan ligarse conjuntamente s6lo si la molécula diana
contiene o carece del nucleftido especifico que es complementario con el
lado polimérfico presente en el oligonucleStido. Alternativamente los
oligonucledtidos pueden seleccionarse en tal forma que no incluyan el sitio
polimérfico (véase, Segev, Solicitud PCT WO 90/01069).

Alternativamente puede emplearse la “Prusba de Ligacion de
Oligonucleétidos™ (“OLA™) (Landgren, y colegas, Science 241: 1077-1080
(1988)). El protocolo de OLA wutiliza dos oligonuclestidos que se designan
por ser capaces de hibridizarse a secuencias colindantes de una hebra tmica
de una diana. OLA, al igual que LCR, es particularmente apropiado para la
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deteccién de mutaciones de punto. A diferencia de LCR, sin embargo, %

OLA resuita en amplificacién “lincal” mis que exponencial de la secuencia
diana.

Nickerson, y colegas, han descrito una prucba para la deteccién de
dcido nucleico que combina aiributos de Ia PCR y el OLA (Nickerson, y
colegas, Proc. Natl. Acad. Sci. (US.A) 87: 8923-8927 (1990)). En este
método, 1a PCR se utiliza para conseguir la amplificacién exponencial del
ADN diana, e} cual sc detecta entonces usando el OLA. Ademiés de
requerir pasos de procesamicnto miiltiples, y separados, un problema
asociado con dichas combinaciones es que heredan ia totalidad de los
problemas asociados con Ia PCR y el OLA.

Son también conocidos esquemas (Wu, y colegas, Genomics 4: 560
(1989)) basados en Ia ligacién de dos (o m4s) oligenucledtidos en presencia
de 4cido nucleico que tiene la secuencia del “di-oligonucleétido™ resultante,
y pueden adaptarse con facilidad a los fines de 1a presente invencién.

Otros procedimientos conocidos de amplificacién de dcido nucleico,
tales como oligémeros especificos de alelos, tecnologia de ADN
ramificado, sistemas de amplificacién basados en trascripcién, o métodos
de amplificacién isotérmica pueden emplearse también para amplificar y
analizar dichos polimorfismos (Malec, y colegas, Patente de los Estados
Unidos No. 5,130,238; Davey, y colegas, Solicitud de Patente Europea
329,822, Schuster, y colegas, Patente de los Estados Unidos No. 5,169,766;
Miller, y colegas, Solicitud PCT WO 89/06700; Kwoh, y colegas, Proc.
Nail. Acad. Sci. (U.S.A) 86: 1173 (1989); Gingeras, y colegas, Solicitud
PCT WO 88/10315; Walker, y colegas, Proc. Natl. Acad. Sci. (U.S.A,) 89;
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392-396 (1992)). Todos los métodos anteriores de amplificacién de 4cido
nucleico podrian emplearse.

La identificacién de wm polimorfismo en el gen de COX-2 canina
puede determinarse en una variedad de modos. Cormelacionando la
presencia o ausencia la enfermedad inflamatoria de las articulaciones en un
pexro con la presencia o ausencia de un polimorfismo en el gen de COX-2
canina o sus regiones flanqueantes, es posible diagnosticar la predisposicién
de un perro asintomdtico a la enfermedad inflamatoria de las articulaciones
u otras enfermedades. Si un polimorfismo crea o destnrye un sitio de
escision de endonucleasa de restricciém, o si resulta en la pérdida
insercién de ADN (verbigracia, un polimorfismo de VNTR), alterard el
tamafio o el perfil de los fragmentos de ADN que se generan mediante
digestion con la endonucleasa de restriccién. Como tal, los perros que
posean una secuencia varignte pueden distinguirse de aquellos que fienen la
secuencia original mediante andlisis de fragmento de restriccion. Los
polimorfismos que pueden identificarse de esta manera' se denominan
“polimorfismos de longitud de fragmento de restriccién” (“RFLPs™). Los
RFLPs se han utilizado ampliamente en andlisis genéticos humanos y
animales (Glassberg, Solicitud de Patente del Reino Unido 2135774;
Skotnick, M. H., y colegas, Cytogen. Cell Genet. 32: 58-67 (1982);
Botstein, y colegas, Ann. J. Hum. Genet. 32:314-331 (1980); Fischer, y
colegas (Solicitud PCT WO 90/13668); Uhlen, Soliciud PCT WO
90/11369).

De acuerdo con esta incorporacién de la invencién, se obtiene una
muestra de ADN de las células de un perro. En una incorporacién
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preferida, 1a muestra de ADN se obtiene de la sangre del pero. No
obstante, puede utilizarse cualquier fuente de ADN. El ADN se somete a
digestion de endonucleasa de restriccién. La COX-2 canina se usa como
sonda de acuerdo con los métodos RFLP ya descritos.

El poliln-m'ﬁmo obtenido en este procedimiento puede clonarse
entonces para identificar la mutacién en la regién codificadora que altera la
estructura de la protefna, o en la regién reguladora del gen que afecta su
nivel de expresién. Los cambios que impliquen interacciones del promotor
con ofras protefnas reguladoras pueden identificarse mediante, por ejemplo,
desplazamiento en gel.

Mediante dichos métodos pueden identificarse varias clases
diferentes de polimorfismos. Ejemplos de dichas clases incluyen: (1)
polimorfismos presentes en el ADNc de COX—2 canina de diferentes
perros; (2) polimorfismos en secuencias genéticas de COX-~2 canina no
trasladada, incluyendo el promotor u otras regiones reguladoras del gen de
COX-2 canins; (3) polimorfismos en genes cuyos productos interactian
con secuencias reguladoras de COX-2 canina; (4) polimorfismos en
secuencias genéticas cuyos productos interactian con la protefna de COX-2
canina, o a los cuales se liga 1a protefna de COX-2 canina.

En una su-incorporacién alterna, la evaluacién se efectia utilizando
“sondas” de oligonucledtidos cuya secuencia es complementaria con la de
la porcién de ARNm de COX-2 canina. Dichas moléculas se incuban
entonces con extractos de células de un paciente bajo condiciones
suficientes para permitir la hibridacién del 4cido nucleico. Para esta sub-
incarporacitn, se prefieren células de las reticulaciones trabeculares. La



deteccién de moléculas hibridas del ARNm sonda de doble cadena es
indicativa de la presencia de ARNm de COX~2 canina; la cantidad de dicho
hibrido formado es proporcional a la cantidad de ARNm de COX-2 canina.
Por ello, dichas sondas pueden emplearse para verificar el nivel y extensién
de la produccién de ARNm de COX-2 canina en las células de un paciente.
Dicha hibridacién de 4cido mucleico puede realizarse bajo condiciones
cuantitativas (proveyendo asf un valor numérico de la cantidad presente de
ARNm de COX-2 canina), Alternativamente, 18 prueba puede conducirse
como una prueba cualitativa que indica si el ARNm de COX-2 canina estd
presente, o si su nivel excede un valor de usuario predefinido y fijado.

En una segunda incorporacién, los “anticuerpos de COX-2 anti-
canina” descritos anterismente se emplean en una prucba de

En wma sub-incorporacion de este aspecto de la presente invencién,
uno puede verificar la respuesta de COX-2 canins en una biopsia (0 un
macréfago u otra muestra de células sanguinea), u otra muestra de células,
o, més preferiblemente, en una muestra de fluido corporal (especialmente,
sangre, sueto, plasma, Ligrimas, etc.).

Los anticuerpos de COX-2 anti-canina de la presente invencion
pueden usarse de este modo en una pruecba inmunolégica para cvaluar la
presencia de COX-2 canina. Cualquiera de un amplio arreglo de formatos
de prueba inmunolégica pueden emplearse para este fin (Fackrell, Clin.
Immunoassay 8: 213-219 (1985)); Yolken, Rev. Infect. Dis. 4: 35 (1982);
Collins, En: Alternative Immunoassays, Johm Wiley & Sons, NY (1985);



Ngo, y colegas, En: Enzyme Mediated Imﬁunoassay, Plenum Press, NY
(1985)).

La prucba inmunolégica més sencilla implica simplemente incubar
un anticuerpo que es capaz de ligarse a una molécula diana predeterminada
con uma muestra sospechosa de contener la molécula diana. La presencia de
le molécula diana se determina por la presencia, y proporcional a lIa
concentracién, de cualquier anticuerpo unido a la molécula diana. Con el
fin de facilitar 1a separacion del anticuerpo unido & la diana del anticuerpo
no unido inicialmente presente, se emplea tipicamente una fase sélida. Asi,
por ejemplo, la muestra puede unirse pasivamente a un soporte sélido y,
luego de la incubacién con el anticuerpo, el soporte puede lavarse para
retirar cualquier anticuerpo no ligado.

En pruebas inmunol6gicas més sofisticadas, la concentracién de la
molécula diana se determina ligando el anticuerpo a um soporte y, luego,
permitiéndole al soporte estar en contacto con una muestra sospechosa de
contener la molécula diana. Moléculas disna que se han umido al anticuerpo
iomovilizado pueden detectarse en cualquiera de una variedad de formas.
Por ejemplo, el soporte puede incubarse en presencia de un segundo
anﬁmﬂ'po,mamado,queseampazdelipmeamsegmdoemopodela
molécula diana. La inmovilizacién del anticuerpo marcado sobre el soporte
requiere por ello la presencia de la diana, y es proporcional a la
concentracién de la diana en la muestra. En una prueba alternativa, Ia diana
se incuba con la muestra y con uma cantidad conocida de diana marcada.
La presencia de la molécula diana en 1a muestra compite con las moléculas
diana marcadas por sitios de emlace del anticuerpo. De este modo, la
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cantidad de moléculas diana marcadas que son capaces de ligar el %
anticuerpo es inversamente proporcional a la concentracién de la molécula
diana en la muestra.

En general, los formatos de prueba inmunoldgica emplean bien sea
marcas radioactivas ((“RIAs”) o bien marcas enziméticas (“ELISAs”). Las
RIAs tienen las ventajas de simplicidad, sensibilidad y facilidad de uso.
Las marcas radioactivas son de dimensi6n atémics relativamente pequefia, y
normalmente no afectan la cinética de la reaccién. Dichas prucbas
adolecen, sin embargo, de las desventajas que, debido a desintegracién
radio-isotépica, los reactivos tienen una corta vida en estante, requieren
manejo y disposicién especiales, e incluyen el uso de un equipo analitico
complejo y costoso. RIAs se describen en Laboratory Technigues and
Biochemistry in Molecular Biology, por Work, y colegas, North Holland
Publishing Company, NY (1978), con referencia particular al capitulo
titulado “An Introduction to Radicimmume Assays and Related
Techniques”, por Chard. ELISAs tienen la ventaja que pueden realizarse
empleando equipo no costoso, y con una mirfada de diferentes enzimas, de
manera que puede utilizarse un gran mimero de estrategias de detecciéon —
colorimétricas, pH, evolucién de gas, ctc. — para cuantificar la prueba.
Ademis, los reactivos enzimdéticos tienen vidas en estante relativamente
largas, y carecen del riesgo de contaminacién por radiacién que acompafia
al uso de RIA. Las ELISAs se describen en ELISA and Other Solid Phase
Immumnoassays (Kemeny, y colegas, Eds.), John Wiley & Sons, NY (1988).



Los anticuerpos de COX-2 anti-canina o las moléculas que ligan
COX-2 canina pueden administrarse a un perro, y su capacidad de umnirse a
COX-2 canina in vivo puede determinarse mediante inspeccién ocular.
Significativamente, puesto que dicha prueba de diagndstico es
relativamente répida, las respuestas inmumes que requieren tiempo
considerable, tal como la estimulacién potencial de anticuerpos anti-[
COX~2 anti-canina], o0 el acomplejamiento de dichos anticuerpos con
anticuerpos de COX-2 anti-canina, no es importante. En una incorporacién
preferida, ¢l anticuerpo se marcard en forma fluorescente, y se le
administrard a un perro mediante inyeccién en el sistema circulatorio del
perro.

En ofro aspecto de la presente invencién, una proteina de COX-2
canina o fragmento de la misma puede utilizarse en pruebas para tamizar
sustancias de prueba en cuanto a la capacidad de modular 0 mantener
actividad de COX-2 canina. En upa sub-incorporacién, la sustancia de
prueba es un agonista, antagonista, o inhibidor de moléculas pequefias de Ia
proteina de COX-2 canina. En otra sub-incorporacién, la sustancia de
prueba puede unirse a wn substrato d¢ COX-2 canina. La sustancia de
prucba puede ser también un agonista, antagonista, o inhibidor de moléculas
pequefias de COX-1.

Prucbas para tamizar actividad de COX-2 canina incluyen, por
ejemplo, una prueba colorimétrica (Kaufman, y colegas, Enzyme 12: 537
(1971), Richards y Greengard, Biochimica et Biophysica Acta 304: 842-850
(1973), McKnight, y colegas, J. Biochem. 267: 25208-25212 (1992)) y
técnica de separacion a base de HPLC (Buse, y colegas, Am. J. Physiol.
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272: E1080-1088 (1977), Nelson, y colegas, Am J. Physiol. 272: E848-855
(1997)).

De acuerdo con ello, Ia presente invenciin provee una céhla
transformada que tiene una molécula de dcido mucleico la cual comprende
una regiém de promotor exégeno ligada con una secuencia de dcido nucleico
estructural, y una secueticia 3’ no trasladada ligada a la secuencia de écido
nucleico estructural, en donde la region de promotor exdgeno ocasiona ia
produccién de una molécule de ARNm; la secuencia de &cido nucleico
estructural codifica un gen de COX-1 canina 0 w fragmento del mismo; y
la secuencia 3’ no trasladada da lugar a la terminacién de trascripcién y
adicién de ribonuclestidos poliadenilados a un extremo 3° de la molécula de
ARNm. En una incorporacién, la secuencia de icido nucleico estructural
esti en la orientacién de sentido. En una incorporacién alternativa, la
molécula estructural de écido nucleico estd en la orientacién de anti-sentido.

En ofra incorporacién la presente invencién suministra una célula
transformada que tiene una molécula de dcido nucleico que comprende una
regién de promotor exdgeno ligada a una secuencia de icido nucleico
estructural, y una secuencia 3° no trasladada, en donde la region de
promotor exégeno ocasiona la produccién de una molécula de ARNm; la
molécula estructural de a’cido mucleico codifica un gen de COX-2 canina o
un fragmento del mismo, y la secuencia 3’ no trasladada da lugar a la
terminacién de trascripcién y adicién de ribomucledtidos poliadenilados a
un extremo 3’ de la molécula de ARNm. En uma incorporaciém, Ia
secuencia de dcido nucleico estructural estd en la orientacién de sentido. En



una incorporacién alternativa, la secuencia de 4dcido nucleico estructural
estd en la orientacién de anti-sentido.

En otra incorporacién la presente invencién proporciona un método
para probar una proteina de COX-2 canina en uma célula, que comprende
(A) incubar una molécula de dcido nucleico marcador con una molécula de
écido nucleico complementario obtenida de la célula, en donde Ia
incubacién se efectia bajo condiciones que permitan la hibridacién del
dcido mucleico, y la molécula de &cido mucleico marcador es capaz de
hibridizarse especificamente bajo condiciones de alta astringencia a una
molécula de dcido nucleico que codifica la COX-2 canina o un
complemento de la misma;, (B) hibridizar la molécula de &cido micleico
marcador con la molécula de 4cido nucleico complementario; y (C) probar
el dcido nucleico complementario, en donde la prueba es predictiva del
nivel o patrén de la proteina de COX-2 canina. En una incorporacién, la
prueba es predictiva de Ja concentracion de Ia proteina de COX~-2 canina.
En otra incorporacidn, la prueba es predictiva del patrén de la protena de
COX-2 canina. La prucba puede llevarse a cabo, por ejemplo, por
hibridacién in situ.

En otra incorporacién la presente invencién aporta un método para el
diagnostico o la prognosis de una condicién asociada con incorporacién, Ia
prueba es predictiva de 1a concentracién de la protefna de COX-2 en un
perro, el cual comprende probar la concentracién de wma molécula,
concentracién que depende de 1a expresién de un gen de incorporacién, la
prueba es predictiva de la concentracién de la proteina de COX~-2 canina, y
probéndose [a molécula en una muestra biol6gica del perro. Pricticamente



Ia nmestra biolégica puede ser cualquier muestra biolégica del animal, por
ejemplo, tejido esquelético, sangre, linfa, o suero. La molécula probada
puede ser, por ejemplo, una molécula de proteina expresada por el gen de
inoorporacién, 1a prucba es predictiva de 1a concentracién de la proteina de
COX-2 canina. Altemativamente, la molécula probada puede ser wma
molécula de écido nucleico tal como una molécula de ARNm codificada
por ¢l gen de incorporacion, la prueba es predictiva de la concentracion de
la proteina do COX-2 canina, 0 una molécula de ADNe¢ codificada por el
gen de incorporacién, la prueba es predictiva de la concentracién de la
proteina de COX-2 canina. En una incorporacién, 1a concentracién de 1a
molécula de ARNm se prueba incubando la muestra bioldgica en presencia
de wma molécula de dcido nucleico que se hibridiza a la molécula de ARNm
para producir una molécula hibridizada de ARNm, y detectando la molécula
hibridizada de ARNm.

En otra incorporacién la presente invencién provee un método para
diagnosticar wma condicién asociada con incorporacion, la prucha es
predictiva de 1a concentracién de la proteina de COX-2 en un petro, €l cual
comprende los pasos de (A) incuber bajo condiciones que permitan
hibridizar una molécula de dcido nucleico marcador con una célula de 4cido
nucleico complementaria obtenida de .una mmestra biolégica del perro; (B)
hibridizar 1a molécula de écido nucleico marcador con la molécula de dcido
nucleico complementario; y (C) probar la molécula de 4cido mucleico
marcador hibridizads y 1a molécula de écido nucleico complementario en
cuanto a polimorfismo; diagnosticando mediante ello 1a condicién asociada
con COX-2 en el perro, en donde: la molécula de 4cido nmucleico
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complementario comprende una secuencia de nucledtidos de un Ii\
polinucleétido que se hibridiza especificamente a otro polinucleétido que se
liga al gen de COX-2 caning; y el polimorfismo es predictivo de una
mutacion que afecta la condicibn de COX-2 canina en el permo.
Preferiblemente, 1a prucba detecta Ia concentracién de la molécula de dcido
nucleico marcador hibridizado y [ molécula de 4cido nucleico
complementario. Alternativamente, la prueba puede detectar el patrén de Ia
molécula de 4cido nucleico marcador hibridizado y la molécula de acido
nucleico complementario. En una incorporacién, la molécula de 4cido
nucleico marcador es ma molécula d¢ ARNm codificada por el gen o una
molécula de ADNc codificada por el gen. La condiciénh asociada con
COX-2 puede ser cualquier condicién en la cual la protefna de COX-2
canina s¢ expresa en el animal. Por ejemplo, la condicién asociada con
COX-2 puede ser inflamacién, artritis, céncer, neoplasia, un desorden del
sistema nervioso central (“CNS”), un desorden oftalmolégico, bronquitis,
tendinitis, bursitis, condiciones relacionadas con la piel (tales como
psoriasis, eczema, quemaduras, y dermatitis), enfermedad inflamatoria del
intestino, gastritis, sndrome imritable del intestino, enfermedad de Chron,
colitis uicerativa, enfermedades vasculares, dolores de cabeza con migrafia,
periateritis nodosa, tiroiditis, anemia apldstica, pancreatitis, enfermedad de
Hodgkin, esclerodoma, fiebre reumdtica, diabetes, miastenia gravis,
hinchazén después de una cirugia, isquemia del miocardio, y similares.

En otra incorporacién la presente invencién proporciona un método
de determinar una asociacién entre un polimorfismo y un rasgo expresado
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por un perro, en donde el método comprende: (A) hibridizar una molécula
de acido nucleico especifica por el polimorfismo a un gen en una célula, en
donde 1a molécnla de dcido nucleico tiene wma secuencia de scido nucleico
de ID. SEC.: 3 6 un complemento del mismo; y (B) determinar el grado de
asociacién entre el polimorfismo y el rasgo. La molécula de 4cido mucleico
marcador puede comprender, por ¢jemplo, una secuencia de mucleétidos de
un polinucledtido que se liga fisicamente dentro de 1 mb de una secuencia
que especificamente se hibridiza al gen. Si se desea, 1a molécula de icido
nucleico de marcador puede comprender una secuencia de nucleStidos de
un polinucledtido que se liga fisicamente dentro de 100 kb a una secuencia
que especificamente se hibridiza al gen. Altemaﬁvamem,lamoléaﬂa_do
marcador puede comprender una secuencia de nucledtidos de un
polinuclestido que se liga fisicamente dentro de 10 kb a una secuencia que
especificamente se hibridiza al gen. |

En otra incorporacién la presente invencién aporta un método de
producir una célula que contiene una proteina de COX-2 canina expresada,
el cual comprende: (A) transformar la célula con una molécula de dcido
nucleico fimcional; y (B) cultivar la célula transformada; produciendo asi la
célula que contiene la proteina de COX-2 canina expresada, en donde: Ia
molécula de 4cido nucleico fincional comprende una regitn de promotor, Ia
regiém de promotor esté ligada a una regién estructural, 1a regién estructural
comprende una secuencia de dcido mucleico de ID. SEC.: 3, la regién
estructural estd ligada a una secuencia 3° no trasladada que fimciona en Ia
célula para causer terminacién de trascripcion y adicién de ribonucleétidos
poliadenﬂa_dosalm'ano3'dcmmoléculadeARNm;ylamoléclﬂnde
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dcido nucleico funcional resulta en expresién de la protefna de COX-2
canina,

En otra incorporacién la presente invencién proporciona un método
de producir una célula que exhibe co-supresién de una protefna de COX-2
canina, que comprende: (A) transformar la célula con una molécula de
dcido nucleico funcional; y (B) cultivar la célula transformada; produciendo
mediante ello la célula que exhibe co-supresién de la protefna de COX-2
canina, en donde: la molécula de dcido nucleico fiuncional comprende una
regién de promotor, Ia region de promotor esti ligada a una regifn
estructural, la regién estructural comprende una secuencia de dcido nucleico
de ID. SEC.: 3, la regién estructural estd ligada a una secuencia 3° no
trasladada que funciona en la céhula para cansar terminacién de trascripcién
y adicién de ribomucleétidos poliadenilados al extremo 3° de una molécula
de ARNm, y la molécula de 4cido nucleico resulta en co-supresién de la
proteina de COX-2 canina.

En ofra incorporacién la presente invencién provee un método para
causar co-supresion de una proteina de COX-2 canina en wna célula
transformada, el cual comprende: (A) transformar la célula con una
molécula de 4cido nucleico para producir una céhla transformada; y (B)
cultivar 1a célula transformada; causando mediante ello co-supresién de la
proteina de COX-2 canina en la célula transformada, en donde: la molécula
de écido nucleico fimcional comprende una regién de promotor, Ia regién
de promotor estd ligada a ura regién estructural, la regién estructural
comprende una molécula de 4cido nucleico que tiene wma secuencia de
écido mucleico de ID. SEC.: 3, la regién estructural estd ligada a una
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secuencia 3’ no trasladada que funciona en la célula pare causar
terminacién de trascripcion y adicién de ribonucledtidos al extremo 3° de
una molécula de ARNm, y la molécula de dcido mucleico resulta en co-
supresién de la protetna de COX-2 canina.

En otra incorporaciém la presente invencién provee un método de
aislar una molécula de 4cido mucleico que codifica una protefna de COX-2
canina o fragmento de la misma, el cual comprende: (A) incubar bajo
condiciones que permiten hibridizar una primera molécula de 4cido
nucleico que comprende ID. SEC.: 3 6 el complemento de la misma con
una segunda molécula de 4cido nmucleico complementario obtenido de una
célula; (B) hibridizar 1a primers molécula de dcido nucleico con la segunda
molécula de acido mucleico; y (C) aislar la segumda molécula de écido

En otra incorporacién la presente invencién aporta un método de
producir una célula que contienc un gen de COX-2 cania expresado, el
cual comprende (A) transformar la célula con uwna molécula de 4cido
nucleico funcional, y (B) cultivar la célula transformada; produciendo
mediante ello la célula que contiene el gen de COX-2 canina expresado, en
donde: 1a molécula de écido mucleico funcional comprende una regifn de
promotor, Ia regién de promotor estd ligada a una regién estructural en
donde Ia regién estructural comprende una molécula de 4cido nucleico que
tiene una secuencia de dcido nucleico de ID. SEC.: 3 6 complementos de la
misma, la regién estructural estd ligada a una secuencia 3° no trasladada que
finciona en Ia célula para causar termipacién de trascripcién y adicién de
ribonncleétidos al extremo 3’ de una molécula de ARNm, y la molécula de
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&cido nucleico fincional resulta en sobre-expresién de la proteina del gen
de COX-2 canina.

En otra incorporacién la presente invencién provee un método de
producir una célula que exhibe co-supresién de un gen de COX~2 canina, el
cual comprende: (A) transformar la célula con una molécula de dcido
mucleico funcional;, y (B) cultivar Ia célula transformada; produciendo
mediante ello co-supresién de la célula de un gen de COX-2 canina, en
donde: la molécula de dcido mucleico fimcional comprende una regién de
promotor, la regién de promotor estd ligada a una regién estructural en
donde la regién estructural comprende una secuencia de dcido nucleico
seleccionada del grupo conformado por ID. SEC.: 3 § complementos de Ia
misma; la region estructural est2 ligada a una secuencia 3’ no trasladada que
fimciona en Ia célula para causar terminacién de trascripcion y adicién de
ribonucleétidos poliadenilados al extremo 3’ de una molécula de ARNm, y
1a molécula de dcido nucleico funcional resulta en co-supresién del gen de
COX-2 canina.

En otra incorporacién la presente invencién proporciona un método
de causar co-supresién de un gen de COX-2 canina en una célula, el cual
comprende: (A) transformar la célula con una molécula de dcido nucleico; y
(B) cultivar la célula transformada; reduciendo mediante ello expresién del
gen de COX-2 canina en uma célula, en donde: la molécula de dcido
pucleico tiene una regién de promotor exégeno que ocasiona la produccién
de una molécula de ARNm, la regién de promotor exdgeno estd ligada a
una molécula de 4cido nucleico trascrito que tiene una cadena trascrita y
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una cadena no trascrita, la cadena trascrita es complementsaria con una
molécula de dcido nucleico que tiene un dcido mucleico seleccionado del
grupo conformado por ID. SEC.. 3 6 complementos de la misma y la
cadena trascrita es complementaria con una molécula de ARNm enddgeno,
y la molécula de dcido nucleico trascrito estd ligada a uma secuencia 3° no
trasladada que funciona en Ia célula para causar terminacién de trascripcitn
y adicion de nbomucledtidos poliadenilados a un extremo 3° de una
molécula de ARNm.

En otra incorporacién la presents invencién suministra una molécula
de #cido nucleico sustancialmente purificada que comprende una secuencia
que codifica una proteina de COX-2 canina de mamifero. Preferiblemente
la molécula de é4cido nucleico sustancialmente purificada codifica una
secuencia seleccionada del grupo conformado por proteina de COX-2
canina de humano, de rata, o ratén. Mis preferiblemente, ella codifica una
proteina de COX-2 canina de humano. Mis preferiblemente aim, ella
codifica una COX-2 canina de ratén.

En otra incorporacién la presente invencién aporta un método de
identificar un material de prueba que tiene la capacidad de inhibir, suprimir,
modular, o mantener actividad de COX-2 canina, en donde el método
comprende (A) contactar una célula de prueba transformada con el material
de prueba, en donde la célula transformada expresa un gen que codifica
COX-2 canina, y en donde el contacto se lleva a cabo en presencia de una
cantidad de prueba de écido aracaddmico; (B) medir la conversién de
precursor de prostagiandina en producto de prostaglandina por las células
de prueba transformadas; (C) contactar una célula transformada de control
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con una cantidad de control de precursor de prostaglandina, en donde la
célula transformada de control expresa un gen que codifica COX-2 canina,
y en donde el contacto se efectia sustancialmente en ausencia del material
de prucba; (D) medir la conversién de prostaglandina en producto de
prostaglandina por las células transformadas de control; y (E) comparar la
cantidad de precursor de prostaglandina convertida en producto de
prostaglandina por las células transformadas de prueba con la cantidad de
precursor de prostaglandina convertida en producto de prostaglandina por
las células transformadas de control.

En otra incorporacién la presente invencién provee un método de
identificar un material de prueba que tiene la capacidad de inhibir, suprimir,
modular, o mantener actividlad de COX—2 canina, en donde el método
comprende (A) contactar una proteina de prueba de COX-2 canina con el
material de prueba, en donde el contacto se lleva a cabo en presencia de una
cantidad de pruoeba de precursor de prostaglandina; (B) medir la conversién
de precursor de prostaglandina en producto de prostaglandina por las
células de prucba transformadas, (C) contactar una proteina de COX-2
canina de control con una cantidad de control de precursor de
prostaglandina, en donde el contacto se efectiia sustancialmente en ausencia
del material de prueba; (D) medir la conversion de precursor de
prostaglandina en producto de prostaglandina por protefna de COX-2
canina; y (E) comparar la cantidad de precursor de prostaglandina
convertida en producto de prostaglandina por la proteina de COX-2 canina
de prucba con la cantidad de precursor de prostaglandina convertida en
producto de prostaglandina por la proteina de COX-2 canina de control.
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En otra incarporacién la presente invencién aporta un método de
identificar un material de prueba que tiene 1a capacidad de inhibir, suprimir,
modular, o mantener actividad de COX-2 canina, en donde el método
comprende (A) contactar un fragmento de COX-2 canina de prueba con el
material de prucba, en donde el contacto se lleva a cabo en presencia de una
cantidad de prueba de precursor de prostaglandina; (B) medir 1a conversién
de precursor de prostaglandina producto de prostaglandina por las
células de prucba transformadas; (C) contactar un fragmento de aminoécido
de COX-2 canina de control con una cantidad de control de precursor de
prostaglandina, en donde el contacto se efectiia sustancialmente en ausencia
del material de prueba; (D) medir la conversién de precursor de
prostaglandina en producto de prostaglandina por el fragmento de
aminoécido de COX-2 canina; y (E) comparar la cantidad de precursor de
prostaglandina convertida en producto de prostaglandina por el fragmento
de COX-2 canina de prueba con la cantidad de precursor de prostaglandina
convertida en producto de prostaglandina por el fragmento de ammodécido
de COX-2 canina de control.

En una incorporacién preferida, el precursor de prostaglandina es
dcido aracaddnico.

Habiendo ahora descrito en témminos generales la invencién, la
misma se entenderd mis ficilmente mediante referencia a los siguientes
ejemplos que se dan a modo de ilustracién, y no tienen como finalidad ser

limitantes de la presente invencién, a menos que se indique.
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Aislamiento de ADN¢

Para la construccién de bibliotecas de ADNc para clonar la COX-1y
1a COX-2 caninas, se prepar6 ARNm a partir de papilas caninas de rifién y
células caninas mononucleares estimuladas con lipopolisacdrido (LPS).

Para la construccién de la biblioteca de ADNc de rifién, el ARN total
se aislé de 200 microgramos (ug) de tejido remal empleando 12 ml de
reactivo TRIzol (Life Technologies). El ARN se prepard utilizando el
protocolo estindar suministrado por el fabricante (Life Technologies). El
protocolo arrojé alrededor de 200 ug de ARN total. El ARNm se aislé
entonces usando un estuche de Columma de Espin de Celulosa Mini
Oligo(dT) (5 prima-3 prima). El rendimiento fue de alrededor de 7 ug
luego de una sola purificacién en la columna oligo(dT).

Para Ia construccitn de una biblioteca de ADNc de células
mononucleares, se aisl6 ARNm directamente de alrededor de 107 células
utilizando el estuche de Purificacién de ARNm puro Poly(A) (Ambion).
Después de un solo paso de purificacién oligo(dT), se aislaron 2 ug de
ARNm.

Ejemplo 2
Expresién del Gen
La COX-1 canina se expresé empleando un ADNc de COX-1 de
longitud total que contenia la regién codificadora completa, 1a cual se
digiri6 con Sall y Notl para generar un fragmento de alrededor de 2.600
pares de bases para ligacién en un vector de expresion de células de insecto,
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pFastBac 1 (Invitrogen), el cual se habfa digerido con Sall y Notl. El
plasmido resultante, Pmon37775, se secuenci6 para confirmar 1a clonacién.

Se cred um plismido de expresién de células de insecto para COX~1
canina ligando un fragmento de COX-2 generado por un fragmento de PCR
a un ADNc de COX-2 parcial. El extremo 5’ de COX-2 se cloné a partir
de ADNc de doble cadena de rifién utilizando PCR. Ambos fragmentos se
ligaron en pFastBac 1, que se habia digerido con EcoRI y Notl. El
plasmido resultante, pMON37776, se confirmé por secuenciacién.

Ejemplo 3

Prucba Selectiva de Tamizado de Inhibidor de COX-2

La prucba de tamizado estindar para determinar la potencia del
inhibidor (ICso) fue un método ELISA para deteccién de PGE2. Los
valores de ICy se determinaron mediante pre-incubacién de los inhibidores
con enzima durante 10 minutos a 25°C en una solucién amortiguadora que
contenia 50 mM de fosfato de potasio, pH 7.5, 2 mM fenol, 1 mM heme, y
300 mM epinefrina. Los iphibidores se prepararon primero como solucién
madre de 10 mM en DMSO y diluida luego en 1:9 (DMSQO:etanol). La
reaccién se dejé avanzar durante 10 minutos. Para la inhibicién en funcién
del tiempo, la velocidad inicial de la reaccién se midié deteniendo la
reaccion en 15 segundos con adicién de 1/10 del volumen N HCI; la
cantidad de prostagiandina formada se midié mediante ELISA (Cayman
Chemical Co. Ann Arbor, MI). ICss se determinaron de un ajuste
logaritmico de 4 pardmetros de los datos empleando Grafit.
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Reivindicamos:

Una molécula de 4cido mucleico sustanciatmente purificada
seleccionada del grupo de ADNs conformado por una molécula de
dcido nucleico que tiene ID. SEC.: 1, el complemento de Ia
molécula de dcido nucleico que tiene ID. SEC.: 1, un fragmento
interno de la molécula de dcido nucleico que tiene ID. SEC.: 1, y un
fragmento inteno del complemento de molécula de 4cido nucleico
que tiene ID, SEC.: 1, en donde ID. SEC.: 1 codifica una proteina de
COX-1 canina o un fragmento de la misma.

La molécula de 4cido nucleico sustancialmente purificada de
acuerdo con la reivindicacién 1, en donde Ia molécula de écido
micleico sustancialmente purificada codifica la protefna de COX-1

La molécula de édcido nucleico sustancialmente purificada de
acuerdo con la reivindicacién 1, en donde la molécula de 4cido
nucleico sustancialmente purificada tiene ID. SEC.: 1 6 um

complemento de la misma.

La molécula de 4cido mnucleico sustancialmente purificada de
acuerdo con la reivindicacién 1, en donde la molécula de 4cido
mucleico se hibridiza especificamente a ofra molécula de 4cido
nucleico que codifica la COX-1 canina o complemento de 1a misma
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y falla en hibridizarse especificamente a una molécula de dcido
mucleico que codifica COX-1 no—canina o complemento de la

La molécula de acido mucleico sustancialmente purificada de
acuerdo con la reivindicacion 4, en donde la molécula de 4cido
nucleico se hibridiza especificamente a otra molécula de &cido
mucleico que codifica COX-1 canina o complemento de 1a misma
bajo condiciones de alta astringencia y falla en hibridizarse
especificamente a una molécula de acido mucleico que codifica
COX~-1 no-canina o complemento de la bajo condiciones de

alta astringencia.

Una molécula de dcido nucleico de COX-1 canina sustancialmente
purificada que comprende una secuencia de dcido nucleico que es
idéntica a por lo menos 20 nucleétidos contiguos de ID. SEC.: 1 6

un complemento de la misma.

La molécula de dcido nucleico de COX-1 canina sustancialmente
purificada de acuerdo con la reivindicacién 6, en donde la molécula
de 4cido nucleico comprende una secuencia de 4cido nucleico que es
idéntica a por lo menos 50 nucledtidos contiguos de ID. SEC.: 1 6

un complemento de la misma.



10.

11.

12.

La molécula de 4cido nucleico de COX~1 canina sustancialmente
pm'iﬁcadadeacuerdoconlareivindiclaciénlendondelamolécula
de 4cido nucleico comprende una secuencia de dcido nucleico que es
idéntica a por lo menos 100 nucleétidos contiguos de ID. SEC.: 1 6
un complemento de la misma.

Una proteina de COX-1 canina sustancialmente purificada o un
fragmento de la misma en donde la proteina de COX~1 canina o el
fragmento est4 codificado por una secuencia de 4cido nucleico que
se hibridiza especificamente a ID. SEC.: 1 6 a un complemento de la

Una proteina de COX-1 canina sustancialmente purificada o un
fragmento de la misma de acuerdo con la reivindicacion 9, en donde
la secuencia de acido nucleico se selecciona de ID. SEC.: 1 6 aun

complemento de la misma.

Una proteina de COX~-1 canina sustancialmente purificada que tiene
ID. SEC.: 2.

Una proteina de COX-1 canina sustancialmente purificada o un
fragmento de la misma que comprende por lo menos 10
aminodcidos consecutivos de ID. SEC.: 2.
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13.

14.

15.

16.

17.

La proteina de COX-1 canina sustancialmente purificada o un
fragmento de la misma de acuerdo con la reivindicacién 12, en
donde la proteina de COX~1 canina o fragmento es una proteina de
fusién.

Unmﬁcum‘pocapazdeﬁsm'seespeciﬁcmenteamproteimdefc
COX-1 canina sustancialmente purificada que tiene ID. SEC.: 2.

El anticuerpo de la reivindicacién 14,dondeelanﬁcucrpoeslﬁ/\
marcado en forma detectable.

Una molécula de 4cido nucleico sustancialmente purificada
seleccionada del grupo de ADNs conformado por una molécula de
4cido nucleico que tiene ID. SEC.: 3, una molécula complemento de
una molécula de 4cido nucleico que tiene ID. SEC.: 3, un fragmento
interno de la molécula de 4cido nucleico que tiene ID. SEC.: 3, y un
fragmento intemo una molécula complemento de una molécula de
acido mucleico que tiene ID. SEC.: 3, en donde ]a ID. SEC.: 3

codifica una proteina de COX-2 canina o un fragmento de la misma.

La molécula de &cido nucleico sustancialmente purificada de
acuerdo con la reivindicacién 16, en donde la molécula de. 4cido
nucleico sustancialmente purificada codifica la proteina de COX-2



18.

19.

20.

21.

La molécula de 4cido nucleico sustancialmente purificada de
acuerdo con la reivindicacién 16, en donde la molécula de acido
mucleico sustancialmente purificada tiene la secuemcia descrita por

ID. SEC.: 3 6 un complemento de 1a misma.

La molécula de 4cido nucleico sustancialmente purificada de
acuerdo con la reivindicacién 16, en donde la molécula de dcido
nucleico sustancialmente purificada se hibridiza especificamente a
otra molécula de 4cido nucleico que codifica COX-2 canina, o
complemento de la misma, y falla en hibridizarse especificamente a
una molécula de dcido nucleico que codifica COX-2 no—canina o

complemento de la misma.

La molécula de 4cido mucleico sustancialmente purificada de
acuerdo con la reivindicacion 19, en donde la molécula de &cido
nucleico sustancialmente purificada se hibridiza especificamente a
olra molécula de 4cido nucleico que codifica COX-2 canina, o
complemento de la misma, bajo condiciones de alta astringencia y
falla en hibridizarse especificamente a una molécula de 4cido
nucleico que codifica COX-2 no-canina o complemento de la

misma bajo condiciones de alta astringencia.

Una molécula de acido nucleico de COX-2 canina sustancialmente

purificada que comprende una secuencia de dcido nucleico que es



22.

23.

24.

25,

idéntica a por lo menos 20 nucleétidos contiguos de ID. SEC.: 3 6

un complemento de la misma.

La molécula de acido nucleico de COX-2 canina sustancialmente
purificada de acuerdo con la reivindicacién 21, en donde la
molécula de 4cido nucleico comprende una secuencia de 4cido
nucleico que es idéntica a por lo menos 50 nucledtidos contiguos de

ID. SEC.: 3 6 un complemento de 1a misma.

La molécula de écido nucleico de COX-2 canina sustancialmente
purificada de acuerdo con la reivindicacién 22, en donde la
molécula de dcido nucleico comprende una secuencia de 4cido
mucleico que es idéntica a por lo menos 100 nucleétidos contiguos
de ID. SEC.: 3 6 su complemento.

Una proteina de COX-2 canina sustancialmente purificada o un
fragmento de la misma codificado por una secuencia de 4cido
nucleico que se hibridiza especificamente a ID. SEC.: 4 6 su

complemento.

La proteina de COX-2 canina sustancialmente purificada o un
fragmento de la misma de acuerdo con la reivindicacién 24, en
donde la secuencia de 4cido nucleico se selecciona del grupo
conformado por ID. SEC.: 4 § y el complemento de ID. SEC.: 4.



26.

27.

28.

29.

30.

31.

Una protefna de COX-2 canina sustancialmente purificada que tiene
ID. SEC.: 4.

Una proteina de COX-2 cemina sustancialmente purificada o un
fragmento de la misma en donde la protena de COX-2 canina
sustancialmente purificada o el fragmento de la misma comprende
por lo menos 10 aminodcidos consecutivos de ID. SEC.: 4.

La proteina de COX-2 canina sustancialmente purificada
fragmento de la misma de acuerdo con la reivindicacién 27, en
donde la proteina de COX-2 canina o fragmento de la misma es una
proteina de fusién.

Un anticuerpo capaz de ligarse especificamente a la proteina de
COX-2 canina sustancialmente purificada que tiene ID. SEC.: 4.

El anticuerpo de la reivindicacion 29, en donde el anticuerpo estd
marcado en forma detectable.

Una célula transformada que tiene una molécula de acido nucleico

que comprende una regién de promotor exégeno ligada a una

secuencia de dcido nucleico estructural, y una secuencia 3’ no

trasladada ligada a la secuencia de dcido mucleico estructural, en

donde;



32.

33.

la regién de promotor exdgeno causa la produccién de una
molécula de ARNm;
\ la secuencia de icido mucleico estructural codifica un gen de
COX-1 canina o un fragmento del mismo; y

la secuencia 3’ no trasladada causa terminacién de trascripcién
y adicién de ribonucledtidos poliadenilados a un extremo 3’ de la

molécula de ARNm.

La célula transformada de acuerdo con la reivindicacién 31, en donde
1a secuencia de Acido nucleico estructural estd en la orientacion anti-

sentido.

Una célula transformada que tiene una molécula de dcido nucleico
que comprende una regiom de promotor exdgeno ligada a una
secuencia de dcido nucleico estructural, y una secuencia 3’ no
trasladada, en donde:

la regibn de promotor exdgeno causa produccién de una
molécula de ARNm;

la molécula de acido mucleico estructural codifica un gen de
COX-2 canina o un fragmento del mismo; y

la secuencia 3° no trasladada causa terminacién de trascripcién
y adicién de ribonucleétidos poliadenilados a un extremo 3° de la

molécula de ARNm.



34. La célula transformada de acuerdo con la reivindicacién 33, en donde

35.

36.

la secuencia de dcido nucleico estructural estd en la orientacién anti-

sentido.

Un método para probar una proteina de COX-2 canina en una célula,

que comprende:
(A) incubar una molécula de édcido mucleico marcador con una

®)

©

molécula de acido nucleico complementario obtenido de la
céhula, en donde;

la incubacién se lleva a cabo bajo condiciones que permiten
hibridacién del 4cido nucleico; y

la molécula de 4cido nucleico marcador es capaz de
hibridizarse especificamente bajo condiciones de alta
astringencia a una molécula de 4cido nucleico que codifica Ia
COX-2 canina o un complemento de la misma;

hibridizar la molécula de 4cido nucleico marcador con la
molécula de 4cido nucleico complementario; y

probar el dcido nucleico complementario, en donde la prueba
es predictiva del nivel o patrén de la protefna de COX-2

canina.

El método de la reivindicacién 35, en donde la prueba es predictiva

de la concentracién de proteina de COX-2 canina.



37.

38.

39.

41.

42,

43.

El método de la reivindicacion 35, en donde la prueba es predictiva
del patrém de proteina de COX-2 canina.

El método de Ia reivindicacién 35, en donde la prueba se lleva a
cabo por hibridacién in situ.

Un método para diagnéstico o prognosis de una condicién asociada
con COX-2 en un perro, en donde el método comprende probar la
concentracién de una molécula, dependiendo la concentracién de la
expresion de un gen de COX-2 canina, y siendo la molécula
susceptible de probarse en una muestra biolégica del perro.

El método de la reivindicacién 39, en donde la muestra biol6gica se
selecciona del grupo conformado por tejido esquelético, sangre,
linfa y suero.

El método de la reivindicacién 39, en donde la molécula es una

molécula de proteina expresada por el gen de COX-2 canina.

El método de la reivindicacién 39, en donde la molécula es una
molécula de ARNm codificada por el gen de COX-2 canina, o una
molécula de ADNc codificada por el gen de COX-2 canina.

El método de 1a reivindicacion 42, en donde 1a concentracién de la
molécula de ARNm se prueba incubando la muestra biol6gica en

P



presencia de una molécula de 4cido mucleico que se hibridiza a la

molécula de ARNm para producir una molécula de ARNm

hibridizada, y detectando la molécula de ARNm hibridizada.

44. Un método para diagnosticar una condicién asociada con COX-2 en

un perro, que comprende los pasos de:

(A) incubar bajo condiciones que permiten hibridacién de é4cido

®)

©

nucleico una molécula de 4cido nucleico marcador con una
molécula de dcido nucleico complementario obtenida de un
muestra biolégica del perro;
hibridizar la molécula de Acido nucleico marcador com la
molécula de acido nucleico complementario; y
probar la molécula de acido nucleico marcador hibridizada y la
molécula de 4cido mnucleico complementario para
polimorfismo;
diagnosticando mediante ello la condicién asociada con COX-
2 en el perro, en donde:

la molécula de acido nucleico marcador comprende una
secuencia de nucleétidos de un polinucledtido que se hibridiza
especificamente a otro polinucledtido que esté ligado a un gen
de COX-2 canina; y

el polimorfismo es predictivo de una mutacion que afecta

la condicién de COX--2 canina en el perro.
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45.

47.

49,

50.

51.

El método de la reivindicacion 44, en donde la prueba detecta la
concentracién de Ia molécula de dcido nucleico marcador hibridizada
y la molécula de dcido nucleico complementario.

El método de 1a reivindicacion 44, en donde la prueba detecta el
patron de 1a molécula de dcido nucleico marcador hibridizada y la
molécula de dcido nucleico complementario.

El método de la reivindicacion 44, en donde Ia molécula de #cido
mucleico marcador es una molécula de ARNm codificada por el gen
de COX-2 canina o una molécula de ADNc codificada por el gen de
COX-2 canina.

El método de la reivindicacion 44, en donde 1a condicién asociada
con COX-2 es inflamacion.

El método de la reivindicacién 44, en donde la condicién asociada

con COX-2 es artritis.

El método de 1a reivindicacion 44, en donde la condicién asociada
con COX-2 es céncer.

El método de la reivindicacién 44, en donde Ia condicién asociada
con COX-2 es neoplasia,



52.

53.

54.

35.

56.

El método de la reivindicacién 44, en donde la condicién asociada
con COX-2 es un desorden del sistema nervioso central (SNC).

Un método de determinar una asociacién entre un polimorfismo y un

rasgo, en donde el método comprende:

(A) hibridizar una molécula de écido nucleico especifica para el
polimorfismo a un gen en una célula, en donde la molécula de
dcido nucleico tiene una secuencia de 4cido nucleico de ID.
SEC.: 3 6 un complemento de la misma; y

(B) determinar el grado de asociacién entre el polimorfismo y el

rasgo.

El método de 1a reivindicacién 53, en donde la molécula de 4cido
nucleico marcador compreade una secuencia de nucleStidos de un
polinucleétido que se liga fisicamente dentro de 1 mb a una secuencia
que especificamente se hibridiza al gen.

El método de 1a reivindicacién 53, en donde la molécula de 4cido
mucleico marcador comprende una secuencia de nucleStidos de un
polinucledtido que se liga fisicamente dentro de 100 kb a unma
secuencia que especificamente se hibridiza al gen,

El método de la reivindicacién 53, en donde Ia molécula de 4Acido
nucleico marcador comprende una secuencia de nucleétidos de un



polinucleétido que se liga fisicamente dentro de 10 kb a una
secuencia que especificamente se hibridiza al gen.

57. Un método de producir una célula que contiene una proteina de
COX-2 canina expresada, que comprende:
(A) transformar la célula con una molécula de dcido mucleico
fincional; y
(B) cultivar Ia célula transformada;
produciendo mediante ello la célula que contiene la proteina de
COX-2 canina expresada, en donde:
la molécula de 4cido mucleico funcional comprende una
regién de promotor,
la regién de promotor se liga a una regitn estructural;
la regién estructural comprende una secuencia de &cido
nucleico de ID. SEC.: 3,
la regién estructural se liga a una secuencia 3’ no
trasladada que funciona en la célula para causar terminacién de
trascripcién y adicién de ribonucleétidos poliadenilados a un
extrenio 3’ de una molécula de ARNm; y
la molécula de &cido mucleico fumcional resulta en
expresién de la proteina de COX-2 canina.

58. Un método de producir una célula que exhibe co-supresién de una
proteing de COX-2 canina, que comprende:



59.

(A)

(B8)

transformar 1a célula con una molécula de dcido nucleico
funcional; y
cultivar 1a célula transformada;
produciendo mediante ello ia célula que exhibe co-supresién de
proteina de COX-2 canina, en donde:

la molécula de 4cido nucleico funcional comprende una
regién de promotor,

1a regién de promotor se liga a una regién estructural;

la regién estructural comprende una secuencia de dcido
nucleico de ID. SEC.: 3,

la regién estructural se liga a una secuencia 3’ no
trasiadada que funciona en la célula para causar terminacién de
trascripcidn y adicién de ribomucleétidos poliadenilados a un
exiremo 3’ de una molécula de ARNm; y

la molécula de dcido nucleico funcional resulta en co-
supresion de la proteina de COX-2 canina.

Un método para camsar co-supresién de una protelna de COX-2
canina cn una céjuls transformada, que comprende:

(A)

transformar 1a céluia con una molécula de Acido nucleico para
producir una célula transformada; y

®B) cultivar la célula transformad;

causando mediante ello co-supresién de proteina de COX-2
canina en la célula transformada, en donde:
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1 molécula de drido mucleico funcional comprende una \
regién de promotor,

1a regién de promotor se liga a una regién estructural;

la regién estructural comprende molécula de d4cido
nucleico que tiene una secuencia de Acido mucleico de ID.
SEC.: 3,

la regién estructural se ligan a una secuencia 3' no
trasladada que funciona en la céhla para causar terminacién de
trascripcién y adicién de ribonucleétidos poliadenilados a un
extremo 3’ de una molécula de ARNm; y

la molécula de 4cido nucleico funcional resulta en co-
supresién de la proteina de COX-2 canina.

60. Un método de aislar una molécula de dcido mucleico que codifica una
proteina de COX-2 canine o wm fragmento de la misma, que
comprende:

(A) incubar bajo condiciones que permiten hibridacién de 4cido
nucleico una primera molécula de édcido mucleico que
comprende ID. SEC.: 3 6 el complemento de la misma con una
segunda molécula de dcido nucleico complementario obtenido
de una célula;

(B) hibridizar la primera molécula de 4cido nucleico con una
segunda molécula de 4cido nucleico; y

(C) aislar la segunda molécula de dcido nucleico.



61. Un método de producir una célula que contiene un gen de COX-2
canina expresado, que comprende:
(A) transformar la célula con una molécula de écido nucleico
fimcional; y
(B) cultivar Ia célula transformada;
produciendo mediante ello 1a célula que contiente ¢l gen COX~
2 canina expresado, en donde:
la molécula de é&cido nucleico funcional comprende una
region de promotor;
la regién de promotor se liga a una regién estructural en
donde la regién estructural comprende molécula de dcido
nucleico que tiene una secuencia de dcido mucleico conformada
por ID. SEC.: 3 6 complementos de la misma;
la regién estructural se liga a una secuencia 3° mo
trasladada que funciona en Ia célula para causar terminacién de
trascripcién y adicién de ribonucledtidos poliadenilados a un
extremo 3° de una molécula de ARNm; y
1a molécula de 4cido mucleico funcional resulta en sobre-
expresién de la protefna del gen de COX-2 canina,

62. Un método de producir ma célula que exhibe co-supresién de un gen
de COX-2 canina, que comprende:
(A) transformar la célula con wna molécula de 4cido nucleico
funcional; y
(B) cultivar la célula transformada;
g7



63.

produciendo mediante ello co-supresién de un gen de COX-2
canina, en donde:

Ia molécula de écido nucleico funcional comprende una
regién de promotor,

la regién de promotor se liga a una regién estructural en
donde ]a regién estructural comprende wma secuencia de dcido
nucleico seleccionada del grupo conformado por ID. SEC.: 3 6
complementos de la misma,

la regifm estructural se liga a una secuencia 3’ no
trasladada que funciona en la célula para causar terminacién de
trascripcion y adicién de ribonucledtidos poliadenilados a wm
extremo 3’ de una molécula de ARNm; y

la molécula de dcido nucleico fimcional resulta en co-

supresion del gen de COX-2 canina.

Un método para causar co-supresién de un gen de COX-2 canina en
una célula, que comprende:
(A) transformar la célula con una molécula de dcido micleico; y
(B) cultiver la célula transformada;
reduciendo mediante ello la expresiéon de un gen de COX-2
canma en una célula, en donde:
la molécula de 4cido nucleico tiene una regiém de
promotor exdgeno Ia cual funciona en la célula para causar la
produccién de una molécula de ARNm;



0y

la regién de promotor exégeno se liga a una molécula de
dcido nucleico trascrita que tiene una cadena trascrita y una
cadena no trascrita;

la cadena trascrita es complementaria con una molécula
de #cido nucleico que tiene un dcido nucleico seleccionado del
grupo conformado por ID. SEC.: 3, 6 complementos de la
misma, y la cadena trascrita es complementaria con una
molécula de ARNm enddgeno; y

la molécula de dcido mucleico trascrita se liga a una
secuencia 3’ no trasladada que funciona en la célula para
cansar terminacién de trascripcién y adiciém de ribonucledétidos
poliadenilados al extremo 3’ de una molécula de ARNm.

64. Un método de identificar un material de prueba que tiene la

capacidad de inhibir, suprimir, modular, o mantener actividad de

COX-2 canina, en donde el método comprende:

(A) contactar una célula de prueba transformada con el material de

®)

prucba, en donde la célula transformada expresa un gen
codificador de COX-2, y en donde el contacto se lleva a cabo
en presencia de una cantidad de prueba de un precwrsor de
prostagiandina;

medir la conversién de precursor de prostagiandina en
producto de prostaglandina por medio de 1a célula
transformada de prueba;



65.

1S

(C) contactar una célula transformada de control con una cantidad \
de control del precursor de prostagiandina, en donde la célula
transformada de control expresa un gen que codifica COX-2
canina, y en donde el contacto se realiza sustancialmente en
ausencia del materiat de prueba;

(D) medir la conversion del precursor de prostaglandina en
producto de prostaglandina por medio de la céula
transformada de control; y

' (E) comparar la cantidad de! precursor de prostagiandina
convertido en producto de prostaglandina por medio de la
célula transformada de prueba con la cantidad de precursor de
pmslagland_inaconverlidoenproductodopmstaglandinapor
medio de la célula transformada de control, identificando
mediante ello el material de prueba.

Un método de identificar un material de prueba que tiene la
capacidad de inhibir, suprimir, modular, 0 mantener actividad COX-
2 canina, en donde el método comprende:

(A) contactar una protefna de COX-2 canina con el material de
prueba, y en donde el contacto se lleva a cabo en presencia de
una cantidad de prueba de un precursor de prostaglandina;

(B) medir la conversion de precursor de prostagiandina en
producto de prostaglendina,

(C) contactar una proteina de COX-2 canina de control con uma
cantidad de control del precursor de prostaglandina, y en donde
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D)

®)

el contacto se realiza sustancialmente en ausencia del material
de prueba;

medir la conversin del precursor de prostaglandina en
producto de prostaglandins; y

comparar la cantidad del precursor de prostaglandina
convertido en producto de prostaglandina por medio de la
proteina de COX-2 canina con Ia cantidad de precursor de
prostaglandina convertido en producto de prostaglandina por
medio de la proteina de COX-2 camina de control,
identificando mediante ello el material de prueba.

66. Un método de identificar un material de prueba que tieme Ia

capacidad de inhibir, suprimir, modular, 0 mantener actividad COX—
2 canina, en donde el método comprende:

(A)

(8)

©

contactar un fragmento de aminoécido de COX-2 canina con
el material de prueba, y en donde el contacto se lleva a cabo en
presencia de una cantidad de prueba de un precursor de
prostaglandina;

medir la conversion de precursor de prostaglandina en
producto de prostaglandina;

contactar un fragmento de aminodcido de COX~2 canina con
una cantidad de control del precursor de prostaglandina, y en
donde el contacto se realiza sustancistmente en ausencia del
material de prueba;

1



(D) medir la conversibn del precursor de prostaglandina en
producto de prostaglandina; y

(E) comparar la cantidad del precursor de prostaglandina
convertido en producto de prostaglandina por medio del
fragmento de aminodcido de COX-2 canina con Ia cantidad de
precursor de prostaglandina convertido en producto de
prostagiandina por medio del fragmento de aminodcido de
COX-2 canina de control, identificando mediante ello él
material de prueba.

L ) 67. El método de las reivindicaciones 64, 65, 6 66 en donde el precursor
de prostaglandina es Acido aracaddmico.
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Extracto

La presente invencién se relaciona con genes que codifican protefnas
de las enzimas de ciclooxigenasa — 1 (COX-1) canina y ciclooxigenasa — 2
(COX-2) canina, las proteinas de COX~I canina y COX-2 canina, y
pruebas para la evaluacién de actividades de COX~1 canina y COX-2. La
invencién se relaciona también con moléculas de 4cido nucleico asociadas
con estos genes incluyendo sus componentes, homélogos y fragmentos, y
con métodos de utilizar estas moléculas de dcido nucleico, las enzimas y
fragmentos de cualquiera de las dos.
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Fig.2 Sequence alignment
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Fig.3 Multiple species sequence alignment of COX-2

COX2_mouse MLFRAVLT.CAALGLAQAANPCCSNPCONRGECNS PG FDOYRCDCTRTGFYGENCTTPENL

COX2_RAT NLFRAVLLCAALALSHAANPCC SNPCONRGECMSTGFDQYRCDCTRTGFYGENCTTPELL
CON2_guineapig MLARALLLCAALALGOAANFCCINPCONRGECLEVGEDRYNCDCTRTGYYGERCTTPEFL
COX2_zabbit MLARALLLCAAVALSHAANECCSNPCOMRGVCHTNGFDQYRCDCTRTGFYGENCBTPEFL
cOX2_horse MLARALLLCVALALGHAANPCCSHPCORRGVCHSVGEDOYQCOCTRTGFYGENCETPEFL
COox2_canine MLARALVLCAALAVVRAANECCSHPCONQGICHS TGFDOYRCOCTRTGY YGENCSTPENT,
COX2_sheep " MLARALLLCAAVVCG-AANPCCSKPCORRGVCHSVGFDOYKCPCTRIGEYGENCTTPEFL

" “ctw2_ Hiiah " - =~ MEARALLLCAVLALSHTANPECIHPOONAGVCNSVGFDOYKCDCTRIGTYGENCATPRFL,
coXx2_chicken -  MLLECALLAALLAAGKARRPCCSLPCONRGVCMTTGIDRYECDCTATGYYGENCTTPEFF

L L - .._. H =...“. -"‘=- *‘: i.‘:.:'-.i-.'=‘."i=i“=:
COX2_mouse TRIKLLLXPTPNTVHYILIMFRGVWNIVNRI PFLRSLTHKYVLTSRSYLIDSPPTYNVHY
COX2_RAT TRTKLLLKPTPRTVHYILTHFRGVWRIVREI PYLRANS IMRYVLTSRSHLIDS PPTYNVHY
COX2_guineapig TRIKLLLXPTENTVHYILTHFKGVWN] VRNI PELANAIMI YVLTSRSHLIDS PPTYNAKY
COX2_rabbit TRIKLLLKPTPDTVHY]LTRFRGVINIVISI PFLANS INKYVLTSROHMI DSPPTYNVHY
COX2_hozse TRIRLFLKPTPNTVHYILTHTKGVWNIVNEF PFLRNAVMEYVLVSREALIESPPTYNAQY
COX2_canine TRIKLYLKFTPRTVHYILTREXGVWNIVINT FELANT IMRYVLTSROHLT ESPRPTYNVIY
COX2_sheep TRIKLLLXPTPDTVEYILTHFXGVHNIVIRI STLIMMINRYVLTSRONLIESPPTYNVHY
COX2_human TRIKLELKPTPHTVHYILTHERGFWNVVENI PFLRNAIMNE YVLTARSHL IDAPPTYNADY
coX2_chicken THLLILKPTPTVHYILTHFKGVWHI 1NN SPLROT INKYVLTBRSHLIDAPPTYREDY

* l.. i..l.-'.'..'..... ..I-...liii ﬁ LR 1] .Iillin.'li.. .'
cOX2_mouse ° GYREWEAFSNLSYYTRALPPVADDCPT PMGVEGNKELPDAKEVLEKVL.LRREFT PDPOGS
Cm__“'l’ GYRSWERFBNLS Yﬁmrwmncnmmmnammmn PDPQGT
cox2_guineaplg GYROWEAFSVLSYYTRALPPVADDCPTVHGVEGKKELPDSNEVLERVLLARKFXPDPQGT
COX2_rsbbit .  NYKUWEAFSWLSYYTRALPPVADDCPTFMGVEGKRELPDSKDVVEKLLLRAKFIPDEQGY
CaxX2_horse . GYRSWESTSNLSYYTRALPPVADGCPTYMGVEGKKELFDYKE] VEXFLLRRKF I PDPOGT
cOoX2_canine GYREWEATSMLEYYTRALPPVPDOCPTFNGVEGKKELPDSKEIVEXFLLRRKFI PIPOGT
COX2_sheap SYKSWEAFSNLSYYTRALPPVEDDCPTPMGVEGRKELPDSKEVVREVLLRRRFI PDPQGT
cmlz_hunnn GT“mr.nlY'ﬂ.‘m?I\'?DDC'TPI-GV!G“QI,PDIIII“ulhmﬂPDms
€OX2_chicken SYKBHEAYSHLAYY TRALPFVGHDCPTPHGVRGKREL POSKLIVERFLLARKEI PDPQGT

BAd L EREL L LAl A st _.iiii:i..‘.i;.lii: PR LA RS AL L L s

- . s

CON2_mouse MMFAFFAQHETHQEFKTDRERGPGI T RALGHGYILNHI YGETLOROHKLRLFKDGKLXY
- CON2_RAT - . RNMFAFFAQHFTHOFTETDORAGEGEFTAGLGHGVDLNHVYGETLOROHKLRLFODGRLKY
COX2_guinespig NNNEAFFAGHFTHOF FESDOKRGPAFTTGLAHGVDLSHI YGETLORGHKLRLFRDGEMKY
COX2_zabbit NMMFAFFAGHFTHQEFKT DLARGPAFTRGLGHGVDLEHI YGETLDRQHKLALFROGKMKY
COX2_horse MMFAFFAQHETHQF TRTDPKRGPAFTEGLGRGY LS YGET LORGHKLAL T KDGENKY
COX2_canine MNMFAFTAGHF THQYFRT DEXRGPAF TKGLGHGYDLNUYYGETLDRCHELRL FRDGEMKY
COX2_shesp NLNFAFTAQRFTHQF FXTDIERG PAFYRGRNRGVDLIHVYGESLERQHHRAL FEDGRNKY
COX2_human NMMFATFAQHEFTEQFFETDUKREPAFTNGLGRGVDLNAT YGETLARQRKLAL FRDGRMEY
COX2_chicksn _HVMETFFAQRFTHQF FXTDHKKGPGFTKAYGHGVDLYR] YGETLERQLKLRLRXDGKLKY

Stk gEsreRedadddusd saRR d9 | SEERP Paevd e o wE gaddes

COX2_mouse OVIGGEVYPPTVADTOVENTY PPHI PENLOFAVGQEVIGLVPGLMMYATINLREHNRVCD
COX2 _RAT QVIGGEVYPPTVKDTQVDMIYPPHVPEHLRFAVGOEVIGLVPGLMNYAT INLAEHNRVCD
COX2_guinkapig QI IDGEMYPPTVRETQVENNYPPY I PEHAREAVGOEVFCLVPGLMNYATINLREHNRVCD
‘COXZ_rabbit QVIDGEVYPPFTVRDTQVEMIYPPH I PALLOQTAVGOEVIGLVPGLMMYAT INLRERRRVCD
COX2_horse QI INGEVYPPTVRDTQVENIYPPHI PEXLAFAVGOEVIGLVPGLMMYATIWLRENNRVCD
COX2_canine QVIDGEVYPPTVEDTQVENIYPPHVPENLOTAVGOEVIGLYPGLNNYATINLREHNRVCD
cuuz_-_-hup . CMINGEMYPPTVEDTQVEMIYPPHIPEHLKFAVGQEVFGLVPGLMMYATINLREHNRVCD
CONZ_human QI 1DGEMYPPTVEDTOAENIY PROVPEHLAFAVGQEVIGLVPGLMMYATINLREHWRVCD
COX2_chicken QMEDGEMY PPTVEDTOAEM] YPPHVREHLOFSVGOEVFGLVPGLMNYATINLREHHRVCD

i=t.ii=i.itii|.i'll=lii [ =i=iiliiiiiiiiiiiiiii.iiiilﬁil.
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COX2 mouns
COX2_RAT
cax2_guineapiq
COX2_rabhit -~
cox2_horse
COoX2_csnine
COX2_sheep
COX2_humsn
COX2_chicken

COX2_rouse
COX2_RAT
COX2_guineapig

. COX2_rabbit

COX2_hozse .
COX2 canine
COX2_shasp
COX2_human
CoX2_chicken

COX2_mouse
COX2_RAT
COX2_guinsapig
COX2_rxabbit
COX2_horse
COX2_canine
cox2_shesp
COX2_human
COoX2_chicken

COX2_mouse
COX2_RAT
cax2_guinespig
COX2_rahbit
CaX2_ horaa
COX2_canine
COX2Z_sahesp
COX2_human
COX2_chicken

COXZ_mguse
coM2_RAT
COX2_guinespig
COMX2_rabbit
cox2_horse '
COX2_canine
COX2_shesp
COX2_human
CoX2_chicken

ILRQEHPEWGDEQLFQTSRLILIGETIRIVIEDYVOHLEGYHFKLKFDPELLFROQFQYQ
ILKQEHPENDDERLFOYSRLILIGETIKIVIEDYVOHLEGYHFKLKFDPELLFNQQFQYQ
VLEQEHPENDDERLIFQTSRLI LIGETIKIVIEDYVOQULSGYHFKLKFOPELLFRQOFQYQ
VLKQEH?ENDDEQLFQTERLILIGETIKIVIEDYVOHLSGYHFRLRFDPELLINQOFQYQ
VLEQEHPENDDERLFQTERLILIGETIKIVIEDYVOHLSGYHFKLKFDPELLFNQQOFOYQ
VLEQEHFENDDERLFQTERLILIGETIXIVIEDYVONLSGYHFKLKFDFELLFRQQFrQYQ
VLEQERPEWGDEQLFQTSALILIGETIRIVIEDYVOHLEGYRFKLEFDPELLFMQQEQYQ
VLRQEHRPENGDEQLFQTBRLILIGETIRIVI EDYVQRELEGYNFKLKFDPELLFNROFQYO
VLEQEHPERDDEQLFQTTRLILIGETIKIVI EDYVCHLSGYHFRLRYDPELLFRQRIQYQ

TR R R C A AN SR AR A AR PRI A A NS R PP A SR IR IR SR N A
: A ARl bl

NRIASESUTLYHWHPLLPDTFNIEDQEY 5 FROFLYNE3I LLEHGLT QEVESFTROIAGRY
NAIASEFNTLYKWHPLLPDTFNIEDOEY T FROFLYNNSILLEHNGLANFVESRTRQIAGRY
HRIASEFNTLYHWHPLLPDTFQIDDOVYNFQQFLYNNAILVEHGLTQYVESFTROIAGRY
NRIAAREFNTLYHWHPLLE DT PQIDDOQYNYQQFLYNNB I LLEHGLTQFVESFTRQIAGRY
NRIAAEFNTLYNWHPLLPDTFQIDDQEYNYQOFLYNNS ILLENGLYQFVESFERQTAGRY
MRIMEFRTLYMWHPLLFDTLOINDOEYNFQQFI YNNI LLEHGLTQFVESFARQIAGRY
RRIAAEFRTLYHWHPLLPOVFUIDGOEYNYQQFI YNNAVLLERGVTQFVES FTRAOTAGRY
WRIAAEFNTLYHRWHPLLPDT FOIHDOKYNYQQrIYNHAI LLERGITOFVESFIROIAGRY
HRIAAEFNTLYRWHPLL?DTFOIHNOEYTFOOr LYNNAINLEHGLSHNVRXSFBRQSAGRY

LT T T N e N Rt LT L T PP I T PSPt P L Pt S T T

AGGRNVPIAVOAVAKASTDQIREMKYGALNEYRERFSLXPYTSFEELYGERENRAELKAL
AGGANVPTAVOAVARASZ DOSRENKYQSLNEYRKRFSLEPYTS FERLTGEREMAAELKAL
AGGRNVPLAVORVAKASTEHSREMKY QS LNEYRKRFLMKPYTS FEELTGEREMARGLEAL
AGGNNVPPAVORVARASIDOSROMKYQSLNEYRKAFLLRPYES FEELTGEXEMAAELEAL
AGGRNVPAARQX TAKASIDOS RENXYQS LN EYRKRFALTPYRSFEELTGEREMAAELEAL
AGGRNVPAAVOQVAKAS I DOSAQMKYOSLNEYRKAFRLAPYTE FEELTGEKEMAAGLEAL
AGRWNLPAAVERVSRASLDOSRENE (8 PN Y RKRFLLKPYES FERLTCEKEMARELEAL
AGCRNVPPAVORVEGAS T DOS RGMR YOS FHE YRRATMLEPYEAFERLT GERENSAELEAL
AGERNVPAAVQEVAKASIDOYRGMAYOSLNEY RRRFKLKPIKS FEELTGEREMAAELEEL
L 2 J =i=i L ] L L2 =tl‘= 1 =tt=i =i.i=.iiiiii H .’| (2L 2T 1Tl 2]) I‘t I': L ]
YSDIDVNELYPALLVEKPRPDAI ZGETHVELGAPF A LKGLHGNP ICSPQYNKPATIGGEY
YHDIDAMELY PALLVEKPREDAT FGETHVELGAPTELRGLHGH P CEPQYWRPSTIGGEY
YGDIDANELYPALLVERPRPDAI FGETHVENGAPFSLEGLNGHPTCEPHYWRPBTFGGEV
YGDIDAVELYPALLVERPRPDAL FGESNVEMGAPTS LRGLMGNPI CIFRYWKPATIGGEV
YGDIDAMELYPALLVERFRPDAI FGETMVELGAPFSLEGLLGRPICBPDYNKPETIGGEY
YGDIDAMELYPALLVEXPRPDAY FGETHVEMGAPTSLEGLMGHPICBPDYWKPATIGGEV
| YGDIDAMELYPALLVERPAPDAT FGETHVEAGAPTSLEGLMGNPICS PEYWRPSTFGGEV
YGDIDAVELYPALLVEXPRPDAT FGETHVEVCAPFSLEGLMGNVICEFAYNRFAT FCGEV
YGDIDAMELY PGLLVEKPROGAI FGETMVEIGAPES LRGLMGNTICS PEYWKPATFGGKY

L ] .."=*."..I.i=i '.-‘.ii="'. il‘""'.‘:.’l hew '.."I'.':.

GFRIINTASIQSLICHNVI.GCPITAFNVODPOPTRTATINASASHERLODINPYVLIKRR. -

GFRIINTASIQSLICHRVEGCPFASFNVODREQPTXTATINASASHIRLDDINPTVLIKAR
GFOIVNTASIOSLICNNVEGCPVTAFNLPDPQLARTVTI NASASHIRLEDLSPTVLLEGR
GFKIVNTABIQILICRNVEGCPITSFNVIDPQLTRTVTINASASHSRLEDINPTVLLEGR
GFRIINTASIQSLICHNVEGCEETAFSVQIPQLSKAVTINABASHSGLDDVNPTVLLKER
GFRIINTASIQBLICNNVEGCPFTAFSVOOGOLTRTVTINASSSHSGLDDINPTVLLEER
GFKIINTASI(SLICSNVRGCPFTAFSVQDARLTKTVTINASBSHSGLODINPTVLLERR
GFQIINTASIQHLICHNVEGCPFTBTSVFDPELIRTVTINABSSREGLDDINPTVLLEER
GYEIINTASLONLICKNVEGCFFTAFRVINPEPT-ENTINVETSNTAMEDINPTLLLREQ
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COX2_mouse
COX2_RAT
CON2_guineapig
COX2_rabbit
COX2_horas
COX2_canina
COX2_sheep
CO%2_humen '
CoK2_chicken

S8TEL
STEL
8TEL
STEL
8TEL
3TEL

. STEL

STEL
BAEL



——

[ )

<110>

<120>

<150>

<160>

<210>
<211>

e €312 5 —— DNA — - -~ -

<213>»

<400>

gccgececaga
gctgectgetg
gaacccgtgt
ccgetaccl?
getgtggacc
gacgecatgqg
gegtetggta
gcatgactac
ctetgtgecc
cgcccaactce

caccaacctce

tggcaagatg

_ttatggggac

gtatcaggtt

gcactaccca

. getgcottect

tgacctgetyg
actcatcctc
tggctactte
cegeaacege

ctececttetgg

Glerge, JIMEIIk.

N

Canine Cyclooxygenase-1 (COX-1) a:d Cyclooxygenase-2 (cox-z)-

UB 60/147,601

15

l
4587

Canis familiaris

1

gctatgagece
cteccgccge
tgttactacc
tgtgactgca
thgctccgga
cgetaggtttt
ctcacagcge
atcagctggg
caagattgcc
ctgggeegte
atgttcgecet
ggtcctgget
aatctggacc
ctggatggag
cggggcatte
ggﬁctcatgc
aaggctgage
attggggaga
ttgc;gctga
aé&gccntgg

gtgggttcce

g999g9agtcy
ccccgqtch
catgtcagca
cccgecacggg
attcactgeg
gggeattcat
gttccocaacct
agtccttetc
ccacgcccat
getteetget
tctttgecaca
tc;ccnnggc
gtcagtatca
agatgtacce
tgeccocagag
tctatgecac
accccacttg
ccatcaagat
agttcgacce

agttcaacca

aggagtacayg

cctgcaccgg
gcc;gcggna
ccaagggatc
ctlttctggc
ccccagtecce
caatgcecace
tatccceagt
caltgtéagc
ggggaccaaa
caggaggaag
acacttcn;c
cttgggceoat
gctgcggete
gccatctgtg
tcagatggee
gctctggetg
sagtaatgag
tgtgattga§
ggagctgctg
gctgtnccac.

ctatgagcag

tggcecgetge
gcccgg;ccc
tgtgtccoget
cccaactgea
tctttoctoe
ttcatcecgtg
cctaccacct
tattacactc
gggaagaagc
ttcatagctg
catcagttet
ggggtagatc
tttaaggatg
gaggaggcgce
gtgggccaag
cgtgagcaca
caactcttce
gagtatgtgc
tttagcgcece
tggcacccge

ttectgttca

toetgetget
cggegectgt
tcggeccttga
ccatececega
acttectget
acatgectcat
lénncatngc
gtgttctgce
agttgccaga
acccccaagg

tcaaaactte

ttggccacat

ggaaactcaa
ctgtgt?gnt
aagtgtttgg
atcgtgtgtg
agacggeccg
lééngctgag
agttccagta
tcatgccaga

acacctccat

60
120
‘180
240
oo
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200

1260

\ie



a8

gctgacgcac
glthgtgga
gglatcccgc
gccctacatg

gctgtatgga

cctcctaggg
gatgggcttc
gacttgtcec
ggagcggccy
gtcatcccag
tcaagaatat
atqggtcttgt
gtgatgcttc
ttctggttga
aaagataggg
ttttettcact
tatgcqugat
agtgagatac
gtgecctgece
ggtccaagga
tctgttgeea
ttttecece
<210>
<211>
<212>

<213>

<2323>
<400>

tacgggatcg aggccctggt gglégccttc tctcgocaga

ggtagsaaca tagaccacca tgtcctgcac gtggetgtgg

gagttgogge tgcagceett caatgagtac cgcaagaggt

tccttccagy aactcacagg ggagaaggag atggoagccg

gacattgarg cctrggaatt ctaceggggg cttcttctgg

aatcccatct
aatatggtca
tatgtttect
tccacagagc
nntgctg;ég
caaggtcaac
ttgttattet
httggﬁaagc
cttaagacgt
gattcttatt
ggcagttcag
cagtcttget
ccccasagea
caaggactta
gatngn;aag

tetttgtett

a
608
FRT

'gtgctcclgl

agacagccac
tcegtgtgeco
tctgaggggg
ctggggttaa
atttagaact
agaatgctga
cagaacacty
aggeattcte
ttgcattcta
aatgttgtgc
ctgaatgecct
ggagaatcta
gggggcagag
gtgggetttt

gactcatgac

Canis familiaris

gtactggaag
actgaagaag
tgacccccac
CIgI§Clgcl
taatcccaaa
ttgtgtctet
atﬁéctggtt

gﬁtectggcu

-tccaaactce-atctttygag—agagtatgat—agaaattggyg  gotcccttot

ccaagcacat
ctggtctgec
caggatggcg
gcattctgga
tgttgggtcet
cacccattat
gaccatctag

qacaacctag

tlaéﬁtglng ctcctgacag

gaattetagg

tcttgattge

cugccctcéa

tgatccaaaa

agaatggtas ‘tttgattcat

cagcctaace

tgttettcet

tccaggtcat tggttggagg

mgctgtttct catgaaacta

unsure at all Xaa locationse

)

agagtgecatt

gggatgctaa

gegeeggecg
aaaccatcas
ttggcatgag
agttggagga

agaagtgcca

1320

1380

1440

1500

1560

ccettaadyyy 1620 —

tcggtggtdl
ttaacaccaa

ggectggtgt

gggtggactt:

Ehggtttgcc
ctggaatatc
aatggatgga
l;tgtcagac
nntclictlg
gcatgttgat
tagtggetay
tttecctgtte
gcctgectet
ctcagaccct
CCacCCagage

ataaaatttt

Met Ser Arg Gly Ser Arg Leu His Arq Trp Pro Leu Leu Leu Xaa Xaa

1

10

15

1680

1740

1800

1860

1920

1980

4040

2100

1160

23220

2340
2400
4460
2520
2580

2587



Leu
Xaa
Cys
- .Gy.
65
alu
Leu
Ala
Ber
Ile
145

Pro

Lys

Phe

oly

Ile

Aep

Ser

Pro

Gly
305

Leu Xaa Leu

20

Xaa Ala Arg
a5

Gln Hie ‘Gln
50,

. Mp-i Cys—Thr--

Leu Trp Thr

His '‘Phe Leu

100
Thr Phe
118

Ile

Asn
130

Leu lle

Ber Trp Glu

Ber Val Pro

Gln Pro
180
Phe
195

Lys Ile

Ala
210

Gln His

Pro Gly Phe

Gly Asp

Leu
260

Gly Lys

val Glu

275

Glu

Gln Gln

Ber

Leu Met Leu

Ser

Leu Leu Leu Pro Pro

Thr Pro Ala

aly Ile c'yl Val Arg

55
L ]

70

Trp Leu Arg Asn Ser

Leu Thr His

Arg Asp Met

Pro
135

Pro Ber

Phe
150

Ber

Gln
165

Asp Cys

Asp Ala Gln

Pro Asp

ﬁr His

Pro
40

Arg—Thr-Gly -Tyr—Ser-

Gly
Leu
120
Pro

Aan

Pro

- 185

Gln

Gln

215

Thr Ala

230

Asn
245

Leu Asp

Lys Gln

Ala Pro Val

Met Ala Val

Ala
310

Thx

Tyr

Leu

Axyg

val

Leu

aly

Leu

Pré Pro
25

Val Asn Pro

Phe aly

75

Leu Arg
80 .

Arg Trp Phe

108

‘Met Ary Leu

Thr 'i'yr Asn

Val Ber Tyr

155
Thr Pro Met
170
Lau Gly Arg

Gly Thr Asn

Phe Phe Lys

Gly His Oly

235
Glo Tyr Gln
250

Leu Asp Gly
265" .

Met His Tyr

Gln Glu val

Val

Cys

Leu
60

Gly—Pro Asn

Pro

Trp

Ual

Ile
140

Ty

Gly

Arg

Leu
Thr
2320
Val
Lau
alu

Pro

Pha

. 300

Leu Arg
31s

Trp

alu

Leu

Cys

45
Asp
Cys
Ser
Glu
Leu
135
Ala
Thr
Thr
Phe
Met
205
8er

Asp

Met

Gly

His

_Hil

-270

Pro Ala Glu
o -

Tyr Tyxr Pro

Arg Tyr Gln

Thr 'I1& PY6™ °

Pro Ser Phe

95
Phe Ile
110

Asn

Thr Ala

Asp

Axrg Val Leu

160
Lys Qly
175

Lys

Lieu
190

Leu Arg

‘I_’he Ala Phe

Gly Lys Met

Lau His

2490

Qly

l.au Phe

Ly®

Pro

Tyr

Oly Ile

Leu Leu Pro

Val
320

ABn Arg

Pro



Cys Asp

Phe Gln
Ile Glu

Phe--Asp
70

1le Ala
k)1

Asp Ser
Phe Asn

Ala Phe

Asp His
4590

Glu Leu
465

Axrg Pro
Ala Glu
Pro Qly
Ber Met

530
Asn Pro
545
Glu Met

Cys Leu

Pro Hie

<210>

Leu Leu

Thr Ala

40

Glu Tyr

Met
Phe
Thr
éar
4135

His

Leu
Leu
5158
Ile
Ile
Gly

Aan

aGln
585

-Pro-Giu

Glu

Trp

Bear

420

Val

Leu

Met

dlu

Leu

Glu

cys

Phe

580

Asp

Lys Ala Glu His Pro Thr

325

Arg Leu Ile

Ile
3i4s

Leu

330

Qly

Val Gln Gla Leu Ser Gly

3s0

Leu -Leu -Phe-Ser-Ala—Gln

- 375

Phe Asn Gln Leu Tyr His

Vval Gly Ser
405 '

Met Leu Thr

Gln Ber Ala
Leu His Val
455

Gln Pro Phe
470

Ser 'Phe Gln
405

Glu Leu 'ryr
Leu @lu Lye

Ile Gly Ala
535

Ber Pro Glu
550

Agn Met Val
565

Lya Thr Cys

Gly.Gly Pro

Gln Glu
His Tyr
425

Gly Arg
440

Ala Val
Asn Qlu
Glu Leu

aly Asp
505

Cys His
540

Pro Phe
Tyr Trp

Lys Thr

Pro Tyr
585

Gly Val
600

TYyT
410
aly
Ile

G]_.u

Tyr

Thr

Ile

Pro

Ber

Lys

Ala

870

val

Trp Gly Asp

Glu Thr Ile

Tyr Phe Leu
k1.1

:Phe G1Y Tyt

Trp His Pro
385

Ser Tyr Glu
Ile Qlu Ala
Gly aly Oly

445

Thr Ile Lys
460

Arg LY-I Arg
475

Gly Glu Lys
Asp Ala Leu

Asn SBer Ile
5258

Leu Lys Gly
540

Pro. Sexr Thr
555

Thr Leu Lys

éer Phe Arg

Qlu Arg Pro Ser

Glu Gln Leu
335

Lys Ile val
350

Qln Leu Lys

‘Arg Asi Axg "

Leu Met Pro

400

Gln Fhe Leu
415

Leu Val Asp
430

Arg Asn Ile

Glu Ser Arg
Fhe Qly l-lat
480

Glu Met Ala
495

Glu Phe Tyr
510

Phe dly Glu

Leu 'neu aly

Phe Gly Gly
114

Lys Leu Val

875

Val Pro Asp
590

Thr Glu Leu

IN



«211>
<212>
«213>
<400>
gagcacgctce

ggacgggaac

: ctcegeegee

ctggececegeg
tgﬁtcccnec
tgtgactgta
agaatasaat
aagggcgtct
gtgttglqnt
tataasagct
cctgatgact
gagattgtgg
atgatgtttg
cgngg-cclb
gaaactttgg
gtaattgatg
c¢cacctcatg
cctggtetga
cttaancagg
cttataggag

cacttcaagc

cgecattgetyg

camatagatg
gaacatggee

ggtggeagga

agacagatga

3632

DNA

Canis fami
3
gggaactceg

gcectecgect

‘gcetetgeca

ccectggtget
catgtc;;ll
cccgaacaqqg
tatacctgaa
ggaacattgt
cceggtcaca
gggaagcett
gtccaacace
asaagtttet
cattetttge
ctttcaccaa
atagacaaca
gagaggtgta
ttectgaaca
tgatgtatgc
agcacccaga
aaacqattnn
tgaagtttga
ctgagtttaa
accaggsgta
ttlccclétt
atgttoccage

aataccagte

liaris

cacagcgcet

ccgeoeteeqe

vegcocogege—teegecegeg”

ctgegeegee
ccaaggtatt
attctacgge
acccactcea
caataacatc
tttgattgag
ttctaacctc
catgggtgtg
tctgocgaaga
cclgc!cggt
aggattggge
taaactgcgc
téctcct‘;c
-cctgengttt
caccatttgg
atgggatgat
gattgtgatt
cccagagetg
cacactctac
caatttccaa

tgtggaatca

_tQCISEICIl.

tettaatgag

gcctectoea

.cgeecgectec

ctggeggtey
tgtatgagca
gaaaactgct
aatacagtac
ceccttoctge
agtccaccaa
tcctattata
asaggcaaga
aagttcattc
acccatcaat
catggggtgg

cttttcaagg

gicnalglti'

gctgtgggee
‘ctgcgggage
gageggttat
gaagactatyg
cttttcaace
cactggcate
cagtttatct
ttcageagge
é;ggéugcna

tatcgcasac

gcgecgeage

gecteegecg

CeCLHeToge cgocqigaty”

tccgogeage
caggatttga
caacaccgga
actlcatlét
ga;ltncalt
cttataatgt
ccagagctct
aagagcttce
ctgatceccca
ttttcaagac
acttaaatca
atggaan;lt
;;cfggtcgl
aggiggtctt
ataacagagt
tcéagacgag
tacaacactt
aacaattcca
ccetectgee
acnncnictc
iaittgcﬁgg
aagcttegat

gctttaggot

cccgaqgcecca

ccgeeteege

asatccttge
ccagtataag
atttctgaca
tacccactte
tatgaaatat
gaactacggc
tccccectgta
tgattcasas
aggcaccaat
agatcataag
tgtttatggg
gaaatatcag
gatgatctac
tggtetggtg
gtgtgatgtg
caggctaata
gagtggctat

gtaccaaaac

tgnelccttg'

tatattattg
cagggttgcc
tgaccagage

gaagccctat

120

“ls80

240
100
360
420
480
540
600
660
.720
780
840
900
960
1020
1060
1140
1200
1260
13320
1380
1440
1500

1560



—— — —

acatcattcg aagaacttac aggagagaag

ggtgatattg atgccatgga gctgtatcct

gccatctttg gtgagaccat ggtagaaatg

ggtaatccea tctgttcace tgactactgg

ﬁttanlntcl tcaa

ccattcactg
agctcttege
actgaactat
ttaattattt
gggtcatéct
aaaacagttt
ttattattat
.atgctgcalg
aagcaactac
tctgatcagt
actctgteta
nctactagt;
ggactctata
ttaattttaa
gggttcttga
aagtcaaatt
ctgacatttg
tgttattata
atcagtatat
ttgagatctqg
ggaattgaan
ctgcatgtac

tcagctataa

cattctetgt,

actccggtct
agaagcctgt
aatatttatg
tgténngltt
tctgttt;ni
glncal;agc
tttttttega
ctgcacactt
ttactttott
tactttetta
atttagectce
cacaacagta
attgtaacay
tggaaggaag
ctgaatagtt
ctgatactgt
aactaggttt
cttetttgag
tgagtaaatt
tatagatttc
c;tnagntct

cttattgaqgg

cactge ctcaatccayg

gaaatggctg
gecctettgy
ggagcnbcnt
aagcctagca

tctetcatet

cggggttgga

tagaaaagcc
tctecttgaa

cctttggtgg

tcaagacgga

agatgacatc

tadtcctatt

ttaaactcct
tteatgteac
aaatgagttt
gaagatgttg
cact;tcggg
tetettette
gtttecettga
cctgaacttyg
tecttasgagyg
tnc;cttntt
angggttcy;
tcgtatteet
cccbggnng‘
atacttaatt
aagctgcaat
gttaactetg
ttcaggaace
cctatatace
ttacagtttt

acicaggtge

—-

caactcacca
aatcccacayg
tatttattta
tatgttactt
tattttaaag
gacatcettt
gatatttaaa
ntttctagté

tgttagccac

tttttaagat

tgtaagtttt
aatgaasgga
ttaagtgaaa

tgaggctaat

atti;éllbl
taatgtttct
tattgaggat
catttttttt
sattattatg
caactctggt
agcccacaga
gagggaccta

aaatatcact

geaataacgt
aaacagtéap
tcctactgaa
tatggacgat
aacatctgtt
atgtcttegg
:acitg-att
tgctgttcca
tatettecoet
tgtgctggtn
ctgagtatac
caggaaaacc
aanasaanac
ggcagcgatc
gactgacaaa
t;etttctca
tttccacatc
tattatttgt
tttttttgea
taaacactaa
atattgaaat
gaacactgtg
tggatecttc

gtgggtttta

ggoectttat -
tcgtccagat
aggacttatg:
agaagtaggce
gaegggetgt
cattaatgca
agaacggtca
tccttttané

aaggagaaag

'gttaalgagg

tcagtttata
ggatgacaaz
ggtgcattag
gaaactctct
ctttetttgg
tcaactcagg
agcccttaan
tttttgtaaa
gaactgtagg
cctaaaagca
Ecattgtcag

tttgttagga

‘ttatgtgaga

gagaaattst
atggcaagtt
tctecattaac
attaagtcat

atattttttg

1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180



tggattctas

gaaagcatgt

gaatttttaa

taaaaacctt

tcgglgtlti

- --@gtnagltgﬁ

ctcttctaaa

<210>
<211>
<213>
<213>

<400>

Met
1

Ala

Met

Phe

Leu
65

Ser

"Cys
145

Lys

Pro

Leu

Ala

Ber

Tyr

Lys

Ile

Pro

Asn

130

Pro

Glu

Gln

4
604
PRT

tatttttaaa tcatgeactg ettacagata acatcagtat ttgtaaatga
ctttaggtag agaaagaasa tgaaatttta ttaasaggaaa taactcaggg
gattttatgt ttaaasagtt algaiﬁt;gt caatattaga agggcttatg
tttaacttca ctgaaagaaa ttttgttatt aatatcaatg ccgactgaat
atatatgaat gttttggtge ctcagacaaa tgtgtattta aattaactta
aagtgttacc -asatgcctgt—ttatttitat—actatctaag aatgaasaat

ataaattttt gcecectgtttce at

Canis familiarie

Ala Arg

Asn Pro
: 20

Thr Qly
35

G}y Glu
Leu Lys
Gly Val
Met Lys

100
Thr Tyr
118
Leu Ser
Thr Pro

ilc Val

Gly Thr
180

Ala
- B
Cys
Phe

Pro

Met

alu
165

Leu Val Leu Cys Ala Ala icu Ala Val Val Arg
10 15

Cys 8Ser His Pro Cys Gln Asn Gln Gly Ile Cys
a5 a0

Asp Gln Tyr Lys Cys Aap Cys Thr Arg Thr Gly
40 45

Cys Ber Thr Pro Glu Phe Leu Thr Arg Ile Lys
55 60

Thr Pro Asn Thr Val His Tyr Ile Leu Thx His
70 . 75 aa

Asn Ile Val Asn Asn Ile Pro Phe Leu Arg Asn
90 . 85

Val L;u Thr Ser Arg Ser His Leu Ile Glu Ber
105 110 .

Val Asn Tyr Gly Tyr Lys Ber Trp Qlu Ala Phe
120 125

Tyr Thr Arg Ala Leu Pro Pro Val Pro Asp Asp
135 140 .

Gly Val Lys-Gly Lys Lys Glu Leu Pro Asp Ber
150 1585 }SD

Lys Phe Lau Leu Arg Arg Lys Phe Ile Pro Asp
i70 175

Met Met Pha Ala Phe Phe Ala Gln Kiw Phe Thr
185 190

3300
3360
3420
aaso

3540

‘4600

3632

[t



His

Gln Phe Phe
195

Gly Leu Gly Ria

Asp
225

210’

Arg Gln Hipm

Lyas Thr

Gly Vval

Lya Leu

230

+———=-= —@lmVal~Tle Asp Gly-Glu

Val
Val
Qlu
3o0s
.Ile
His

Phe

Asp
k] .1

val
Leu

@lu
465

Glu Met Ila
160

Gly Gln Glu
275

Ile Trp Leu
290

His Pro Glu
Leu Ile Gly
Leu Ber Gly

40

Asn Gln Gln
ass

Leu Tyr His
370 °©

Gln'Glu Tyr

Glu His Gly

Gly Arg Val
420

Ala Lys Ala
435

Asn Glu Tyr

Glu Leu Thr

Gly Asp Ile

445

Tyr Pro

val Phe

Arg Glu

Trp Asp

Glu
335

TyT

Phe

Trp

Asn

Leu

405

Ala

Ber

310

Thr

Hie

Gln

His

Phe

390

Thr

dly

Ile

Arg Lys

oly

Asp
485

Glu
470

Ala

Asp His Lys Arg dly Pro

Asp Leu Asn i

215

Arg Leu Phe Lys

Va1 -Ty2 PFS Pro

Pro
aly
Eins
295
Asp

Ile

Phe

Pro
ars
Gln
Gln
Gly
Asp
455

Lys

Met

His
Leu
ado
Asn
Glu
Lys
Lys
aln
360
Leu

Gln

Phe

Gln
440,
Phe

alu

Glu

Val
265

Val

Arg

Arg

Ile

Leu
345

‘ABn

Leu

Val

Asn
4235

8ear

Pro
Pro
Val
Leu
Val
330
Lys
Arg
Pro
Iie
Glu

410

Val

490

val

Tyr

Asp
a3s

THY val’

Glu

aly

Phe
als
Ile

Phe

Ile

'A;p

i85

BSer
Pro
3ln

Lys

Ala’

475

Pro

Gly

His

Leu

Asp

Qln
qQlu
Asp
Ala
Thr
3so
Apn
Phe
Ala
Met
Pro
460

aly

Ala

Ala
205
Gly
Lys
‘L¥B
Leu
Met
285
val
Thr
Asp
Pro
Ala
365
Leu
Asn

Ber

Ala

Lys

Phe Thr

Glu Thx

Met Lys

"ASp ThY’

Gln Phe
270

Met Tyr
Leu Lys

Ber Arg
Tyr Val
335

Glu Leu
aso

Glu Phe
Gln Ile

Ber Ile
Arg Gln
418

Val Gln
430

Tyr Gln

Leu

Leu

Thr Ser

Glu Ala

Leu Val
4195

Lys

Leu

Tyr

240

Gin

Ala
Ala
Gln
Leu
3a0
Gln
Leu
Asan
Asp
400

Ile

Gln

Ber

Phe

Leu
480

Glu



Lys Pro Arg

Ala Pro Phe

Pro Asp Ala Ile
500

515

Asp Tyr Trp

-Ile Asn Thr

545

Cys Pro Phe

Val Thr Ile

Pro Thr Val
595

<310>
<211>
<212>
<213>
<400>
gcgceatgag
tccecegtoct
catgccagea
cocogeacyyy
lttcnctgég
gggagtttgt
gctccnlccé
agtctttete
ccacacccat
gcttecctget
"tetttgcaca
tcaccaaggc

gtcagtatta

aaatgtacce

Ser Ieu Lys Gly

Lys Pro ‘S8er Thr

Ala-ger-Ile-GIn

-

Leu Leu Lys Glu

5
2554
DRA

Thr Ala Phe Ser

Asn Ala Ser Ser

Val Gln Asp Gly

570

Ser His Ser Gly

60C

Homo sapiens

L]

ceggagtcte
gcteogeggac
ccagggcatc
ctattccgge
gcecageeeo
caatgecacc
tltcccéagt
caacgtgagce
gggaaccaga
caggaggaag
acacttcacc
cttgggecat
actgeggetc

gcoctcggta

ttgctceggt
¢caggggege
tgtgtecget
cconactges
tettteacee
ttcatccgag
cccccocaccet
tattacacte
gggasgaage
ttecatacctg
caccagttct
ggggtagace
tttaaggatg

gaagaggcgc

Arg Ser Thr-@Glu

tettgetgtt’

ccacgcecagt
teggeoettga
ccatececctgg
acttectget
agatgctcat
acaactcage
gtattetgee
agttgccaga
nccccc;agg
tcaaaacttc
tegyccacat
ggaaactcaa

ctgtgttgat

Phe @GIy-Glu Thr Met Val Glu
508

510

Leu Met Gly Asn Pro Ile Cys

Phe Gly Gly Glu val Gly Phe

540

Ser-Leu-Ile Cya~Asn ‘Asti Val

Gln Leu Thr
Leu Asp Asp
590

Leu

cetgetoctyg
gaatccctgﬁ
ccgctaccag
cetgtggace
cactcacggg
gcgoctggta
acatgactac
eﬁ?tgtgcet
tgccecagete
caccaacctc
tggcdagatg
tEitggagnc
gtacclgggg

gcactaccee,

Met Qly

Ser Pro

Lys Ile

Lys 'GQly

Lys Thr -

575

Ile Asn

étcccgcegc
tgttactatc
tgtgactgca
tdgctoogge
cdbt;gttct
ctcacagtgce
atcagcfggg
asagattgcce
ctggccecgee
atgtttgect
ggtcctgget
aatctggagc

ctggatggay

cgaggcateec

60
120
180

140

360
420
480
540
600
660
720
780

840



cgccccagag ccagatggct

tgtatgceac getctggeta

accccacctg gggcgatgag

ccatcaagat

aatttgaccc

agttcaacca
aggagtacag
aggccctggt
tggaccacca
tgcagccctt
agetcgtagg
cgttggagtt
agagtatgat
‘gttcteccgga
agacggocac
tecgtgtgec
tetgagggge
gctgaggeca
gggttgacat
tetteccagaa
gtctgccaga
gtaacacagt
tcttattttg
tggctgatga
atgtggattt
ccaacaagaa
tettettggy

attcacgecca

tgtcatcgag

agagctgctg

tetctaccac
ctacgagcagy
ggatgcctte
ca?cctgcat
caatgagtac
agagaaggag
ctaccctgga
agagattgga
gtactggaag
actgaagaag
ggatgccagt
aggaaagcag
gggctgatag
ttagaacttt
tg&tglactc
atactgggtt
cattctagga
cdttccnénu
tccagmacag
gattcatttt
_tgcattccct
acccccacta

ttggttggaa

gtgggccagg aggtgtttgg getgcttect

cgtgagcaca accgtgtgtg tgacctgetg

cagcttttoce agacgacceg cocteatcecte

gagtacgtge agcagctgag tggetatttce

tteggtgtce agttccaata cegecaaccge

A A e —— —— el ¢ &bl ———

tggcacceoce
ttctigtica

tctogecaga

'gtggetgtgg

cgcaagaggt
atggcagcag
ctgcttcttg
gcteectttt
ccglgc;ént
etggtetgece
caggatgatg
cattctagag
tcttaaatgc
aagtctcace
cttgttagee
cttagttgac
tatggagcta
tcttgacttt
tggctcgtat
cctgtteagt
gaatctgtgce
agaccctggt

gctaccagag

tecatgecctga
acacctccat
ttgctgéecg
atgtcatcag
ttggcatgan
agttggagga
aaaagtgcca
cccteanggy
ttggcggega
tcaacaccea
ggccoctgetgt
gggagibptt
teattttotg
cattaktctgg
cttcagattg
aacctagaat
ctgatgaaat
ctgattggtg
cegnlatctg
gagatatcat

ctgcactgag

cteccttcaag
gLngtggnc
gatcggtggyg
ggagtctogy
accctacacc
attétntgga
tccllaétct
tctcctaggg
ggtgggcttt
gacctgtcece
ggagcgacca
tgtgcttgte
gtttggcatg
aatattgtga
téaggngtgg
gtcagattte
ctgctagaaa
attcaaagtg
tcagcatetg
agagacggag

agggcaagga

ctgaggatgt agagagsasaca

ctctatcocec atccaggtct

gggeteatge
aaggctgage
ataggggaga

ctgeagetga

attgccatgg

gtgggctece
tatggggttg
ggcaggaaca
gagatgcgge
tccttocagg

gacattigatg

atctttggqgg

aatccecatct
ascattgtca
tacgtttect
tccacagage
attccagagt
gtgagtgttg
ttctgtttat
ttectecatttg
tggttgattt
gttagggogt
ttgtgttcce
gctgtotaga
atcctaaqggt
agtggggtgt
ggtgggctgt

tgactcatgg

900

960
inao
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460

2520



cagotgtttc tcatgaagct aataamaattc gece | 2554

<210>» . 6 . .

<21l> 608

212> PRT .

<213> ‘Homo sapiens

<223>- unsure at all Xaa locations
<400> 6

P R e —— — — —— - — whrem e mrvm = o= saa ' - . EE & e r —— ey e ————

Met 8er Arg Xaa Ser Xas Xaa Xas Xaa Xaa Xas Leu Leu Leu Arg Phe
1 . 5 ! 10 15

Leu Isu Phe Leu Leu Leu ﬂeu Pro Pro Leu Pro Val Leu Leu Ala Asp
20 - 25 30
Pro Gly Ala Pro Thr Xaa Xaa Pro Val Asn Pro Cys Cys Tyr Tyxr Pro
s oL 40 - 45
Cys GIn His Gla Gly Ile Cys Val Arg Phe Gly Leu Asp Arg"Tyr Gln
50 55 60

Cys Asp Cys Thr Arg Thr Gly Tyr Ser Gly Pro Asn Cys Thr Ile Pro
65 S0 75 8o

Gly Leu Trp Thr Trp Leu Axrg Asn Ser Leu Arg Pro Ser Pro Ber Phe
as 50 95

Thr His Phe Leu Leu Thr His Gly Arg Trp Phe Trp Glu Phe Val Asn
100 1405. 110

Ala Thr Phe Ile Arg Glu Met Arg Met Arg Leu Val Leu Thr Val Arg
115 _ . 120 125

Ber Asn Leu Ile Pro Ser: Pro Pro Thr Tyr Asn Ser Ala His.Asp Tyr
130 135 140

Ile Ser Trp Glu Her Phe Ser Asn val Ser Tyr Tyr Thr Arg Ils Leu
145 . 150 155 160

Pro Ser Val Pro Lys Asp Cys Pro Thr Pro Met Gly Thr Lys dly Lifs
. 165 ) 170 ) . 175

Lys Gln Leu Pro Asp Ala Gln Leu Leu Ala Arg Arg FPhe Leu Leu Arg
180 185 190

Arg Lys Phe Ile Pro Asp Pro Gln Gly Thr Asn Leu Met' Phe Ala Phe’
198 200 o 205

Phe Ala Gln His Phe Thr His. Gln Phe Phe Lys Thr Ser Gly Lya Met
. 210 215 "~ 220

Gly Pro Gly Phe Thr Lys Ala Leu Gly His Gly Val Asp Leu Gly His
225 . 230 235 . 240

Ile Tyr Gly Asp Asn Leu Glu Arg Glu Tyr Gln Leu Arg Leu Phe Lys



Amp Qly

Ber

Pro

—— e = e ——

oly
305
Cy®s
Phe
Ila
Phe
Ile
kY 1
Asp
Phe
Ala
Asp
Glu
465
Lys
Ala

Pro

Ser

val

Gln

Leu

Asp

Gln

Glu

Asp

370

Ala

Ber

Asn

Pha

His

450

Met

Pro

Qlu

Qly

Meat

530

Pro

Lys

Glu

445

Leu Lys Tyr
260

Glu Ala Pro

275 ,

Ser
Met
Leu
Thr
Glu
a55
Pro

Met

Phe

Ber
435
His
Arg
Tyr
Leu
Leu
515

Ile

Ile

Gln Met Als

oy —— — ——— —

Leu Tyr Ala
ilo

Leu Lys Ala
325

Thr Arg Le
340 ’

iy: Val Gln

Glu Leu Leu
Qlu Phe Asn
= 350

Lys Val Gly
405

Ser ﬁet L.eu
420

Arg Gln Ile

_iie Leu His

Leu @Gln..Pro
470

Thr Ser Phe
485

Glu Glu Lau
500
Leu Leu Glu

Qlu Ile Qly

Cys Ser Pro

-Gln

Ala’

@Gln Val

Val Leu

280
Val
295

aly

Thr

Leu

Glu His

Ile Leu
3160

Phe
ars

Gly
His Leu
Ber Gln

Val Asp

255

Leu Asp Gly Glu Met Tyr Pro

265

Met His Tyr

Gln Glu Vval

Trp Leu Aryg
315

Pro Thr
o’

Trp

Ile Gly
345

Qlu
Ser Gly Tyr
Val Gln Phe

Tyr His

e

395

Glu Tyr Ber

4110
Tyr Gly Val

445

oy
440

val Ala
455

fhe Asn

@ln Glv
Tyr Gly

Cys
520

Lys

Ala Pro
535

Glu Tyr

Arg Ile Gly

Val Asp Val

Glu
475

Val
450

Leu Qly

Asp Ile

Asp

His Pro Asn

Phe Ser Leu

Trp Lys Pro

Gly Asp

Pro Arg
285

Phe Gly
300

Glu His

Thr Ile
FPhe. Lau
365

Gln Tfr
380

Hie Pro
Tyr Glu
Glu Ala

Gly Gly
445

Ile Arg
460

Lys Arg
alu Lys
Ala Leu

S5er Ile
515

Lys Gly
540

Ser Thr

270

aly Ile

Leu Leu

Asn Arg

‘Glu Qln

33s

Lys Ile
a50

Gln leu
Arg Asn
Leu Mat
Glo Phe

418

Leu ﬁnl
430

Arg Asn
Glu Ser

Phe Gly

Glu Met
4595

‘Glu Phe

510

Phe Qly

Leu Leu

Phe Gly

Pro

Pro -

Pro
Val
3a¢
Leu

Val

Lys

Pro
400
Leu

Asp

Met

th
480

Ala

Tyr

Glu

Gly

Gly

P



545

Glu Val Gly Phe Asn Ile Val Lys Thr Ala Thr Leu Lys Lys Leu Val

L]

565

580

570

575

‘Cys Leu Asan Thr Lys Thr Cya Pro Tyr Val Ser Phe Axg Val Pro Amp
585

Ala Ser Gln Asp Asp Gly Pro Ala Val Glu Arg Pro Ser Thr Glu Leu

<210>

<321l>

<212>

<313>

<400>

gtccaggeac
aagcctaccc
gtgcgecggtc
ccgaggtgta
attctatgga
acccactcca
gaataacatt
tttgattgac
ctctaacctc
cttgggtgte
tctaagasga
ccagcacttc
cgggctggyc
taaactgcge
tcctccocaca

tctacggttt

cacaatctgyg

atggggtgat

gattgtgatt

7
3387
DRA

Homo saplens

7

tcecteageag
ccgcgccgc;
ctggcgcectca
tgtatgagtg
gaaaactgct
aacacagtgc
cccttectte
agtccaccaa
tcctattata
asaggtaasa
aagttcatcc
acgcatceagt
catggggtgg
cttttcaagyg
gtcaaagata
gotgtgggge
ctgagggaaé
gagcagttgt

gaagattatg

egectectte
ccectgeceege
gcecatacage
tgggatttga
caacaccgga
actacatact
gaaatgcaat
cttacaatgc
ctagagcect
lgeagétécc
ctgntcccci
ttttcaagac
;cttngltcn
ltggaaannL
ctcaggcaga
aggaggtctt
acaacagagt
tccagacaag

tgcaacactt

agctccacay
egctgcéutg
aaatccttgce
ccagtataag
atttttgaca
tacccactte
tatgagttat
tgactatggc
tectooctgtg
Egattcaaat
gggctcaaac
agatcataag
tatttacggt
gaaatatcag
gatgatctac
tggtetggty
atgcgatgtg
caggctaata

gagtggctat

- ———— . —

ccagacgccc
ctcgecegeg
tgtteccacc
tgcgattgta
agaataaaat
aagggatttt
gtgttgacat
tacasaagct
cctgatgatt
gagattgtgg
atgatgtétg
cgagggccag
gaaactctgg
ataattgatg
cctectcaag
cctggtctga
cttaaacagg
ctgataggag

cacttcaaac

am— . © maime oo

tcagacageca

é¢cctgectget
catgtcaaaa
cccggacagy
tqtftctgan
ggaacgttgt
ccigltclca
gggaagcctt
geeccgactec
gllafttgct
cattctttge
ctttcaccaa
etlg;tlgcg
gagagatgta
tccctgagea
tgatgtatge
agcatcetga
agactattaa

tgaaatttga

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
B40
900
960

1020

1080

1140
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o

ttasacttt:

tttgctatga

tttetgttgt

ataaaatacc

aagccaattc

tgaagcaaac
ggttaatgaa
acagtttdat
tcttcaaaat

agtaggtgca

ttttttttag
gtaccaagct
ttagcagtcce
gcttaaattce

ttggaatcaa

tttettettt
ttttgtttta
tacctgaact
ttaagaagat
<210>
<211l>
<213>
<213>

<400>

Met
1
Thr

Ala Asn

Met Vval

Ber

FPhe aly

Leu
65

Phe Leu

Phe

Lys Gly

Ala Ile Met

Thr
115

Pro Pro

Asn
130

Ser Leu

Pro

Cys
145

tagcecatttt
ctagttttaa
tttgceagtt
taaaaazaaa
]

604
PRT.

gctaagagac
gatcagagtt
ttcaggtaaa

Homo sapiens

Leu Ala Arg Ala Leu Leu

Pro
20

Cys
Gly Pha
Glu Asn

Lys Pro

Cys Qer
Asp Gln
Cyn Ber

Thr Pro

Leu

Him

40

Thr
58S

han

70

Trp
1]

Phe

Ser Tyr
100

Tyr Asn

Ser Tyr Tyr Thr

Pro Leu Gly Val

Asn val
Val . Leu

Ala Asi

val

Thr

yr
120

135

150

Pro
Lys
Pro

Thr

Set
108

Qly Tyr

ccttgtgeac tgcagacctg

gtgcttgaat aacgatatgt

atatcacatt gcasaagtag

gtactcagat
tttctcagat

caatgacctce

atttcacaca ttaattttat ctcagtettg

gcctggetac ctgeatgctg

—

acagtettct canacactte

cactttcttt ggactctgec

cctcagctca ggactgetat

Ala
10

Cys
25

alu

val

Asn’ Asn

50

Arg Ala Léu

Lys Gly Lys

Arg

Val

Gln

 Asp

Phe

His

75

Ile
Ber
Lys
Pro

Lys
155

Lau
Asn

Cys

Leu
690

Tyr

Pro
Hil
8er
Pro

140

Gln

Ala Leau

Arg Gly

Thr Arg

Thr Arg
Ile Leu
Phe Leu
Leu Ile

110

Trp Glu

125

Val Pra

Leu Pro

30

ttecttttct

gtttcteeta
tatattttct

ttagctecte

Ser His

15

Val Cys

Thr GQly

Ile Lys

Thr His

ao
Arg Asn
95

Asp Ber

Ala Phe
Asp Asp

Asp Ser
160

‘2940

3000
3060
3120
ne
3246
33o0
3360

3387



Asn
Pro
Hie
Qly
Ala
225
Gln

Ala

Val

alu
a0s
Ile

Elas

Phe

. nsp
ias
Ala
Val

Phe

Qlu Ile val

Gln Qly Ber
180

Gln Phe Phe
195

Leu diy His

Arg Gln Arg

Ile Ile Amp

Glu Met Ile

2860
Gly Gin
a7s

Glu

Ile
290

Leu

His Pro Glu

Leu Ile Gly

Lau Ser

oly
340

Asn Lys Gln

Leu
370

Tyr RHis

Qln Lys T&r

Glu His Gly

Val
420

Gly Arg

aln
435

Ber Ala

Asn Glu
450

Alu

165

Asn
Lys
Gly
Lys
Gly
245

Tyr

val

Glu
115
Phe
Trp
Asn
Ile
405

Ala

Tyr Arg Lys

His

Thr

Qaly

Lys Leu Leu
Mat Met Phe
Thr Asp His

Val Asp Leu

230 225 —- .

Leu Arg Leu

43¢ :

Glu Met Tyr

Pro

Phe Gly Leu

4840
His

Qlu
: 295

Asn

T

Gly Asp Glu

310
Thr

Ile Lys

Phe Lys

Gln Gln

aso
His

Pro Leu

i7s
Gln

Tyr @Gln

350

Gln Phe

Gly

Ile Qln

440

Asp

Arg Phe
455

Gln’

Leu

Ala
185

Lyns

Pro
val
265

val

aln

Ile

330 -

345

Amn
Leu
Phe
val
Asn
425

Ser

Met

170

Phe

it

Pro

250°

Pro

Pro

val

Leu

Val

Lys

Pro

Ile

Glu

410

Val

Leu

Arg

aly
Ile
ABp
235
Thr
Glu
aly
Cys
Phe
31§

Ile

Phe

Ile

Asp
395
Ser
Pro

Gln

Lys

Lys

Ala

Pro

Phe

Gln

Ala
205

Tyr Gly

Gly
Val
His
Len
Asp
300
@Gln
Glu
Asp
Ala
Thr
380°
Asn
Pha
Pro

Mat

Pro
460

Lya

Lys

Leu

Met

Val

Thr

Asp

Pro

Ala

ies

Phe

Aan

Thr

Ala

Lys
445

Tyr

»

Ile Pro Aep

175

His
190

Phe Thr

Phe Thr Asn

Glu Thr Leu

Met Lys Tyx

240

Thr
255

ABp Gln

Arg Phe Ala

270

Met Tyr Ala

Leu Lys Gln

Ser Arg Leu

320

Val
3385

Tyr qQln

Glu
350

Leu Leu

Glu Phe Asn

Gln Ile His

Leéu
400

Ser Ile

Gln
415

Arg

val
430

Gln Lys

Tyr Gla Ser

.@lu Sar Phe

Ile’

¥



Glu
465

Glu

aly

Pro

Pro

Ala Tyr

530

Ile
545

Asn
Pro

Cys

Val

?

Pro

<210>
<211>
<212>
<213>»
<400>

Met Leu
1

Ala Ala
Met Ser
Phe Tyr

50

Leu Leu
65

Fhe Lys

Leu Thr

Pro Pro

‘Phe Arg

Ley Thr Gly Glu Lys

470

Asp Ile Asp Ala
485

Arg Pro Asp Ala
500

Phe BSer Leu Lys

Trp Lys Pro Ser

Thr Ala Ber Ile

Phe Thr Ser
565

Phe

Ile ABn Ala
580

8er
Vil Leu Leu Lys
595

9

604

PRT

Mus musculug

' 9

Ala Vval
Asn Pro
20

Cye Cys

Thr
as

Gly Phe Asp

Gly Glu Asn Cys

Leu Thy

70

Lys Pro

Vval Trp Asn

Qly
. a5

Lys Val

Met
. 100

Thr Tyr Asn Val

Val

Ile

aly
Bl5 - — e -

Thr
535

Gln
Sar

Ser

Glu

Ser.

Gln

85

Pro

Ile

Leu

Him

Glu Met
Glu Leu
Phe Gly

Leu Met

Phe dly
Ber Leu

Vval Prxo
Ser Arg
585

Ar§ Ber
‘Goq

Leu Cys

Asn Pro
i a5

Tyxr Lys
40

Thx Pro
Asn Thr

Val Asn

ihr Bex
105

Tyr 6ly

‘Val

Ser Ala Glu Leu
475 '

Tyr Pro Ala Leu
490

Glu Thr Met Vval

Gly Asn Val Ila

o — ——d—

Gly Glu Val
540

aly

Ile Cys Asn Asn

555
Asp Pro Glu
570

Leau

Ber Gly Leu Asp

Thr Glu Leu

Ala
10

Ala Leu Gly

Gln Asn

Cys Arg

Thr
45

Cys Asp- Cys

Glu Phe Lau Thr
€0
His Tyr.

75

Ile

Asn Ila-Pro Phe

Ber Tyr Lau

Lys Ser Trp

~525 -

Glu Ala Leu
480

Leu Vval Glu
495

Glu Val aly
510

Cys Bar Pro

Phe Gln Ile
Val Lys Gly
560

Ile Lys Thr
575

Asp Ile ABn
590

Leu 8er Gln
15

GQly Glu Cya
30

Arg Thr Gly

Arg Ile Lys

Leu Thr Ris
8o

Leu Arg Ser
95 -

Ile Asp Ber

110

Glu hla Phe



115

Bar Asn Leu

130
Cys Pro Thr
145

Lys Glu Val

Pro Gln Gly.
180

His Gln Phe
195

Phe

Qly Leu Gly His
410

Asp Arg Gln His
225

@ln val Ile

Val Glu Met Ile

460
Val Gly Gln Glu
275

Ile Trp Leu
290

Qlu-His Pro Glu
305

Ile Leu Ile éiy

His Leu Ser Gly

340

Phe Asn Gln Gln
355

Thr Leu Tyr Hies
i7o

Asp Gln Glu Tyr
385 '

Leu Glu His Gly

Ala Gly Arg Val

165

Lys
aly

Lys

Gly GQly

Tyr

Val

Arg

Trp

Glu

Ber Tyr Tyr
Pro Met Gly
150,

Leu Glu Lys

- ey wmd mE—.

Ser Asn Met

Thr

Val

Léu
230

Gluw

Pro
FPhe
Glu
Gly

310

Thr

325

Tyx

Ber

405

Ala

Eis

Gln
His
Phe
390

Tar

aly

120

Thr Arg
135

Val Lys

Val Leu

Met Phe
Asp Hisg
200

Asp
215

Leu

Leu

Arg

val -Tyr

Pro His
Gly Leu

Hie. Asn
295

Asp Glu
Ile Lys

Pl.le Lys

Tyr Gln
360

Pro Leu
378

Lys Gln

Gln Phe

Gly Arg

Ala
aly
Leu
Ala
185
Lys
Asn
Phe
Pro
Ile
265

val

Gln
Ile
Leﬁ

345

Asn

Leu’

Phe

Val

Asn

Leu

Asn

170

Phe

Ris

Lys

Pro

a50

Pro

Val

Leu

Val

330

Lys

Lau

Glu
410

val

125

Pro Pro Val Ala
140

Lys Glu Leu Pro
155

-

Arg Glu Phe Ile

Phe Ala Gln His
150

Gly Pro Gly Phe
205

Ile Tyr Gly Glu

229

Asp Gly. Lys Leu
235

Thr Val Lys Asp

Glu Asn Leu Gln
270

Gly Leu Met
285

Met

Cys Asp Ile Leu

300

Phe Gln Thr
315

Ber
Ile Clu Asp Tyr

Phe An'p Pro Glu

350
Ile Ala Ser Glu
368

Asp Thr Phe Asn
3so

Tyr A=u. Asn Ser
385

Ber Phe Thr Arg

Asp

Asp

Pro

Aep

Ber
160

Asp

175

Phe
Thr
Thr
Lys
Thr

Phe

Lys
Arg
val
338

Leu

Phe

J1le

Ile

Gln
415

Thr
Arg
Leu

Tyr
a40

Qln -

Ala
Ala
Gln
Leu
3a0

aln

Leu

Asn

Qlu’

Leu
400

Ile

Pro Ile Ala Val Gln Ala



420

Val Ala Lys Ala
435

Leu Asn Glu Tyr
450

- Glu Glu Leu Thr

465

Tyr ‘Ser Aap Ile

Lys Pro Arg Pro

Ala Pro Phe Ber
515

Gin Tyr Trp Lys
830

" Ile Asn Thr Ala

545

Cys Pro Phe Thr

Ala Thr Ile Aan
580

Pro Thr Val Leu

10
604
FRT

<210>
<211>
<212>
<2111>»

<400> 10

Ber

Leu
Pro
Ser
Ber
565

Ala

Ile

Ile Asp Gln
440

Phe

Glu Lys Glu

BSer

Ser

Met

Arg

Leu

Ala

Glu Met
Lys Pro
460

Ala Qlu
47s

Val Met Glu

Pha

Leu

Gly

505

520

Bér Thr Phe
535

Ile Gln Ser
550

Phe Asn Val

Ssxr Ala Ber

Lys Arg Arg
600

Rattus nctveglcus

Met Leﬁ Phe Arg Ala Val Leu Leu

Ala Ala Asn Pro Cys cyh Ser Aan

ao

Met Ser Ile Gly Phe Asp Gln Tyr

Phe Tyr dly Glu Asn Cyi Thr Thr

50

.Leu Leu Leu Lys Pro Thr Pro Asn

70

Met

Qly

Leu

Gln

His
585

Ber

Cys
Pro
as

Lys

Pro

450

G}u
Gly
Gly
Ile
Asp
570

Ber

Ala

Cys

Glu

Thr Vval

‘Pro pla

Thr Met
Aen Pro
alu val

540
Cye Asn
5585
Pro Gln

Arg Le;

Glu Leﬁ

Ala Lon
Gln Asn

Asp Cys

430

L&a Tyr Gln
445

Tyr Thr Ser

Leu Lys Ala

Leu Leu Val
495

Val Glu Leu
510

Ile Cys Ber
525

Gly Phe Lys

Asn Val Lys

Pro Thr Lys
575

Asp ABp Ile
590

Ala Leu Ser
15

Arg GQly Glu
© 30
Thr ‘Arg Thr
45

Ser
Phe

Leu
480

Glu
aQly
Pro
Ile

aly
560

Asn

His

Cys

Gly

Ile Leu Thr Arg Ile Lys

HRis Tyr Ile Leu. Thr His

75



Phe Lys Gly Val Trp Asn

Ser Ile Met Arg Tyr Val

Cys
145
Lys
Pro
Bis
Gly
Asp
235
Gln

Val

Val

Glu
305
Ile

Him

Phe

130

Pro

Glu

Gln

Gln

Lau

210

Arg

val

Asp

Gly

Ile

His

Leu

Leu

Asn

Lau
370

115

100

Thr Pro Met

Val

aly

Phe

195

Gly

Gln

Ilma

Met

Gln
275

TIp

Pro

Ila

Ber

Gln
ass

Leu
Thr
180
Phe
Hip
His
Gly
Ile
260
Glu
Leu
Glu
Gly
Oly

340

aln

Glu:

Asn
Lys
Gly
Lys
Gly

245

Tyx

Vel

Arg

Trp

Glu
3as

Tyx

Phe

Pro Pro Thr Tyr Asn Val

= Ser- Asn "Leu-8er Tyr "Tyr"

Gly
150

Lys
Met
Thr
Val
Leu

230

Glu

Pro

Phe

Glu

Amp

310

Thr

Hip

Gln

Tyr His Trp Hias

Ile Val Asn Asn Ile Pro Phe Leu Arg Asa

Leu Thr S8er Arg Ser Kis Leu [le

105

110

His Tyr Gly Tyr Lys Ser Trp Glu

120

125

T Arg Ala Leu Pro Prd Val Ala

135

Val
Val
Met
Asp
Asp

al1s

Arg
Val
Pro
Gly
Hie
2595
Aap
Ile
Phe

Tyr

Pro
378

Lys

Leu

Gln
200
Leu

Leu

Eis

Lau

Asn

Glu

Lys

Lys

Gln
3éo

Leu

140

Gly Asn Lys Glu Leu Pro

155

Leu Arg Arg
170

Ala Phe Phe
185 '

nyq Arg Gly
Asn His Val
Phe Oln Asp

235

Pro Pro Thr
450 .

Vval Pro Glu
265

Vil Fro Oly

Arg Val Cys

Arg Leu Phe
315

Ile Val Ile
330

Leu Lys Phe
345

Asn Arg Ile

Leu Pro Aasp

Glu

Ala

Pro

aly

Val

Hia

Leu
ASp
300
Gln
Glu
Asp

Ala

Thr
] .10]

Phe Ile
Gln His
190

Gly Phe
205

Gly Glu

Lys Leu

Lye Asp

Leu Arg
270

Met Met
285
Ile Leu

Thr Ser

ABp Tyr

Pro Glu-

50

Ser Glu
365

Phe Asn

95

Asp

Ala

‘Abp

Asp
Pro
175
Phe
Thr
Thr
Lys
Thr

Phe

Lys

Val
335

Leu

Ile

Bex

Pha

‘Asp

Ber
160
Asp

Thr

240

Gln

Ala

G}n

Leu
320

Gln

Leu
Asn

Glu




aas

Leu Glu Bis Gly Leu

Asp Gln Glu Tyr Thr

405

Ala Gly Arg Val Ala

—~Vail- Ala--Lys—Ala- fer-

Leu Asn
450

Glu Glu
465

Tyr His

Lys Pro

Ala Pro
Gln Tyr
530

Ile ABn
545

Cys Pro

Ala Thr.

E

<210>
<d1l>
<312>
<211>»

<400>

Mst Lesu Ala Arg Ala Leu Leu Leu Cys Ala Ala Leu Ala Leu Gly Gln

1

Ala Ala Asn Pro Cys Cys Ber Asn Pro.b§l Gln Asn Arg Gly Glu Cys

420

435

Glu Tyr

Leu Thr

Asp Ile
Axrg Pro
500

Phe Ber
515

Trp Lys
Thr Ala
ﬁhe Ala

Ile Asn
580

val Leu
585

11
604
PRT

Arg
aly
Asp
485

Asp

Leu

Ser
Ber
565

Ala

Ile

Phe Lys Gln Phe Leu Tyr Asn Asn

Ala His Phe Vval

Gly Gly Arg

Ile Asp-Gin-Jer -Arg-Glu—Met—liys-

440

Lys Arg Phe Ber

@lu
470
Ala
Ala
Lys

Ber

Ile
550

Phe

Ber

Lys

455
Lys
Mat
Ile
aly
Thr
535
Gln

Asn

Ala

Arg

Cavia porcéilul

11

Glu Met
Glu Leu

Phe Gly
505

Leu Met
520

Phe dly
Bar Leu

Val Gln

Ber His
113

Arg Ber
600

ass

Glu Ser Phe Thr

410

Leu 1ys

Ala Ala
475

Tyr Pro
490

Glu Thf
Gly Asn
Gly Glu
Ile Cys

Asp Pro
570

Ber Arg

Thr Glu

1o

Pro
460
filu

Alas

Met

Val

Asn Val Pro Ile Ala

445

TYyr
Leu
Leu
Val
Ile

Qly

Aan

Gln

Leu

Leu

Aan

Pro

Asp

Ber

Arg

vVal
430

Tyr
Thr
Lys
Leu
Glu
510
Cysa
Phe
Yal
Thr

Asp

Ile Leu
400

Gln Ile
415

@ln Ala
Qln—Ser
éar Phe
Ala Leu

Val GQlu
495

R

Leu Gly

Ser Pro

Arg Ile

Lys Gly
560

Lys Thr
575

Ile Asn

15

N



Leu

Leu

Phe

Ber

Tyx
50

Leu

Val
a5

Qly

Leu

Lys Gly

aly

Glu

Lys

Val

Phe Asp Arg Tyr Lya Cys

40

Asn Cys Thr Thr Pro Glu

Pro Thr Pro Asn Thr val

Ala
Pro
Ber
Cyn
145
Pro

His

.Gly

Amp
225

Gln

Val

val

Glu
3gs

Ile

Ile

Pro

Aan

130

Pro

Glu

dln
Gln
Leu
210
Arg
Ile
Glu
dly
Ile
290
His

Leu

Mat
Thr
115

Leu

val

aly

Fhe

195

Ala

Gln

Ile

Met

aln

a7s

Pro

Ile

Ile
100

Tyr

Ser

Pro

Len

180

Phe

Hie

His

Asp

Met

260

Glu

Leu

Glu

aly

70

Txp Asn Ile Val Asn Asn

.d.-s-. A e — S W

Tyr Val Leu Thr Ser

AsSn
Tyr
Mat
alu
165
Asn
Lys
aly
Lys
Gly
245
TYX
val

Arg

Trp

Glu

335

Ala His Tyr
120

Tyr Thr Arg
135

Gly val
150

Lys

Lys Val Leu

Met Met Phe

Ser Asp Gln

200

Val Asp
215

Leu Arg Leu

21¢

Glu Met Tyr

Pro Pro Tyr

FPhe Gly Leu

Glu Hie
295

Asn

Asp Asp Glu

310

Thr Ile Lys

Lreu

105

aly

Ala

aly

Leu
Ala
185
Lys
Sex
Phe
Pro
Ile

265

Val

1\_1'9

Arg

Ile

Asp

Phe

.Hies

75

Ile

Cys

Leu
80

Thr
45

Arg

Thr Arg Ile

Ile Leu Thr

Phe Leu

90

Arg
Tyr
Leu
.I;y-
Arg

170

Phe

Arg

His
Lys
Pro
a50
Pro
Pro
Val
Leu

val
330

Ber
Lys
Pro
Lys

155

Arg
Fhe
aly
Ile
Asp
435

Thr

Glu

aly

Phe
315

Ile

fer

Pro
140

gin

Lys
Ala
Pro
TYr
220
aly
Val
Hia

Leu

Asp
300

Gln

dlu

Ile
110

Leu ABp

Trp Glu Ala
125 )

Val Ala Asp

Leu Pro Asp

Phe Ile Pro

178
Hin
190

Gln Phe

Ala Phe Thr
205 L

G_ly Glu Thr

Lys Met Lys

Glu Thr
255

Lys

Ala Arg Phe

270

Met
285.

Met Tyr
Val Leu Lys

Thr 8Ser Axg

Asp Tyr Val
aas

Gly
Lys
His

80
Asn
Ber
Phe
Asp
Ser
160
Asp
Thy
Thr
Leu
240
aln
Ala
Ala
dln
Leu

. 320

Gln

133



Him

Phe

App

Leu

Asn

Leu

370

Gln

Ber

aln
is55

Val

aly Tyr His

340

dln Phe Gln

His Trp His

Tyx Asn Phe

Phe
Tyr
Pro

ars

Qln

Lys
@ln
360

Lau

Gln

Leu
345
Asn

Leu

Phe

Lya Phe

Arg Ile

Pro Asp

Leu Tyr

Asp
Ala

igo

Amn

Pro

Ber
365

Phe

Glu
350
alu

Gln

Ber

Leu
Phe
Ile

Ile

-——385

vdl

val
Leu
Qlu
465
Lys
Ala
-His
Val
545
Val

Pro

Qlu
Gly
Ala

Asn
450

G{P
Qly
Pro
Pro
Tyr
530

Asn

Pro

Thr

<210>
<21ll>»
<112>
<213>

His

Lys
435
Glu

Leu

Asp

Phe
515

Trp

val
Ile

Val
595

—390

Oly Lau Thr

405

val Ala Gly

420

Ala Bé; Ile

Tyr Arg Lys

Thr

Ile

Pro

Ser

Lys

Aa

Thr

AsSn

Leu

12

604
PRT
Oryctolagus cuniculus

aly

Asp
485

aQlu
470

Ala

Asp Ala

Lu;
Pro
Ber
Ala
565

Ala

Leu

Lys

Sexr
Ile
550
Phe
Ber

Lys

Gln
Gly
Glu

455
Lys
Met
Ile
Gly
fhr
538
Gln
Asn
Ala

aly

Phe
Arg
His
440
Pha
alu
alu
Phe
Leu
520
Phe
Ber

Leu

Ber

Arg
600

val

Aan

425

8er

Leu

Met

Leu

Gly

Met

Gly

Pro

Hin
585

Ber

395

Glu Sar
410

val Pro

Met ‘Lys

Ala Ala
475

Tyr Pro
490

Glu Thr
Qly Asn

dly Glu

Ile Cys
555

Asp Pro

570

Ser Arg

Thr Glu

Phe
Leu
Met
Pro
460
Gly
Alas
Mat
Pro
Val
540
Asn
Glo

Leu

Leu

Thr
Ala
Lya
445
Tyr
Leu
Leu
Val
Ile
525
Gly
Asn

Leu

dlu

Lys

Val
430

alu

Leu

Glu
510

Cye

Phe

Val

Ala

Gln
415
Gln
Gln
Hex
Ala
val
495
Met
Ber
agln
Lya
Lys

575

Leu

Leu

ABP

Leu

- ggp ——"

Ile

Ber
Pha
Leu
480
Glu
aly
Pro
Ile
Gly

Ser



<400>

Met

Ala

Met

Phe
Leny

&5
Phe
Ser
Pro

Ber

Cys
145
Lys
Pro
Hie
aly
Asp
225
aln

val

_ Val

I..e_u
Ala
Thx

Tyx
50

Leu

Ile
Pro
Asn
130
Pro
Asp
Gln
Gln
Leu
210
val
Glu

Qly

Ile

132

Ala Arg

Ala Leu Leu Leu Cys

Asn Pro Cys Cys Ser Asn Pro

Met QGly
as

Gly Glu
Leu Lys
aGly Vval

Met Lys
100

Thr Tyx
115

Leu Ser

Yal Val
Gly Thr
180

Phe Phe
195

Gly Hia
Gln His
Ile Asp

Met Ile
260

Gln Qlu
275

Trp Leu

45

Phe Asp Gln Tyr Lys

Asn Cys Ser Thr !ro

Pro Thr

70

Trp Asn

Tyr val

Asn Val

Tyx

Met
Glu
165
Asn
Lys
Gly

Lys

Gly
245

Tyr

Vval

Arg

Tyr
Gly
150
Lys
Meat
Thr
Val
Leu

230

Glu

Phe

Glu

Pro
Ile
Leu
Hi_.l
The
135
Val
Leu
Met
Asp
Amp
215
val
Pro

Gly

His

Asp Thr
Val Asn

Thr Ber
105

120

Arg Ala
Lys Gly
Leu Leu
Phe Ala

185

Leu Lys
200

Leu Asn
L.ev Phe
Tyr Pro

His Ile

265
Leu Val
zqo

Asn Arg

Ala
10

Cys

Cys

Glu

val

Ber

Tyr

Lys

170

Phe

Arg

Hip

Lys

‘Pro

a50

Prp

Pro

val

Ala Val Ala Leu Ser

15

Gln Asn Arg Giy Val

Asp Cys Thr
45

30

Arg

Phe Leu Thr
60

HEis Tyxr Ile
75

Ile Pro Phe
Sar l-iin.net

Lys Ber Trp
1325

Pro PPro Val
140

Lys Glu Leu
155

Phe Ala Gln

Gly Pro Ala
3205

Ile Tyr Gly
220

Asp Gly Lys
235

Thr Val Lys
Ala His Leu
Gly Leu Met

Cys Asp Val

Arg

Leu
Leu
Ile
110
dlu
Ala
Pro
Ils
His
190
Phe
Glu
Met
Asp
Aln

270

Met

Leu

Thr
e
Thr

95
Asp
Ala
Asp
Asp
Pro

175

Phe

Thr
Lys
Thr

.Phe

Lys

His
Cyn
Aly
Lys
His

80
Asn
Ber
Phe
Asp
Ser
160
Asp

Thr

Lys

440

Qln
Ala
Ala

Gln

/



Glu
305

Ile

His

490

Hie

Leu

Pro

Ila

_Ber

Glu

Gly

Gly
340

Trp Asp
310

Glu Thr
325

Tyr His

- Phe

As=p
385

Leu

alu
465

Arg

Asn

Val

val

Pro

Asn
370
Gln
alu
aly
Ala
Asn
450
Glu
aly
Pro
Pro
530
Asn

Pro

Thr

Gln
ass

Tyr
Gln

Ris

Lys
435
Glu

Leu

Asp

Phe
515

Trp
Thr
Phe

Ile

Val

Gln

His

Tyr

Qly

Val

Ala

Tyr

Ile

Pro
500

Ser

Lys

Ala

Asn
580

Leu

Asp
Ile

Phe

Glu Gln
Lys Ile

Lys Leun
345

Leu

Val
330

Lys

Phe Gln
Trp His
Asn Tyr

Leau Thr
405

Ala Gly
Ser Ile

Arg Lys
Gly Glu
470

ABp Ala
4185

Asp Ala
Leu Lya
Pro 8er
Ser Ile

Ser Phe
565

Ala Ser

Leu Lys

Pro
375
aln

Gln

aly

Arg
455
Lya
val
Ile
aly
5is
Gln
ASn
Ala

aly

Gln Asn
360

Leu Leu
Gln Phe
Phe val
Arg Asn

425

Gln Ber
440

Phe Leu

Qlu Met
Glu Leu

Phe Qly
505

Leu Met
520

Phe Qly

Ber Lau

Val Pro

Ser His
585

Arg Ser

Arg
Pro
Leu
alu
410
Val
Arg
Leu

Ala

Tyr
450
alu

aly

aly

‘Ile

ASp

Phe
315

Ile

Phe

TIle

ABp

395

Ber

Pro

Glan

Lys

Ala

475

Ber

Asn

Glu

Cys
555

570 _

Ser

Thr

Arg

alu

300

Gln

Glu

Asp

Ala

Thr

o

Asn

!ho.

PTro
Met
Pro

alu

Met
Pro
Val
E40
Asn

G}n

Leu

Thr
Asp
Pro
Ala
365
Phe
Asn
Thx
Ala
Lys
445
Leu

Lau

val

Ber

Tyx

Glu

Glu

Gln

Ser

Val
4130

Tyr

Qlu

Qlu

Glu

" 510

Ile
545
aly
Asn

Lau

Glu

Phe

‘Val

Asp
590

Arg Leu
320

val Gln
335

Lau Leu

Phe Asn

Ile Asp

Ile Leu
400

Gln Ile
415

Gln Lys

Gln Ber

Ber Phe

Ala Leu
400

val Glu
495 .
Met aly

Ber Pro

Lys Ile

Lys Gly

Lys Thr
575

Ile Asn

appe—



<210>
<211>
<312>»
<213>

<400>

- Met

1

Ala
Met
Phe
Leau

65
Phe
Ala

Pro

Ber

Cys
145
Lys
Pro
His
Gly
Asp
215

Gln

.Leu.Ala Arg-Ala

Ala-Asn

S8er Val
35

Tyr Gly
50

Phe Leu

Lys Gly

Val Met

Pro Thx
115

Asn Leu
130

Pro’ Thr
Qlu Ile
Gln dly
Gln Phe

195

Leun QGly
210

Arg Gln

Ile Ile

13
604
PRT

Equus caballus

13

Pro

20
aly
Glu
Lys

Val

Lys
100
Tyr
Ber
Pro
Val
Thr
180
Phe
His

His

Agn

Cys Cys
Fhe Asgp
Asn Cys

Pro Thr

70.

Trp Asn
85

Tyr Val

ABn Ala

Tyx Tyr

Met QAly
150

Glu Lys
165

Asu Met
Lys Thrx
ny ;;1
Lys Leu

230

Gly 4lu
245

-Leu -Lieu

‘Ber

Gln
Ber

55
Pro
Ile
Leu

Gln

Thx

135

Vh}
Fhe
Met
Asp
Asp
215

Arg

val

eu-

Asn

Pro
as

Gln

40 -

Asn
Val

val

120

Lys
Leu
Fha
Pro
200
Leu

Leu

Tyr

Pro
Thr
Asn
Ser
108
aly
Ala
Gly
Leu
Ala
185
Lys
BSer

Phe

Pro

10

Cys

Cye

Glu

Val

Ser

Lsu

Lys

Arg
170

Pha

Arg

Hia
Lys

Pro
350

Gln
Asp
The
Ris

75
Bex
Lye

Pro

155

Arg

Phe
oly
Ile

Asp

ABn

Leu

Tyx

His

Ser

Pro

140

Glu

Lys

Ala

Pro

Tyr
220

aly

235

Thr

Val

Arg
Thr

45
Thr
Ile

Phe

Leu

Trp
128
Val
Leu

Fhe

Gin

-Val-Alae-Leu-Ala- Leu

Qly
30

Arg

Arg

Leu

Leu
Ile
110
Glu
Ala
Pro

Ile

Eis

150

Ala

Gly

Lys

Lys

Phe

alu

Met

Amp

‘aly

15

Val

Ila
Thr

95
Glu
Ber
Asp
Asp
Pro

175

Phe

Thr

‘Lys

Thr
255

His -

Cys
Gly
Lys
Bis

a0
Asn
Ser
Phe
aly
Ser
160

Asp

Thr

Lys

Leu

Tyr
240

Gln




- —m——

vYal Glu Met
' 260

val

Gly Gln
275

Thr Ile Trp

305

Ile

His

Phe

Glu
465

Ala

Asp

Ile
545

-Glu.-His-Pro.

Leu Ile

Leu BSer

Asn 4Gln
355

Leu Tyx
370

Gln Glu

Glu Him

Gly Arg

Ala Lys
435

Asn t_!lu
450

@lu Leu
Gly Asp
Pro Aryg

Pro Phe
515

Tyx Trp
530

Asn Thr

Ile Tyr Pro Pro His Ile Pro Glu

Glu Val Phe Gly Leu Val Pro Gly

Leu Arg Glu His Asn Arg Val Cys

Glu-Trp-Asp-Asp-Glu—Arg-Leu-Phe-

Gly Glu
325

Gly Tyr
340

dln Phe
His Trp
Tyr Asn
Gly Leu

405

Val Ala
420

Ala Ber
Tyr Arg
Thr Qly
Ile Amsp

4085
Pro Asp
500
S8er Leu

Lys Pro

Ala Ser

3lo

315

Thr Ile Lys Ile Val Ile

Hia
Gln
His
Phe
390
Thr

Gly

Ile

Qlu
470
Ala
Ala
Lys

Ser

Ile
550

Phe
Tyrx
Rro
375
Gln

Gln

Gly

Asp

Arg
455
Lys
Met
Ile

aly

Thr
535

Gln

Lys
aln
360
Leu
Gln
Phe
Arg
Gln
440
Phe
alu
Glu

Phe

Leu
520

Phe

Ser

Leu
ass
Asn
Leu
Phe
val
Asn
425

fSax
Arg
Met
Lau
Oly
505°
Leu

Gly

Leu

330

Lye

Arg

Pro

Leu

Glu

410

val

Leu

Ala

450

Glu

Gly

Gly

Ila

Phe
Ile
Asp

Tyr
ass

Ber

Pro

Glu

Ala
475
Pro
Thr
Asn
Glu

Cys
555

His

Leu

Asp
300

GIn-

alu
Asp
Ala
Thx
380
-Aun
Phe
Al_a
Mat
Pro
460
Glu
Ala
Met
Pro

Val
540

Asn

Leu Arg Phe
270

Met Met Tyr
285

Val Leu Lys
Thr-Ber-Arg
Asp Tyr Val

335

Pre 4dlu Leu
iso

Ala Glu Phe
k11

Phe Gln Ile
Asn Ber Ile
Ber Arg 0Oln

415

Ala Ala Gln
430

Lys Tyr Giln
445

Tyr Lys Ser
Leu Qlu Ala
Leu Leu Val

495

Val Glu Leu
510

Ile Cys Ber
525

Gly Pha Lys

Asn Val Lys

Ala

Ala

Gln

Leu

320

@ln

Leu

Asn

Asp

Leu

400

Ile

Lys ]

Her

Phe

480

Qlu

Gly

Pro

Ile

aly
560

138

S



Cye Pro-Phe Thr Ala Phe Ser Val Qln Asp

565 570
Val Thr Ile Asn Ala Ser Ala Ber His Ser
580 1 585
Pro Thr Val Leu lLeu Lys Glu Arg Ber Thr
595 600
<3210> 14
<211> 604
<312> PRT
<213>» Ovis aries
<2231> unsure at all Xesa locations
<4 00> 14

Met Leu Ala Arg Als Leu Leu Leu Cys Ala
1 5 . 10

Ala Ala Asn Pro Cys Cys Ser His Pro Cys
20 . 25

Met Ser Val Gly Phe Aap Gln Tyr Lys Cya
35 40

Phe Tyr Gly Glu Asn Cys Thr Thr Pro Glu
50 5%

Leu Leu Leu Lys Pro Thr Pro Asp Thr vii
65 70

Phe Lys Gly Val Trp Asn Ile Val Aan Lys

Pro dln Leu Ser Lys Ala

575

Gly Leu Asp Asp Val Asn

alu

n.la
Gln
Asp
Phg
His

75

Ile

*‘Met Ila Met Axrg Tyr Val Leu Thr Ser Arg
100 ) 105

Pro Pro Thr Tyi Asn Val Hls Tyxr Ber Tyr
115 120

Ser Asn Leu Ser Tyr Tyr Thr Arg:Ala Leu
130 - ‘= -~ 138

Cys Pro Thr Pro Met Qly Val Lys Gly Arg
145 i50 - :

Searx

Lys

Pro

Lys
155

Leu

Val

Aan

Cys

Leu

Ber
His

Bear

val

Arg

Thr

Thr

Ilas

Phe

Leu

-- 1258

Pro
140

@Glu

Lys Glu Val Val Lys Lys Val Leu Leu Arg Arg Lys

165 170

Pro Gln Gly Thr Asn Leu Met Phe Ala Phe
180 185

Phe

Ala

His Gln Phe Phe Lys Thr Asp Tla Glu Arg Gly Pro

195 ’ 200

Val

Phe

aln

Ala

590,

Cys

Oly

a0

Arg

Leu

Leu

Ile’

110

Glu
Pro
Pro
Ile
His

180

Phe

Gly

15
Val
Thr
Ile
Thr
Arg

95
Glu
Kla
Asp
Asp
Pro

175

Phe

Xaa

Cys
aly
Lys
His

[ ]+]
AAn
Ber
Phe
Asp
Ber
160

Asp

Thr

Lys



Gly Lys Asn His Gly val hsp Leu Ser His val Tyr Qly Glu Ber Leu
210 . . 215 220

Glu Arg Gln His Asn Arg Arg Leu Phe Lys Asp Gly Lys Met Lys Tyr
225 . 230 ' 235 . 240

Gln Met Ile Aen Gly Glu Met Tyr Pro Pro Thr Val Lys Asp Thr Gln
245 . 250 255

e s m— = oVaAlTG@lu—Met “IXe Tyx Pro” Pro HIW 11é 'Pro GlU HI# Leu Lys Phe Ala™ ~

260 465 270

. Val Gly Gln Glu Val Phe Gly Leu Val Pro Gly Leu Met Met Tyr Ala
275 . 280 285

Thr Ile Trp Leu Arg Glu Hia Asn Arg Val Cys Asp Val Leu Lys Gln
290 295 300

Glu Hie Pro Glu Trp Gly Asp Glu Gln Leu Phe Gla Thr Ser Arg Leu
305 310 315 320

Ile Leu lle Gly Glu Thr Ile Lys Ile Val Ile Giu Asp Tyr Val Glan
325 . . 330 335

His Leu S8er Gly Tyr His Phe Lys Leu Lys Phe Asp Pro Glu Leu Leu
340 345 350

Phe Asn Gln Gln Phe Gln Tyr Oln Asn Arg Ile Ala Ala GIu Phe Asn
355 360 365

Thr Leu Tyr His Trp His Pro Leu Leu Pro Asp Val Fhe Gln Ile Asp
370 375 380

Gly Gln Glu Tyx Asn Tyr Gln Gln Phe Ile Tyr Aon Asn Ser V"ll Leu
385 390. - 395 400

Leu Glu His Gly Vel Thr t-!ln Phe Val Glu Sexr Phe Thr Arg Gln Ile
405 . 410 415

Ala Gly Arg Val Ala Gly Arg Arg Asn Leu Pro Ala Als Val Glu Lys
420 * 435 430 .
Val Ber Lys Ala Ser Leu Asp Gln Ser Arg Glu Met Lys Tyr Gin Ser
4135 440 445

Phe Asn Glu Tyr Arg Lys Arg Phe Leu Leu Lys Pro Tyr Qlu Ber Phe
450 ass asp

Glu Glu Leu Thr Gly Glu Lys Glu Met Ala Ala Glu Leu Glu Ala Leu -
465 470 475 480

Tyr Gly Asp Ile Asp Ala Met Glu Leu Tyr Pro Ala Leu Leu Val Glu
485 450 - 495

Lyes Pro Ala Pro Asp Ala Ile Phe Gly Glu Thr Met Val Glu Ala Gly
500 505 510



Ala Pro Phe Sar Leu Lys

515

Glu Tyr Trp Lya Pro Ser

530

Ile Asn Thr Ala Ser Ile
550

545

.Cys -Pro-Phe-Thr-8er—rhe
565

Val Thr Ile Asn Ala Ber

Pro Thr Val Leu Lau Lys

<210>
<211>
<113>
<213>

<223>
<400>

Mat
1
Ala

Mat

Leu
65

Phe

Pro

Bar

145

Leau

Ala

Thr

Tyr

50
Ila
Lys
Ile

Pro

Asn
130

Pro

585

15
604
PRT

- . Gallus gallus

Gly Leu Met Gly

Thr Phe Qly Gly
G]p Ber Leu Ile

Ser--Val--Gln-Asp

570

Ser Ser His Ser

Glu Arg Ser Thr

unsure at all Xaa locations

15

Leu Pro Cys Ala Leu Leu Ala Ala

Asn Pro Cys

Thr Gly
35

Cys

Phe Asp

Gly Glu Asn Cys

Leu Lys
Gly Val

Met Arg
100

Pro.Thr

70

Trp Asn

Tyr Val

Thr Tyr Asn Ser

115 -

Leu Ser

Thr Pro

Tyr Tyr

Met Gly Val Lys Gly

150

Ser Leu Pro
Arg Tyr Glu
Thr Thr Pro
Pro Ml? Thr
Ile Ils Asn
Leu Thr Ser
A;p Tyr Ber

Thr Arg Ger

10
"as

cys
40

Qlu
Val

Asn
50

105 -

120

Leu

Lys

cys,

Asn Pro Ile
525

QGlu val Qly
540

Cys Ber Asn
555

‘Ala--His -Leu

Gly Leu Asp

Glu Leu

Lei Leu Ala

Gln Asn

Thr
45

Asp Cys

Phe Thr

Phea

His
75

Tyr Ile

Ile Ber

Ber Ris Leu

Ber

Trp
125

Pro Val

140

Pro

Lyw Glu
155

Cys Ber
Phe Lys
Val ‘Lya
Thr-Lys

575

Asp Ile
550

Ala Qly
15

Gly val
30

Arg Thr
Trp Leu

Leu Thr

Leu Arg
95

Ile Amp
110
Glu Ala

Oly His

Pro Asp

Pro
Ile
GQly

Aan

His
Cys
Gly
Lys
His

80
Asp
Ber
Tyr

Asp

Ber
160



> ——

Lys

Pro

His

Ala

Glu

215

Gln

Glu
3ps
Ile

His

Phe

Asn
385

Leu Ile Val Glu
165

Gln Gly Thr Asn
180

Gln Phe Phe Lys
195

Tyr..ﬂllyz-liis..uly.

210

Arg Gln.Leu Lys

Met Ile Asp Gly
245

Glu Met Ila Tyr
260

Gly Gln @lu val
278

Ile Trp Leu Arg
290

His Pro Glu Trp
Leu lle Oly Glu
3a%

Leu 8er Gly Tyr
340

Asn Gln Axg Phe
355

Leu Tyr Hise Tryp
370

Gln Glu Tyr Thr
Glu His Gly Leu
405

Gly Arg Val Als
420

Ala Lys Ala Ser
435

Asn Glu Tyr Aryg
450

Lys
Val
Thr
val
Leu
230
Glu
Pro
Phe
Glu
Amp
310
Thr
His
agln
His
Phe
350
Bar
aly
Ile

Lys

Phe
Mat

Asp

.Asp

215

Axg
Met
Pro
aly

His
295
Asp

Ile

Phe

Pro
378
aln
His

Gly

Asp

455

Leu

Phe

Hia
200

-Leu

Leu

Tyr

His

Leu

Asn
Glu
Lys
L;l
Gln
360
Leu

Gln

Met

aln
440

Phe

Leu

Thx
185

Lys

Asn.-

Arg

Pro

val

Arg
170

Ple

Lys

Hie

Lys

Pro

Pro

val

AGln

Ile

Leu

345

Asn

Leu

Phe

Val

Asn

Ber

Met

Pro

Val

Leu

Val

Lys

Pro

Leu

Lys

‘410

val

Arg Lys
Phe Ala
Gly Pro
Lle-TFyr

'Anp- aly
235

Thr Val
Glu His
Gly Lsu

300

Fhe Gln
315

Ile -Glu
Phe Asp
Ile Aln
Asp Thr
’ jao
TYyr Asn
395

Ser Phe
Pro Ala

Gln Met

Lys Pro
460

Phe

Gln

Gly
205

Gly-

Lys

Lys

Leu

Met

Val

Thr

Asp

Pro

Ala

365

Phe

Asn

8er

Ala

445

Phe

‘Ile
His
190

Phe

Leu
Asp
Gln
270
Met

Leu

Thr

Pro
175

FPhe

Thr

-Glu -Thr

Lya
Thr
2.55

Phe

Tyr

Lys

Arg

Tyr ‘val

alu
is0
alu
Gln
Ber
Lys
Val
430

TYr

Lys

335

Leu
Phe
Ile
Ile
Gln
415
Qln

Qln

Ser

Asp
Thr
Lys
Leu

Tyr
240
Qln
Ber
Alm
Gln
Leu
320
Gln
Leu
Asn
His

Met
400

Ser

Lys

Bar

Phe

|42
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Industria y Comercio

SUPERINTENDENCIA

REQUISITOS MINIMOS PARA ADMISION A TRAMITE

PATENTE DE INVENCION [ ‘f/ MODELO DE UTILIDAD [ ]
« Nombre e identificacién del Solictante | []
» Nombre e identificacion del Inventor (]
e Titulo 0 nombre de la Invencion ( [1]
o Descipgon | ¥ []
e Reivindicaciones °0c3 [1]
o Resumen '}, [l
o Comprobante de Pago '5 [1]
COMPLETA[ INCOMPLETA [ ]

DISERO INDUSTRIAL [ |

e Nombre e identificaci6n del peticionario [1]
e Nombre e identificacién del inventor o disefiador [1]
» Indicacion del género de productos para los cuales debe ufiiizarse [1]
* Representacion gréfica []

INCOMPLETA [ ]
Wk Sl g £ ., .
Fecha rf-:::.Mh f}“‘“ﬁ 11905 il
" * 3 TanEs 1 iR . - Carrera 13 No. 2700 Pso Sy 10
Lapant.ocin: 2%s IIHIS.’L‘.‘:E:; :..E:‘f %gﬁl PR Con:ntadu.:: 33412 21-2-34

Fax: 281 31 25 e-mail: info@sicgov.co
Santa Fe de Bogotf D.C. - Colombia
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INFORME DE PROTOCOLO

Expediente _00-59230 ]

Fecha:_9 de Mayo del 2000.

Se certifica que:

Desde fecha 14 de Noviembre de 1972 ,
del folio 1034 _ al folio 1041 del
libro de Protocolo NQ 05 , obra el poder

NQ 226 conferido por _ _G.D., SEARLE &
ml
domiciliado(a)

en __ CHICAGO, JLLINOIS, U.8.A.

al doctor

__RAMTRO CASTRO DUQUE ¥/O RAFPAEL BERNAL
SALAMANCA

Representante en Santafé de Bogot4d D.C. El
migmo
Facultad para desistir _8i .

Revisado 202022

Carrgra 13 N° 27-00 Pisos 5° y 10"
Conmuindor 334 1221-2-3-4
Fax 281 3125
Santafé de Bogoté, D.C. - Colombia
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DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
PRIMER EXAMEN DE FORMA

EXPEDIENTE 00-59230
Practicado el examen juridico de acuerdo con lo establecido en el art. 21 de la Decisién
344 se determiné que esta solicitud de Patente de Invencién:

Slfx ] NO[ ] NO APLICABLE [ ] Presentd los poderes necesarios en
forma'oongcla (Decision 344, art. 14-a).

Si[x 1] NOI ]} NO APLICABLE] ] Acreditd, en forma correcta, la
existencla y representacién de la persona juridica solicitante
(art. 14-c de la Declsion 344; Iiteral g) del art. 4 del Decreto
117/94).

Si[x ] NOI[ 1] NO APLICABLE [ ] Presentd, en forma comecta, el
comprobante de pago por la tasa de presentacion establecida
(ant. 134 de la Decision 344 y la Resoluciéon 02 del 4 de Enero

del 2000)

St[x ] NOI[ ] EXTEMPORANEAMENTE [ ] Relvindico prioridad, dentro del
plazo y de acuerdo con lo previsto en el Articulo 4 del
Convenio de Parls.

SI[ ] NO[x1 NO APLICABLE [ ] Presentd copia, certificada su
. conformidad por la Administracién que recibié la solicltud de la
cual relvindica prioridad, al momento de radicar la solicitud

nacional.

SI[ 1] NO[x ] NO APLICABLE [ ] Presentd la traducclon del capitulo
reivindicatorio de la solicitud de la cual se reivindica prioridad
s(Alltc4). D-3 Convenlo de Paris; Concepto: 5 de enero de 1999

SI[ ] NO[x] CUMPLE LOS REQUISITOS JURIDICOS

OBSERVA(::IONES JURIDICAS CONVENIO DE PARIS: Deberd presentar copia
certificada su conformidad por la Administracién que recibié la solicitud de la cual reivindica
prioridad, en cuaiquier momento dentro del plazo de tres (3) meses, contados a partir de
la fecha de depdsito de la solicitud posterior. La omisién de esta formalidad implicara la
pérdida del derecho de prioridad.

En consecuencia, se conceptia que esta solicitud:

Si[ ] NO[X] Sealustaalosaspecios FORMALES Indicados en fa Decision
344 y por tanto,
Sif{] ! NO[X] Se recomienda PUBLICAR el extracto comespondiente.

Santafé de Bogota, D.C., 9 de Agosto del 2000

EXAMINADOR JURIDICO.
202022

Casrrara 13 N° 27-00 Plsos 5" y 10°
Conmugtador 334 1221-2-3-4
Fax 281 3125 -
Santafé de Bogotd, D.C. - Colombis
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Folio No. }A'I

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO.
PRIMER EXAMEN DE FORMA.
Radicacién No. 00-59230
Concspto Técnico No. 1749

Clasificaclén Internaclonal de Patentes: C12N 9/00, C12N 15/52, AG1K 38/43.

Practicado el examen, de acuerdo a lo establecido en el Art. 21 de la Decisién 344, se determind que la

presente solicitud de Patente de Invencién;

SIXINO|]
SIXINO[]

SIXINO[]

SINO[]
SIDGNO[]

SIINO{]
SIINO[]

SI[JNO
SINO([]

SIXINO[]
SIXNO ]

SIXINO[]
SI[INO [X]

Contiene la identificacidn comecta del inventor (Art. 8, Art 13-a).
Contiene la identificacién comecta del solicitante (Art. 13-a)

Contiene el resumen con el objeto y finalidad de la invencién en forma comecta
(Art. 13-8)

Contiene el fitulo 0 nombre de la invencién en forma correcta (Art. 13-b)
Contiene la descripcién clara y completa de la invencidn (Art. 13<)

Contiene los dibujos comectos (At 14c junio con el literal d) del Art. 4
del (Dto. 117 del 94).

Contiene las unidades de medida en el sistema exigido {Art. 14-c junto con el Dio. 3464
del 26 de diciembre de 1980)

Contiene una o més reivindicaclones, en forma cormecta, que precisen la materia para la
cual solicita proteccion mediante la patente (Art. 13-d). .

Contiene el extracto de acuerdo con el literal c) del articulo 4 de Dto 117 del 94.

Contiene el arte final del dibujo caracteristico de acuerdo con el literal c) del articulo 4 y
el articulo 27 del Dto. 117 del 94.

Contiene la tarjeta de archivo temético (forma P-104) en f0rma correcta (Aric 14-c junto
con el literal b) del 1rt. 4 del Dio. 117 del 54).

Contiene la tarjeta de archivo de propietarios (forma P-105) en forma correcta (Ant. 14-c
junto con el literal b) del Art. 4 del Dio. 117 del 94).

CUMPLE CON LOS REQUISITOS TECNICOS DE FORMA.

OBSERVACIONES DEL PRIMER EXAMEN TECNICO DE FORMA:

1. Las reivindicaciones 14, 15, 29 y 30 no son claras, ellas no definen de manera precisa e! objeto de la

mvanadnyporendonocumphconelhem!d)dslamwlo13dalaDocMn344dolaCom;sténdol
Acuerdo de donde se indica que: "Las solicitudes para obtener patentes de invencion
debern preseniarse ante la oficina nacional competente y deberan contener: Una o mas
reivindicaciones que precisen la materia para la cual se solicita la proteccién mediante la patente®. Es
un hecho que un antigeno, en este caso un polipbptido determinado, puede unirse o enlazarse
especliicamente a més de un anticuerpo, por consiguients, decir que el anticuerpo que s8 desea
proleger es aquel que se une de manera especlfica a la protelna... no es suficiente informacion para
establecer de manera precisa cual es el objeto para el que el solicitante desea proteccién. Siendo que
un anticuerpo es una proteina, se requiere que para lograr establecer de forma exacta cual es el
objeto de la invencién que dicho anticuerpo see definido en funcidn de la secuencia de aminodcidos
que constituyen dicha proteina o del niimero de depésito mediante el cual se puede acceder a dicho
anticusrpo, de lo contrario se requiere que se efiminen fas reivindicaciones que hagan mencién del
anﬁcuemopuesanbsdatosmenaonadosoﬂasmpmmndobplodalamwnwn
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2. Las mivindicaciones 1 a 15 no tienen unidad de invencién con reiacitn a las reivindicaciones 16 a 67.
Adn cuando es claro que ef objelo de todas las reivindicacionss es una enzima ciclooxigenasa, fa
enzima COX-1 reclamada en las primeras 15 reivindicaciones es completaments diferents y tiene una
secuercia de aminoécidos distinta a la ciclooxigenasa COX-2 que se reivindica a partir de la cidusula
16. Slrvase modificar Ia solicitud para que cumpia con el requisito establecido an ef articulo 15 de la
Decisién 344 “La patente sdlo podra comprender una invencidn o grupo de invenciones relacionadas
entre si, de tal manera que conformen un Gnico concepto inventivo®.

EXAMINADOR TECNICO: 202016.

Bogota, D.C., 02 de noviembre de 2000
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G5 DEINDUSTRIA
SIC YCOLER(:;( o\' AX
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

EXPEDIENTE 00-89230
AUTO 2710
LA JEFE DE DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
DISPONE:

ARTICULO PRIMERO: Reconocer personeria al doctor RAMIRO CASTRO DUQUE como
apoderado de ia Sociedad solicitante, en los términos y para los efectos del poder
conferido.

ARTICULO SEGQUNDO: Conforme lo establece el articulo 22 de la Decision 344 de fa
Comisién del Acuerdo de Cartagena, requiérese al solicitante, para que dentro del plazo
de freinta (30) dias hablies siguientes a {a fecha de notificacién del auto, presente
dm;spuosh a las observaciones o complemente los antecedentes sefialados en el examen

ARTICULO TERCERO: Notificar por estado el presente auto, advirtiendo que contra el no
procede recurso alguno en la via gubemativa.

NOTIFIQUESE Y GUMPLASE
Dado en Santafé de Bogota D.C., a los 0 7 NOV. 2000

LA JEFE DE LA DIVISIO EVAS CREACIONES,
ALIXC NZA CESPEDES DE VERGEL
NOTIFICADO POR Es,Tano
H ' )
Santafé de Bogota D.C:," ﬁ NO por anotacion en estado de esta misma fecha.

VENCIMIENTO NOTIFICACION ESTADO
SOLICITO PRORROGA TERMINO S| NO

VENCIMIENTO TERMINO PRORROGA

Carrara 13 N° 27-00 Pace 5° y 10°
Conmutador 334 1221-2-34
Fax 281 3125
Santufé de Bogotd, D.C. - Colombia




