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DESCRIPCION
Acidos nucleicos y proteinas NOD2

Campo de la invencidn

La presente invencion se refiere a moléculas de sefalizacion intracelular, en concreto a la proteina y los acidos
nucleicos Nod2 que codifican la proteina Nod2. La presente invencion proporciona ensayos para la deteccion de
Nod2 y polimorfismos de Nod2 asociados con estados de enfermedad. La presente invencidén proporciona ademas
inhibidores de la sefializacion de Nod2 y procedimientos para identificar los componentes de la via de Nod2.

Antecedentes de la invencion

Las enfermedades inflamatorias intestinales (Ell) se definen por una inflamacién intestinal crénica y recidivante de
origen oculto. La Ell se refiere a dos trastornos distintos, la enfermedad de Crohn y la colitis ulcerosa (CU). En
ambas enfermedades parece que participa una respuesta inmunitaria mal regulada a los antigenos del tracto Gl, una
brecha en la barrera mucosa y/o una reaccién inflamatoria adversa a una infeccion intestinal persistente. Los
contenidos luminales del tracto Gl y las bacterias estimulan de forma constante el sistema inmunitario de la mucosa
y un delicado equilibrio de las células y moléculas proinflamatorias y antiinflamatorias mantiene la integridad del
tracto Gl sin provocar una inflamacién grave y dafiina. Se desconoce cémo comienza la cascada inflamatoria de la
Ell, pero la estimulacion constante dependiente de antigenos Gl de los sistemas inmunitarios de la mucosa y
sistémicos perpetla la cascada inflamatoria y dirige la formacion de lesiones.

No existe una cura conocida para la Ell, que afecta a 2 millones de americanos. Se ha estimado que los costes de
los procedimientos actuales del tratamiento de los sintomas de Ell son de 1,2 billones de $ anuales solo en EE.UU.

En pacientes con Ell, las Ulceras y la inflamacién del revestimiento interno del intestino conducen a sintomas de
dolor abdominal, diarrea y sangrado rectal. La colitis ulcerosa se produce en el intestino grueso, mientras que la
enfermedad de Crohn puede afectar a todo el tracto Gl asi como a los intestinos delgado y grueso. Para la mayoria
de los pacientes la Ell es una afecciéon crénica con sintomas que duran de meses a afios. Es mas habitual en
adultos jévenes, pero se puede producir a cualquier edad. Se encuentra en todo el mundo, pero es mas frecuente en
los paises industrializados como EE.UU., Inglaterra y el norte de Europa. Es especialmente frecuente en personas
de ascendencia judia y también existen diferencias por razas en cuanto a la incidencia. Los sintomas clinicos de la
Ell son sangrado rectal intermitente, dolor abdominal de tipo calambres, pérdida de peso y diarrea. El diagnéstico de
la Ell se basa en los sintomas clinicos, el uso de un enema de bario, pero la prueba mas precisa es la visualizacion
directa (sigmoidoscopia o colonoscopia). La protraccion de Ell es un factor de riesgo del cancer de colon. El riesgo
de cancer comienza a elevarse significativamente tras de ocho a diez afios de Ell.

Algunos pacientes con CU solo sufren la enfermedad en el recto (proctitis). Otros con CU tienen la enfermedad
limitada al recto y al colon adyacente izquierdo (proctosigmoiditis). Aunque otros tiene CU en todo el colon (Ell
universal). En general, los sintomas de CU son mas graves cuanto mas extensa es la enfermedad (una mayor parte
del colon esta afectada por la enfermedad).

El prondstico de los pacientes con la enfermedad limitada al recto (proctitis) o con CU limitada al final del colon
izquierdo (proctosigmoiditis) es mejor que cuando la CU afecta a todo el colon. Puede ser suficiente con tratamientos
periddicos breves con medicamentos orales o enemas. En aquéllos con la enfermedad mas extensa, la pérdida de
sangre de los intestinos inflamados puede producir anemia y puede requerir tratamiento con suplementos de hierro o
incluso con transfusiones de sangre. Rara vez el colon se dilata de forma aguda a un tamafno grande cuando la
transformaciéon pasa a ser muy intensa. Esta afecciéon se llama megacolon téxico. Los pacientes con megacolon
téxico estan extremadamente enfermos con fiebre, dolor y distensién abdominal, deshidratacion y malnutricién. A
menos que el paciente mejore rapidamente con la medicacion, habitualmente se necesita cirugia para evitar la rotura
del colon.

La enfermedad de Crohn se puede producir en todas las regiones del tracto gastrointestinal. Con esta enfermedad
se produce obstruccion intestinal por inflamacion y fibrosis en un gran nimero de pacientes. Los granulomas y la
formacion de fistulas son complicaciones frecuentes de la enfermedad de Crohn. Las consecuencias de la
progresion de la enfermedad incluyen alimentacién intravenosa, cirugia y colostomia.

Los medicamentos mas usados para tratar la Ell son farmacos antiinflamatorios como los salicilatos. Las
preparaciones con salicilato han sido eficaces en el tratamiento de la enfermedad leve a moderada. También pueden
disminuir la frecuencia de los brotes de la enfermedad cuando los medicamentos se toman de forma prolongada.
Ejemplos de salicilatos incluyen sulfasalazina, olsalazina y mesalamina. Todos estos medicamentos se administran
por via oral a dosis elevadas para obtener un beneficio terapéutico maximo. Estos medicamentos no carecen de
efectos secundarios. La azulfidina puede producir malestar de estémago cuando se toma a dosis elevadas y, en
casos raros de inflamacion renal leve, se han notificado con algunas preparaciones de salicilatos.

Los corticosteroides son mas potentes y de accion mas rapida que los salicilatos en el tratamiento de la Ell, pero los
efectos secundarios potencialmente graves limitan el uso de corticosteroides a los pacientes con enfermedad mas
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grave. Los efectos secundarios de los corticosteroides suelen producirse con el uso prolongado. Incluyen
adelgazamiento del hueso y la piel, infecciones, diabetes, emaciacion muscular, redondeado de la cara, alteraciones
psiquiatricas y, rara vez, destruccion de las articulaciones de las caderas.

En los pacientes de Ell que no responden a los salicilatos o a los corticosteroides se usan medicamentos que
suprimen el sistema inmunitario. Ejemplos de inmunosupresores incluyen azatioprina y 6-mercaptopurina. Los
inmunosupresores usados en esta situacién ayudan a controlar la Ell y permiten la reducciéon gradual o la
eliminacion de los corticosteroides. No obstante, los inmunosupresores aumentan el riesgo de infeccion, insuficiencia
renal y la necesidad de hospitalizacion.

Claramente existe una gran necesidad de identificar la base molecular de la Ell o de sus trastornos asociados,
enfermedad de Crohn y colitis ulcerosa.

Sumario de la invencion

La presente invencion se refiere a moléculas de sefalizacion intracelular, en concreto a la proteina y los acidos
nucleicos Nod2 que codifican la proteina Nod2. La presente invencion proporciona ensayos para la deteccion de
Nod2 y polimorfismos de Nod2 asociados con estados de enfermedad. La presente invencidén proporciona ademas
inhibidores de la sefializacion de Nod2 y procedimientos para identificar los componentes de la via de Nod2.

Por tanto, en algunas realizaciones, la presente invenciéon proporciona un acido nucleico aislado y purificado que
comprende una secuencia que codifica una proteina seleccionada del grupo que consiste en las SEC ID N%: 2, 3 y
34. En algunas formas de realizacion, la secuencia de acidos nucleicos esta unida operablemente a un promotor
heterdlogo. En algunas formas de realizacion, la secuencia de &cido nucleico esta contenida dentro de un vector. En
algunas formas de realizacion, el vector esta dentro de una célula huésped.

En otras formas de realizacion, la presente invencién proporciona una secuencia de acido nucleico aislado y
purificado que hibrida en condiciones de rigurosidad baja con un acido nucleico seleccionado del grupo que consiste
en la SEC ID N 1 y 33. En algunas formas de realizacion, la secuencia de &cido nucleico codifica una proteina que
activa NF-kB. En otras formas de realizacién, la presente invencién proporciona un vector que comprende la
secuencia de acido nucleico. En otras formas de realizacidon mas, el vector esta dentro de una célula huésped. En
algunas formas de realizacién, la célula huésped esta localizada en un organismo seleccionado del grupo que
consiste en una planta y un animal.

En otras formas de realizacién mas, la presente invencién proporciona una proteina codificad por un acido nucleico
seleccionado del grupo que consiste en las SEC ID N 1 y 33, y variantes de la misma que tienen una identidad de al
menos el 80 % con las SEC ID N° 1 y 33, en la que la proteina tiene al menos una actividad de Nod2. En algunas
formas de realizacién, la actividad es activacién de NF-kB. En otras formas de realizacién, la actividad es unién a
RICK. En algunas formas de realizacion, la proteina tiene una identidad de al menos 90 % con las SEC ID N° 1 y 33.
En otras formas de realizacién, la proteina tiene una identidad de al menos 95% con las SEC ID N° 1 y 33.

En otras formas de realizacién adicionales, la presente invenciéon proporciona un procedimiento para producir
variantes de Nod2 que comprenden: Proporcionar una secuencia de acido nucleico seleccionada del grupo que
consiste en las SEC ID N® 1 y 33, mutageneizar la secuencia de acido nucleico y seleccionar la variante segun la
actividad Nod2.

En formas de realizacion adicionales, la presente invencién proporciona un acido nucleico que codifica Nod2, en el
que Nod2 compite por la unién a NF-kB con una proteina codificada por una secuencia de acido nucleico
seleccionada del grupo que consiste en las SEC ID N° 1 y 33.

En otras formas de realizacion, la presente invencién proporciona una composicién que comprende un acido
nucleico que inhibe la unién de al menos una porcién de un acido nucleico seleccionado del grupo que consiste en
las SEC ID N° 1 y 33 a sus secuencias complementarias. En otras formas de realizacién mas, la presente invencion
proporciona una secuencia de polinucleétidos que comprende al menos quince nucleotidos capaces de hibridar en
condiciones rigurosas con la secuencia nucleotidica aislada seleccionada del grupo que consiste en las SEC ID N¢ 1
y 33.

La presente invenciéon también proporciona un procedimiento para la deteccion de un polinucleétido que codifica la
proteina Nod2 en una muestra biolégica que se sospecha que contiene un polinucleétido que codifica Nod2. El
procedimiento incluye hibridar la secuencia polinucleotidica seleccionada del grupo que consiste en las SEC ID N2 1
y 33, y variantes de la misma que tienen una identidad de al menos el 80 % con las SEC ID N? 1y 33 (y en la que la
proteina tiene al menos una actividad de Nod2) con el acido nucleico de la muestra biolégica para producir un
complejo de hibridacién. En algunas formas de realizacion, el procedimiento incluye ademas la etapa de detectar el
complejo de hibridacion, en el que la presencia del complejo de hibridacion indica la presencia de un polinucleétido
que codifica Nod2 en la muestra biolégica. En algunas formas de realizaciéon, antes de la hibridacién, el acido
nucleico de la muestra bioldgica se amplifica.
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La presente invencion proporciona ademas un procedimiento para seleccionar compuestos por su capacidad para
alterar la actividad Nod2, que comprende: proporcionar: Una primera secuencia polipeptidica que comprende al
menos una porcién de NOd2; ii) una segunda secuencia polipeptidica que comprende al menos una porcién de una
proteina que se sabe que interacciona con Nod2; y iii) uno 0 mas compuestos de ensayo, combinando en cualquier
orden, la primera secuencia polipeptidica que comprende al menos una porcion de Nod2, la segunda secuencia
polipeptidica que comprende al menos una porcién de una proteina que se sabe que interacciona con Nod2, y uno o
mas compuestos de ensayo en condiciones tales que la primera secuencia polipeptidica, la segunda secuencia
polipeptidica y el compuesto de ensayo interaccionan; y detectar la presencia o ausencia de una interaccién entre la
secuencia polipeptidica que comprende al menos una porcién de Nod2 y la secuencia polipeptidica que comprende
al menos una porcién de una proteina que se sabe que interacciona con Nod2. En algunas formas de realizacién, la
primera secuencia polipeptidica se selecciona del grupo que consiste en la SEC ID N° 2-17 y 34. En algunas formas
de realizacion, la segunda secuencia polipeptidica comprende RICK.

La presente invenci6 también proporciona un procedimiento de identificacion de individuos que sufren la enfermedad
de Crohn y estan en riesgo de sufrir la enfermedad de Crohn, que comprende: proporcionar acido nucleico de un
paciente, en el que el acido nucleico comprende un alelo de Nod2; y detectar una mutacion en el acido nucleico en el
que la mutacion da lugar a un incremento de la activacién de NF-kB. En algunas formas de realizacion, la mutacion
esta en dicho alelo de Nod2. En algunas formas de realizacién, la mutaciéon es una insercién de un residuo de
citosina. En otras formas de realizaciéon adicionales, la mutacién produce una delecién en al menos una repeticion
LRR de Nod2. En algunas formas de realizacion, la etapa de deteccion se consigue mediante analisis de hibridacion.
En algunas formas de realizacién, el procedimiento incluye ademas la etapa de proporcionar un prondstico al
paciente en base a la presencia o ausencia de la mutacion.

En formas de realizacion mas, la presente invencidon proporciona un kit para determinar si un sujeto esta en riesgo
de desarrollar la enfermedad e Crohn, que comprende: al menos un reactivo que detecta especificamente una
mutacion en un alelo Nod2 e instrucciones para determinar que el sujeto estd en mayor riesgo de desarrollar la
enfermedad e Crohn.

La presente invencidn proporciona un polipéptido purificado seleccionado del grupo que consiste en las SEC ID N° 2,
3y 34.

La presente invencion proporciona adicionalmente un compuesto capaz de inhibir la unién de un Nod2 a un
polipéptido RICK.

Descripcion de las fiquras

La Figura 1 muestra la secuencia de aminoacidos deducida y la estructura del dominio de Nod2 humana. La
Figura 1A muestra la secuencia de aminoacidos de Nod2 (SEC ID N2 4). Los dominios de reclutamiento de la
caspasa (CARD 1Y 2; SEC ID N2 5 y 6), el dominio de unién al nucleétido (NBD; SEC ID N® 7) y las
repeticiones ricas en leucina (LRRS; SEC ID N? 8-17) se indican mediante resaltado inverso, subrayado y
flechas, respectivamente. La secuencia consenso del bucle P (Walker A box; SEC ID N? 18) y el sitio de unién
a Mg2+ (Walker B box; SEC ID N 19) se indican con recuadros. La Figura 1B muestra la estructura del dominio
de Nod2. Los numeros corresponden a los residuos de aminoacidos del panel A. la region homoéloga a los
CARD, NBD y LRR se indican con recuadros cerrados negros, cerrados oscuros y tramados, respectivamente.
La Figura 2 muestra una alineacion de la Nod2 humana y proteinas relacionadas. La Figura 1A muestra una
alineacion de CARD de Nod2 (SEC ID N2 5y 6), Nod1 (numero de acceso en GeneBank AF113925; SEC ID N¢
20), RICK (AF027706; SEC ID N® 21), ARC (AF043244; SEC ID N® 22), RAIDD (U79115; SEC ID N¢ 23),
Caspasa-2 (U13021; SEC ID N? 24), Ced-3 (L29052; SEC ID N 25), Ced-4 (X69016; SEC ID N° 26), Caspasa-
9 (U56390; SEC ID N? 27), Apaf-1 (AF013263; SEC ID N° 28) y c-IAP-1 (L49431; SEC ID N° 29). Los residuos
hidr6fobos se muestran en resaltado inverso. Los residuos con carga positiva y negativa se sefialan en color
gris claro y oscuro, respectivamente. Los residuos de prolina y glicina ((fragmentador af) estan en negrita. Las
supuestas o hélices, H1 a H5, se muestran de acuerdo con la estructura tridimensional de los CARD de RAIDD
(Chou y col., Cell, 94:171 [1998]).

La Figura 2B muestra una alineacién de los NBD de Nod2 (SEC ID N? 7), Nod1 (SEC ID N¢ 30), Apaf-1 (SEC ID
N¢ 31) y Ced-4 (SEC ID N? 32). Los residuos idénticos y similares a los de Nod2 se muestran mediante
resaltado inverso y oscuro, respectivamente. La secuencia consenso del bucle P (Walker A box) y el sitio de
unién a Mg®* (Walker B box) se indican con recuadros. Los residuos idénticos y similares a los de Nod2 se
muestran mediante resaltado inverso y oscuro, respectivamente. La Figura 2CA muestra una alineacion de las
LRR de Nod2 (SEC ID N® 8-17). Las posiciones conservadas con leucina y otros residuos hidrofébicos se
indican en resaltado de color gris oscuro y claro, respectivamente. Las supuestas o hélice y lamina B se
muestran de acuerdo con la estructura tridimensional del inhibidor de ribonucleasa (Kobe y Deisenhofer, Curr.
Opin. Struct Biol., 5:409-416 [1995]).

La Figura 3 muestra un andlisis de la expresion de Nod2. La Figure 3A muestra un andlisis de transferencia de
tipo Northern de la expresién de nod2 en tejidos humanos; PBL (leucocitos de sangre periférica). La Figure 3B
muestra un andlisis de RT-PCR de la expresién de nod2 en poblaciones enriquecidas de granulocitos,
monocitos y linfocitos. Para amplificar las secuencias de nucleétidos de los CARD y las LRR se usaron dos
conjuntos de cebadores oligonucleotidicos de Nod2 (P1-P2 y P3-P4), respectivamente. La Figura 3C muestra
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la secuencia de nucleétidos de la region 5’ de nod2. Dos potenciales sitios de inicio de la traduccién dentro del
marco separados por 81 nucledtidos se indican con flechas. La Figura 3D muestra inmunotransferencia de los
productos del gen nod2 expresados en células HEK293T. Las células se transfectaron con el plasmido control
(carril 1) o constructos que contienen potenciales sitios iniciadores de la traduccion de Nod2 (carril 2) o como
control el segundo sitio de inicio de la traduccion correspondiente al de Nod2b (carril 3) o el sitio de inicio de la
traduccion mas en el extremo NH; (carril 4) en el contexto del motivo de inicio de la traduccion canénico. En
todos los casos se expresd una proteina Nod2 que carece de los residuos 302-1040 y marcada con HA en su
extremo COOH, para facilitar la deteccién de productos génicos de nod2. Las proteinas Nod2 se detectaron
mediante inmunotransferencia con el anticuerpo anti-HA y se indican como ay b.

La Figura 4 muestra un andlisis mutacional de Nod2. La Figura 4A muestra las proteinas Nod2 silvestre y
mutante. Los dominios CARD, NBD y las LRR se indican con cuadros cerrados negros, oscuros y tramados,
respectivamente. Los nimeros representan el residuo de aminoacido en la proteina Nod2. La Figura 4B
muestra el analisis de expresion de las proteinas Nod2 silvestre y mutante. Las células HEK293T se
transfectaron con el plasmido control (-) o 5 pg de los plasmidos que producen las proteinas Nod2 marcadas
con HA indicadas. Los extractos de igual nUmero de células se inmunoprecipitaron con el anticuerpo anti-HA de
conejo y se sometieron a inmunotransferencia con el anticuerpo monoclonal anti-HA de ratén. El tamafno
previsto de las proteinas mutantes en CARD, CARD1 y las LRR se indica mediante puntas de flecha negras. La
Figura 4C muestra la activacion de NF-kB por las proteinas Nod2. la induccién de la activacion de NF-kB se
determiné a partir de cultivos por triplicado de células HEK293T cotransfectadas con la cantidad indicada de
plasmidos de expresién de Nod2 silvestre o mutante en presencia de pBVIx-Luc y pEF-BOS-p-gal como se
describe mas adelante.Los valores representan la media + SD de los cultivos por triplicado.

La Figura 5 muestra que la Nod2 actua a través del complejo IKK para activar NF-KB. La Figura 5A muestra
inhibicion de Nod2 y activacién de NF-KB inducida por TNF-a por las proteinas mutantes negativas dominantes
de la via de NF-xB. La induccion de la activacién de NF-xB se determind en cultivos por triplicado de células
HEK293T transfectadas con 30 ng de plasmido Nod2 (barras abiertas) o estimuladas con 10 ng/ml de TNF-o
durante 4 horas (barras cerradas) y 70 ng del plasmido de expresion I-kBa S32A/S36A, IKKa K44A, IKKB
K44A, RICK (406-540) o RIP (558-671) en presencia de pBVIx-Luc y pEF-BOS-p-gal. Los resultados se
presentan como un porcentaje de valores obtenidos con Nod2 y el plasmido control. En los experimentos
mostrados, Nod2 y TNF-a indujeron 58 = 8 veces y 14 + 1 la activacion de NF-«xB, respectivamente. Los
valores representan la media + SD de los cultivos por triplicado. La Figura 5B muestra la induccion de NF-xB
en células Rat-1 y 5R derivadas. La induccién de la activacién de NF-xB se determin6 a partir de cultivos por
triplicado de 1 x 10° células HEK293T cotransfectadas con los plasmidos indicados y pBVIx-Luc en presencia
del plasmido control pEF-BOS-p-gal. Los valores representan la media + SD de cultivos por triplicado.

La Figura 6 muestra la interaccion de Nod2 con RICK. Las Figuras 6A y B muestran la interaccién entre Nod2
silvestre y mutante con RICK. Las células HEK293T se cotransfectaron con el plasmido de expresion de RICK
y Nod2 silvestre y mutante. El RICK co-inmunoprecipitado se detect6 mediante inmunotransferencia con
anticuerpo anti-Flag (panel superior). Los inmunoprecipitados de Nod2 se muestran en el panel inferior. Los
lisados totales se transfirieron con el anticuerpo anti-Flag (panel del medio). La Figura 6C muestra la
interaccion entre Nod2 y RICK silvestre y mutante. Las células HEK293T se cotransfectaron con el plasmido de
expresion de Nod2 silvestre y RICK-ACARD (residuos 1-374) o RICK-CARD (residuos 374540) el plasmido de
expresion de RICK y Nod2 silvestre y mutante. La Nod2 co-inmunoprecipitada se detecté mediante
inmunotransferencia con anticuerpo anti-HA (panel superior). Los lisados totales se transfirieron con el
anticuerpo anti-Flag (panel del medio) o anti-HA (panel inferior). Una banda de fondo se muestra con un
asterisco. La Figura 7 muestra que la oligomerizacién forzada de Nod2 induce la activacion de NF-KB. La
Figura 7A muestra un andlisis de expresion de las proteinas quiméricas Fpk3-Nod2 silvestre y mutante. Las
células HEK293T se transfectaron con el plasmido control (-) o los plasmidos que producen las proteinas
Fpk3Nod2 marcadas con Myc indicadas. Los extractos de igual nimero de células se inmunoprecipitaron e
inmunotransfirieron con anticuerpo anti-Myc de conejo. La Figura 7B muestra que la oligomerizacion forzada de
Nod2 induce la activacién de NF-kB. 2 x 10° células HEK293T se transfectaron con 1 ng de los plasmidos
indicados en presencia de pBVIx-luc y pEF-BOS-p-gal. 8 horas después de la transfeccion se tratd a las células
con AP1510 500 nM (barras negras) o se dejaron sin tratar (barras blancas). 24 horas después de la
transfeccion se determiné la transcripcion dependiente de kB como se describe mas adelante. Los valores
representan la media £ SD de los cultivos por triplicado.

La Figura 8 muestra la respuesta de las células HEK293T que expresan Nod1 a los componentes patdgenos
bacterianos y fungicos. La Figura 8A muestra datos de 1 X 10° células HEK293T que se transfeccionaron con
0,3 ng de pcDNA3-Flag (barras blancas) o pcDNA3Nod1-Flag (barras negras) en presencia de 600 ng de
pcDNAS3, 73 ng de pEFIBOS-pgal y 7,3 ng de pBXIV-luc. 8 horas después de la transfeccion se traté a las
células con 10 pg/ml de cada producto patégeno, acido lipoteicoico (LTA) o peptidoglicano (PGN) de
Staphylococcus aureus, lipopolisacarido (LPS) de Escherichia coli 055:B5, manano de Candida albicans 202,
lipoproteina bacteriana soluble sintética (SBLP) o se dejaron sin tratar (control). 24 horas después la
transfeccion, la transcripcion dependiente de kB se determind mediante la actividad luciferasa relativa y los
valores se normalizaron frente a B-galactosidasa en cultivos por triplicado. Como control, el inserto mostré
proteinas Nod1 inmunodetectadas con Ac anti-FLAG en lisados de células transfectadas con 1 ng de pcDNA3-
Nod1 en presencia (derecha) y ausencia (izquierda) de 10 pg/ml de LPS. La Figura 8B muestra datos de 1 X
10° células HEK293T que se transfeccionaron con 0,3 ng de pcDNA3-Flag (-), pcDNA3-Nod1-Flag (Nod1)
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pcDNA3-Nod1 (1-648)-Flag (Nod1ALRR), 300 ng de pcDNA3-FLAG-TLR4, 3 ng de pCMV-IL1R1 méas 100 ng
de pcDNA3-IL1B-HA (IL1) o 1 ng de pcDNA3-RIP-Flag (RIP) en presencia de 600 ng de pcDNA3, 73 ng de pEF
1BOS-Bgal y 7,3 ng de pBXIV-luc. Ocho horas después de la transfeccion se traté a las células con 10 pg/n-A
LPS (barras negras) o se dejaron sin tratar (barras blancas). Veinticuatro horas después de la transfeccion se
determind la transcripcion dependiente de kB como se ha descrito anteriormente.

La Figura 9 muestra la capacidad de respuesta diferencial de Nod1 y Nod2 a LPS de varias fuentes. 1 X 10°
células HEK293T se transfeccionaron con 0,3 ng de pcDNA3-Flag (-), pcDNA3-Nod1-Flag (Nod1) o pcDNA3-
Nod1 (1-648)-Flag (Nod1ALRR), 0,3 ng de pcDNAS3-Flag (-), pcDNA3-Nod1-Flag (Nod1) o pcDNA3-Nod1(1-
648)-Flag (Nod1ALRR), 0,03ng de pcDNA3-Nod2 o pcDNA3-Nod2(1-744)-Flag (Nod2ALRR) en presencia de
600 ng de pcDNA3, 73 ng de pEF1BOS-fgal y 7,3 ng de pBXIV-luc. 8 horas después de la transfeccién se tratd
a las células con 10 pg/ml de cada patégeno, LTA de S. aureus o S. sanguis, PGN de S. aureus, LPS de
Pseudomonas aeruginosa, Shigella flexneri 1A, Serratia marcescens, Salmonella typhimurium, Klebsiella
pneumoniae o E. coli 055:B5, o se dejaron sin tratamiento. Para la estimulacion de TNF-a, 22 horas después
de la transfeccion se incubaron las células con 10 ng/ml de TNF-a durante 2 horas. La Figura 10 muestra la
interaccion fisica entre Nod1 y LPS. 1 x 10® células HEK293T se transfectaron con 30 pug de pcDNA3-Flag-
Nod1, pRK7-FLAG-IKKB, pcDNA3-FLAG-TKKIi, pcDNA3-FLAG-IKKy o pcDNA3-CIPER-FLAG (Takeuchi y col.,

Immunity, 4:443 [1999]). 24 horas después de la transfecciéon se prepararon fracciones S100 de celulas
transfectadas como se describe mas adelante. La radiactividad de [ H] LPS co-inmunoprecipitada con el Ac
anti-FLAG se determiné como se describe mas adelante. La Figura 10A muestra el lisado S100 de células
transfectadas incubado con [*H] LPS, Ac M2 anti-FLAG, proteina A-Sefarosa y Proteina G-Sefarosa. La Figura
10B muestra los datos de proteinas inmunopurificadas primero a partir de 20 mg del lisado S100 e incubadas
con [°H] LPS en presencia de 10 mg de BSA. La radiactividad co-inmunoprecipitada se determiné como se
describe con detalle mas adelante. La expresion de cada proteina en 50 pg del lisado S100 se inmunodetectd
con Ac anti-FLAG.

La Figura 11 muestra la secuencia de acido nucleico de SEC ID N¢ 33.

La Figura 12 muestra la secuencia de acido nucleico de SEC ID N@ 1.

La Figura 13 muestra la secuencia polipeptidica de SEC ID N° 2

La Figura 14 muestra la secuencia polipeptidica de SEC ID N® 3.

La Figura 15 muestra la secuencia polipeptidica de SEC ID N 34.

La Figura 16 muestra el acido nucleico (SEC ID N? 35 (tipo silvestre) y 36 (mutante) y el polipéptido (SEC ID
N¢ 51 (tipo silvestre) y la SEC ID N2 52 (mutante)) del exdn 11 de Nod2.

Descripcion general de la invencion

La presente invencion se refiere a moléculas de sefalizacion intracelular, en concreto a la proteina y los acidos
nucleicos Nod2 que codifican la proteina Nod2. Se encontré que la proteina Nod2 tenia homologia estructural con la
proteina Nod1. Apaf-1 y Nod1 (también denominado CARD4) son miembros de una familia de proteinas
intracelulares que estan compuestas por un dominio de reclutamiento de la caspasa en NH2-terminal (CARD), un
dominio de unién al nucleétido (NBD) localizado centralmente y un dominio regulador en COOH-terminal (Bertin y
col., J. Biol. Chem. 274: 12955-12958 [1999], Inohara y col., J. Biol. Chem. 274: 14560-14568 [1999]). Mientras que
Apaf-1 posee repeticiones de WD40, Nod1 contiene repeticiones ricas en leucina (LRR) en su extremo C. Las
similitudes estructurales y funcionales entre Apaf-1 y Nod1 sugieren que estas proteinas comparten un mecanismo
molecular comin para la activacion y la funcion efectora. En el caso de Apaf-1, las repeticiones WD-40 actian como
dominio de reconocimiento para el dafno mitocondrial a través de la unién al citocromo c, permitiendo que Apaf-1
oligomerice e interaccione con la procaspasa-9 a través de una interaccion hemofilica CARD-CARD (Li y col., Cell
91: 479-489 [1997], Zou y col., J. Bio. Chem. 274: 11549-11556 [1999]). La oligomerizacién de Apaf-1 esta mediada
por el NBD y se piensa que induce la proximidad y la activacién proteolitica de las moléculas de procaspasa-9 en el
complejo del apoptpsoma (Srinivasula y col., Mol. Cell 1: 949-957 [1998], Hu y col., J. Bio. Chem. 273: 33489-34494
[1998]).

Estudios previos mostraron que Nod1 estimula la apoptosis cuando se sobreexpresa en las células, pero al contrario
que Apaf-1, induce la activacion de NF-kB (Bertin y col., anteriormente, Inohara y col., anteriormente). La activacion
de NF-kB inducida por Nod1 esta mediada por la asociacion del CARD de Nod1 con el correspondiente CARD de
RICK (también denominado RIP2 and CARDIAK), una proteina quinasa que activa NF-kB (Bertin y col.,
anteriormente, Inohara y col., anteriormente, Inohara y col., J. Biol. Chem. 273: 12296-12300 [1998], McCarthy y col.,
J. Bio. Chem. 273, 16968-16975 [1998], Thome y col., Curr. Biol. 8: 885-888 [1998]). Los analisis con formas
silvestre (sv) y mutante de Nod1 y RICK han sugerido que Nod1 y RICK actdan en la misma via de activacion de NF-
kB, en la que RICK funciona como mediador cadena abajo de la sefalizacién de Nod1 (Bertin y col., anteriormente,
Inohara y col., [1999] anteriormente, Inohara y col., J. Biol. Chem. 275: 27823-27831 [2000]). Nod1 se autoasocia a
través de su NBD y la oligomerizacién de Nod1 estimula la proximidad de las moléculas de RICK y la activacion de
NF-kB (Inohara y col., [2000], anteriormente). Nod1 también muestra una sorprendente similitud con una clase de
proteinas de resistencia (R) a la enfermedad encontrad en plantas (Parniske y col., Cell 91: 821-832 [1997], Dixon y
col., Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 97: 8807-8814 [2000]). Como Nod1, estas proteinas R intracelulares contienen
dominios efectores en N-terminal unidos a un NBD y comparten con Nod1 la presencia de multiples LRR localizados
en C terminal del NBD (Bertin y col., anteriormente, Dixon y col., anteriormente). Tras el reconocimiento especifico



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2400552 T3

de los productos patogénicos, estas proteinas R participan en una respuesta de defensa asociada con alteraciones
metabdlicas y localizan la muerte celular en el lugar de la invasién del patégeno (Dixon y col., anteriormente). Las
LRR de las proteinas R son muy diversas y parecen estar implicadas en el reconocimiento de una amplia gama de
componentes patogénicos (Parniske y col., anteriormente, Dixon y col., anteriormente). La pareja de unioén de las
LRR de Nod1 sigue sin conocerse. La homologia estructural de Nod1 con proteinas R de planta sugiere que otras
moléculas de tipo Nod1 que contienen LRR pueden existir en el genoma humana para permitir la activacién de estas
moléculas mediante diferentes conjuntos de estimulos intracelulares.

La identificacion y caracterizacion de Nod2, una proteina que contiene LRR con similitud estructural y funciona con
Nod1 se divulgan en el presente documento. Estos estudios indican que Nod2 activa NF-kB, pero al contrario que
Nod1, este nuevo homoélogo se expresa principalmente en los monocitos. La presente divulgacion no esta limitada a
ninguin mecanismo de accién concreto. De hecho, no es necesario conocer el mecanismo de accién para la practica
de la presente invencion. No obstante, Nod2 es un miembro de la familia Nod1/Apaf-1 que activa NF-kB mediante
interacciones con su CARDS en NH, terminal, ya que estos dominios eran necesarios y suficientes para la activacion
de NF-kB. Nod2 asociado con RICK a través de una interaccién CARD-CARD homéfila. La actividad de induccién de
NF-kB de Nod2 se correlaciond con su capacidad para asociarse con RICK y es inhibida por un mutante de RICK, lo
que sugiere que RICK es una diana cadena abajo directa de Nod2. Por tanto, las vias de sefalizacion de Nod1 y
Nod2 parecen usar RICK como un mediador cadena debajo de activacion de NF-kB. En contraste con Nod1, dos
CARD en tandem estan presentes en el extremo NHz de Nod2 y ambos eran necesarios para la asociacion con RICK
y la activacion de NF-«B.

Nod2 es la primera molécula que se sabe que contiene dos CARD. La base molecular subyacente ala requisito de
ambos CARD de Nod2 para a unién a RICK sigue sin estar clara. La presente divulgacion no esta limitada a ningan
mecanismo de accién concreto. De hecho, no es necesario conocer el mecanismo de accion para la practica de la
presente invencion. No obstante, se contempla que la presencia de ambos CARD puede potenciar la afinidad por el
CARD de RICK,

Otra posibilidad es que tras una interaccion inicial que implica un CARD de Nod2 y el CARD de RICK, Nod2 puede
sufrir un cambio conformacional que permita al segundo CARD asociarse a RICK con afinidad elevada. La region
intermedia de RICK se asocia con IKKy (Inohara y col., [2000], anteriormente), lo que proporciona un vinculo directo
entre Nod1/Nod2 y el complejo IKK. Consistente con este modelo, la activacion de NF-kB por Nod2 asi como la
inducida por Nod1 requeria IKKy y estaba inhibida por las formas negativas dominantes de IKKy, IKKa e IKKB. El
papel funcional para las LRR de Nod1 y Nod2 sigue sin estar claro. La LRR es un médulo de interaccion proteina-
proteina repetida que probablemente esté implicado en la activacién de Nod1 y Nod2 por sefiales cadena arriba. En
el caso de las proteinas R que contienen NBD/LRR de planta, sus LRR parecen ser importantes para el
reconocimiento de componentes patdégenos y sus dominios en N-terminal parecen mediar en una cascada de
sefalizacion que regula la expresion génica (Parniske y col., anteriormente, Dixon y col., anteriormente). Dado que
Nod1 y Nod2 activan NF-kB, sus LRR pueden actuar reconociendo un conjunto diferente de estimulos intracelulares
que median en la oligomeriizacion de Nod1 y Nod2 y la asociacién con RICK Dado que Nod2 se expresa
principalmente en monocitos, Nod2 podria servir como receptor intracelular que transduce las sehales en el
monocito/macréfago que conducen a la activacion de NF-kB y a la transcripcién de genes reguladores.

Las proteinas Nod2 de la presente invencion también estan implicados en el reconocimiento de patégenos
microbianos. El sistema inmunitario innato regula la respuesta inmediata a los patégenos micorbianos en multiples
organismos, incluidos los seres humanos. La respuesta inmunitaria innata se inicia mediante el reconocimiento de
componentes patogénicos especificos por las células inmunitarias huésped. Las células de mamifero tienen
receptores de superficie celular y mecanismos intracelulares que inician la respuesta de defensa contra patégenos
microbianos (Aderem y Ulevitch, Nature, 406:785-787 [2000]; Philpott y col., J. Immunol., 165:903-914 [2000]). Los
receptores de tipo toll (TLR) comprenden una familia de receptores de superficie celular que estan relacionados con
la proteina Toll de Drosophila, una molécula implicada en la defensa contra la infeccién fungica en la mosca (Aderem
y Ulevitch, anteriormente). Se han identificado diez TLR de mamifero (Aderem y Ulevitch, anteriormente). Dos
miembros de la familia, TLR2 and TLR4, se han caracterizado y se ha demostrado que median en la respuesta a
multiples componentes d ela pared celular bacteriana, incluidos el lipopolisacarido (LPS), lipop petidos,
peptidoglicanos (PGN) y acido lipoteicoico (LTA) (Yang y col., Nature, 395:284-288 [1998]; Poltorak y col., Science,
282:2085-2088 [1998]; Aliprantis y col., Science, 285:736-739 [1999]; Chow y col., J. Biol. Chem., 274: 10689-10692
[2000]; y Schwandner y col., J. Biol. Chem., 274: 17406-17409 [2000]). Los TLR de mamifero tienen multiples
repeticiones ricas el leucina en el ectodominio y un dominio del receptor de IL-1 de tipo Toll intracelular (TIR) que
media en una cascada de sefalizacion al nucleo (Aderem y Ulevitch, anteriormente). La estimulacién de TLR2 y
TLR4 conduce al reclutamiento de la molécula adaptadora MyD88 y la quinasa asociada con la serina quinasa IL-1R
(IRAK), dos componentes de sefializacion que junto con TRAF-6 median en la activaciéon de NF-kB (Aderem y
Ulevitch, anteriormente).

Las plantas tienen varias clases de genes que regulan la defensa contra los patégenos invasores. Una clase
importante de estas moléculas se denominan proteinas de resistencia (R) a la enfermedad sus miembros incluyen
proteinas unidas a la membrana y citosélicas. Estas son esenciales para la defensa contra multiples patégenos,
incluidas bacterias, hongos y virus (Dixon y col., PNAS, 97:8807-8814 [2000]). El tipo citosélico de las proteinas R
que incluyen el producto génico de tabaco N y hasta 200 productos génicos en Arabinopsis thaliana estan
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compuestos por un TIR en N-terminal o dominio efector en dedo de cinc, un dominio de unién al nucleétido
localizado centralmente (NBD) y repeticiones ticas en leucina en C-terminal (LRR) (Dixon y col., anteriormente). Las
LRR de las proteinas R citosdlicas son muy diversas y parecen estar implicadas en el reconocimiento de una amplia
gama de componentes microbianos (Dixon y col., anteriormente). Esta clase de proteinas resistentes a la
enfermedad participa en la respuesta de hipersensibilidad (HS) en plantas que incluye alteraciones metabdlicas y
muerte celular localizadala en el lugar de la invasion del patégeno (Dixon y col., anteriormente). Las proteinas R
citosodlicas de plantas tienen una considerable homologia estructural con Nodl/CARD4, una proteina recientemente
descrita relacionada con el regulador de la la apoptosis Apaf-1 (Zou y col., Cell, 90:405-413 [1997]; Bertin y col., J.
Biol. Chem., 274: 12955-12958; e Inohara y col., J. Biol. Chem., 274:14560-14568 [1999]). Como las proteinas R de
plantas, Nod1 estd compuesto por un dominio efector en N-terminal, un NBD localizado centralmente y multiples
LRR en el extremo C (Bertin y col., anteriormente, Inohara y col., anteriormente). Nod1 indice la activacion de NF-«B,
que esta mediada por la asociacién de su dominio de reclutamiento de caspasa en N-terminal (CARD) con la de
RICK, una proteina cinasa que también activa NF-kB (Bertin y col., anteriormente, Inohara y col., anteriormente, J.
Biol. Chem., 273:12296-12300 [1998]; McCarthy y col., J. Biol. Chem., 273:16968-16975; Thome y col., Curr. Biol.,
8:885-888 [1998]; Inohara y col., J. biol. Chem., 275:27823-27831 [2000]). No obstante, la(s) molécula(s)
desencadenante(s) que activa(n) Nod1 para mediar en la activacion de NF-KB siguen sin conocerse.

La presente invencién también demuestra que el lipopolisacarido (LPS) induce activacion de NF-kB en células
HEK293T que expresan Nod1, mientras que las células HEK293T parentales son insensibles al LPS. La presente
invencion no esta limitada a ningin mecanismo de accién concreto. De hecho, no es necesario conocer el
mecanismo de accion para la practica de la presente invencion. No obstante, en el sistema humano, se ha
demostrado que el complejo TLR4/MD2/CD14 sirve como receptor de superficie para el LPS (Aderem y Ulevitch,
anteriormente). Ademas del complejo TLR4 de superficie celular existen abundante evidencia de que las células de
mamifero tienen un receptor intracelular que detecta el LPS en el citoplasma de células infectadas por bacterias
(Philpott y col., anteriormente). Por ejemplo, las células epiteliales no responden al LPS extracelular purificado o
presentado en el contexto de cepas bacterianas gramnegativas no invasivas (Philpott y col., anteriormente). No
obstante, el LPS introducido dentro de las células epiteliales activa NF-kB (Philpott y col., anteriormente). Sin
embargo, hasta la fecha, la identificacion de un sistema de reconocimiento intracelular para LPS y/u otros productos
microbianos sigue sin estar clara. Dado que Nod1 puede conferir capacidad de respuesta a LPS, Nod1 puede actuar
como receptor intracelular para el LPS. La funciéon de Nod1 podria ser importante en la respuesta intracelular de las
células epiteliales contra las bacterias invasoras, ya que Nod1 se expresa en superficies epiteliales intestinales,
pulmonares y nasales en el embrion de ratdn tardio (Inohara y col., anteriormente). La presencia de un sistema de
detecciodn intracelular para LPS bacteriano se esperaria en las superficies epiteliales como las del intestino que estan
muy expuestas a bacterias y a productos bacterianos. En dichos 6rganos, el desencadenamiento de una respuesta
inflamatoria a productos bacterianos a través de receptores de superficie tales como TLR4 seria perjudicial para el
organismo. Las células HEK293T que expresan Nod2, otro miembro de la familia de Nod2, responden a LPS pero
Nod1 y Nod2 parecen tener diferentes preferencias por las preparaciones de LPS de diferentes bacterias. Estas
observaciones sugieren que, ademas de los TLR, los miembros de la familia Nod pueden representar otro sistema
inmunitario innato para el reconocimiento de una amplia gama de productos patogénicos. Por ejemplo, el genoma de
la planta Arabidopsis thaliana contiene aproximadamente 200 genes de resistencia a la enfermedad que codifican
proteinas NBD-LRR intracelulares relacionadas con Nod1 y Nod2 (Dixon y col., anteriormente).

Definiciones
Para facilitar la comprensién de la invencién, a continuacion se definen una serie de términos.

Como se usa en el presente documento, el término “Nod2”, cuando se usa en referencia a una proteina o &cido
nucleico, se refiere a una proteina o acido nucleico que codifica una proteina que, en su forma silvestre, activa NF-
kB y contiene dos CARD (dominios de reclutamiento de caspasa). El término Nod2 abarca tanto las proteinas que
son idénticas a Nod2 silvestre como las que derivan de la Nod2 silvestre (p. ej., variantes de Nod2 o genes
quiméricos construidos con porciones de regiones de codificacion de Nod?2).

Como se usa en el presente documento, la expresion “activa NF-kB”, cuando se usa en referencia a cualquier
molécula que activa NF-kB, se refiere a una molécula (p. €j., una proteina) que induce la actividad del factor de
transcripcion de NF-kB a través de una via de sefalizaciéon celular. Los ensayos para determinar si una molécula
activa NF-kB usan, por ejemplo, construcciones de genes indicadores respondedores a NF-kB. Ensayos adecuados
incluyen, entre otros, los descritos en los Ejemplos 4 y 5.

Como se usa en el presente documento, la expresion “actividad de Nod2” se refiere a cualquier actividad de la Nod2
silvestre. Con la expresion se pretende abarcar todas las actividades de Nod2 (p. ej., incluidas, entre otras, la
activaciéon de NF-kB, la unién a RICK y la potenciacién de la apoptosis.

El término “apoptosis” significa muerte celular no necrética que tiene lugar en las células de animales metazoos tras
la activacién de un programa de suicidio celular intrinseco. La apoptosis es un proceso normal en el desarrollo y la
homeostasis de los animales metazoos. La apoptosis implica cambios morfolégicos y bioquimicos caracteristicos,
incluidos la disminucién de tamafno de la célula, zeiosis o formacion de burbujas, de la membrana plasmatica, y el
colapso celular y la fragmentacién de la cromatina nuclear, en lugares dentro del nucleosoma, debido a la activacién



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2400552 T3

de una nucleasa endégena.

El término “gen” se refiere a una secuencia de acido nucleico (p. ej., ADN o ARN), que comprende secuencias de
codificacion necesarias para la produccion de un polipéptido o precursor (p. ej., Nod2). El polipéptido puede estar
codificado por una secuencia de codificacién de longitud completa o por cualquier parte de la secuencia de
codificacion siempre se conserven la actividad deseada o las propiedades funcionales (p. €j., actividad enzimatica,
unién del ligando, transduccién de la sefial, etc.) de | longitud completa o del fragmento. El término también abarca la
regién de codificacion de un gen estructural y las secuencias que incluye localizadas adyacentes a la region de
codificacién en los extremos tanto 5 como 3’ para una distancia de aproximadamente 1 kb en cualquier extremo de
modo que el gen corresponda a la longitud del ARNm de longitud completa. Las secuencias localizadas en 5’ de la
region de codificacion y que estan presentes en el ARNm se denominan secuencias 5 no traducidas. Las
secuencias localizadas en 3’ o cadena abajo de la regidén de codificacion y que estan presentes en el ARNm se
denominan secuencias 3’ no traducidas. El término “gen" abarca tanto ADNc como las formas genémicas de un gen.
Una forma gendmica o clon de un gen contiene la region de codificacion interrumpida con secuencias no codificantes
denominadas “intrones” o “regiones intermedias” o0 “secuencias intermedias”. Los intrones son segmentos de un gen
que se transcribe a ARN nuclear (ARNhn); los intrones pueden contener elementos reguladores, como los
potenciadores. Los intrones se eliminan o “cortan” del transcrito nuclear o primario; por tanto, los intrones no estan
en el transcrito de ARN mensajero (ARNm). EI ARNm funciona durante la traduccion para especificar la secuencia u
ordenar los aminoacidos en un polipéptido naciente.

En concreto, la expresion “gen Nod2” se refiere a la secuencia nucleotidica de Nod2 de longitud completa (p. €j.,
contenida en la SEC ID N® 1). No obstante, también se pretende que término abarque fragmentos de la secuencia de
Nod2, asi como otros dominios dentro de la secuencia de nucleétidos de Nod2 de longitud completa. Ademas, las
expresiones “secuencia de nucleétidos de Nod2” o “secuencia de polinucledtidos de Nod2” abarca secuencias de
ADN, ADNc y ARN (p. ej., ARNm).

Cuando en el presente documento se cita “secuencia de aminoacidos” para hacer referencia a una secuencia de
aminoacidos de una molécula proteica natural, con “secuencia de aminoacidos” y términos similares, tales como
“polipéptido” o “proteina” no se pretende limitar la secuencia de aminoacidos a la secuencia de aminoacidos nativa
completa asociada con la molécula proteica citada.

Ademas de contener intrones, las formas gendémicas de un gen también pueden incluir secuencias localizadas en
ambos extremos, 5’ y 3, de las secuencias presentes en el transcrito de ARN. Estas secuencias se denominan
secuencias o regiones “flanqueantes” (estas secuencias flanqueantes se localizan en 5’ 0 3’ de las secuencias no
traducidas presentes en el transcrito de ARN,). La regién flanqueante en 5’ puede contener secuencias reguladoras,
tales como promotores y potenciadores, que controlen o influyan sobre la transcripcion del gen. La region
flanqueante en 3’ puede contener secuencias que dirijan la terminacién de la transcripcién, la escision
postranscripcional y la poliadenilacion.

La expresién “de tipo silvestre” se refiere a un gen o producto génico que tiene las caracteristicas de ese gen o
producto génico cuando se aisla de una fuente de origen natural. Un gen de tipo silvestre es el que se observa mas
frecuentemente en una poblacién y, por lo tanto, se denomina arbitrariamente la forma “normal” o “de tipo silvestre”
del gen. Por el contrario, los términos “modificado”, “mutante” y “variante” se refiere a un gen o producto génico que
muestra modificaciones en secuencia y/o propiedades funcionales (es decir, caracteristicas alteradas) cuando se
compara con el gen o producto génico silvestre. Cabe destacar que se pueden aislar mutantes de origen
natural; los mismos se identifican por el hecho de que tienen caracteristicas alteradas cuando se

compararon con el gen o producto génico de tipo silvestre.

Como se usa en el presente documento, las expresiones “molécula de acido nucleico codificante”, “secuencia de
ADN codificante” y “ADN codificante” se refieren a el orden o secuencia de desoxirribonucleétidos a lo largo de una
hebra de acido desoxirribonucleico. El orden de estos desoxirribonucledtidos determina el orden de los aminoacidos
a lo largo de la cadena polipeptidica (proteina). Por tanto, la secuencia de ADN codifica la secuencia de
aminoacidos.

it

Se dice que las moléculas de ADN tienen extremos “5” y extremos “3”” porque los mononucleétidos reaccionan para
fabricar oligonucleétidos o polinucleé6tidos de un modo tal que el 5’fosfato de un anillo mononucleétidos fosfato esta
unido al oxigeno en 3’ de su vecino en una direccion mediante un enlace fosfodiéster. Por tanto, un extremo de un
oligonucleétido o polinucleétido, al que se hace referencia como “extremo 5 si su fosfato en 5 no estd unido al
oxigeno en 3’ de un anillo pentosa de mononucleétido y como “extremo 3™ si su oxigeno en 3’ no esté unido a un
fosfato en 5’ de un anillo pentosa de mononucleétido posterior. Como se usa en el presente documento, también se
puede decir que una secuencia de acido nucleico, incluso si es interna a un oligonucleétido mas grande, también
tiene extremos 5 y 3’. En una molécula de ADN lineal o circular, se hace referencia a los elementos pequefos
estando “cadena arriba” o en 5’ de los elementos “cadena abajo” o en 3'. Esta terminologia refleja el hecho de que la
transcripcion progresa en direccion 5’ a 3’ a lo largo de la hebra de ADN. El promotor y los elementos potenciadores
que dirigen la transcripcién de un gen ligado se localizan, en general, en 5 o cadena arriba de la region de
codificacion. No obstante, los elementos potenciadores pueden ejercer su efecto incluso cuando se localizan en 4’
del elemento promotor y la region de codificacion. Las senales de terminacién de la transcripcién y de poliadenilacion
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se localizan en 3’ o cadena debajo de la regién de codificacion.

Como se usa en el presente documento, las expresiones “oligonucleétido que tiene una secuencia de nucleétidos
que codifica un gen” y “polinucleétido que tiene una secuencia de nucleétidos que codifica un gen” significan una
secuencia de acido nucleico que comprende la region de codificacion de un gen o, en otras palabras, la secuencia
de acido nucleico que codifica un producto génico. La regién de codificaciéon puede estar presente en una forma de
ADNc, ADN gendmico o ARN. Cuando esta presente en forma de ADN, el oligonucleétido o polinucleétido puede ser
monocatenario (es decir, la hebra sentido) o bicatenario. Elementos de control adecuados, tales como
potenciadores/promotores, uniones de corte y empalme, sefales de poliadenilacién etc., pueden colocarse cerca de
la regién de codificaciéon del gen si es necesario para permitir el inicio adecuado de la transcripcion y/o el correcto
procesamiento del transcrito de ARN primario. Como alternativa, la region de codificacion usada en los vectores de
expresion de la presente invencién puede contener potenciadores/promotores enddgenos, uniones de corte y
empalme, secuencias intermedias, sefiales de poliadenilacion etc., 0 una combinaciéon de elementos de control tanto
enddgenos como exdgenos.

Como se usa en el presente documento, la expresion “elemento regulador” se refiere a un elemento genético que
controla algun aspecto de la expresidén de secuencias de acido nucleico. Por ejemplo, un promotor es un elemento
regulador que facilita la iniciacion de la transcripcion de una regién de codificacidon unida operablemente. Otros
elementos reguladores incluyen sefales de corte y empalme, sefales de poliadenilacién, sefales de terminacion etc.

Como se usa en el presente documento, los términos “complementario” o “complementariedad” se usan en
referencia a polinucle6tidos (es decir, una secuencia de nucleétidos) de acuerdo con las reglas de apareamiento de
bases. Por ejemplo, para la secuencia "A-G-T," es complementaria a la secuencia "T-C-A." La complementariedad
puede ser “parcial”, en la que solo algunas de las bases nucleotidicas estan apareadas de acuerdo con las reglas de
apareamiento de bases. O puede haber complementariedad “completa” o “total” entre los acidos nucleicos. El grado
de complementariedad entre las hebras de acido nucleico tiene efectos significativos sobre la eficiencia y la fuerza
de la hibridacién entre hebras de &acido nucleico. Esto es de particular importancia en las reacciones de
amplificacion, asi como en los procedimientos de deteccion que dependen de la unién entre acidos nucleicos.

El término “homologia” se refiere a un grado de complementariedad. Puede haber homologia parcial u homologia
completa (es decir, identidad). Una secuencia parcialmente complementaria es una que inhibe al menos
parcialmente la hibridacién de una secuencia completamente complementaria con un acido nucleico diana y se
denomina usando la expresion funcional “sustancialmente homélogo”. La expresion “inhibicién de la unién”, cuando
se usa en referencia a la union del acido nucleico, se refiere a la inhibicién de la unién debido a la competicion de las
secuencias homoélogas por la unién a una secuencia diana. La inhibicién de la hibridacién de la secuencia
completamente complementaria con la secuencia diana se puede analizar usando un ensayo de hibridacion (de
transferencia Southern o Northern, hibridacién en solucién y similares) en condiciones de rigurosidad baja. Una
secuencia o sonda sustancialmente homoéloga competira e inhibira la unién (es decir, la hibridaciéon) de una
completamente homéloga a una diana en condiciones de rigurosidad baja. Cabe mencionar que las condiciones de
rigurosidad baja son tales que se permita la unién inespecifica; las condiciones de rigurosidad baja requieren que la
unién de dos secuencias entre si sea una interaccién especifica (es decir, selectiva). La ausencia de unién
inespecifica puede analizarse mediante el uso de una segunda diana que carece de incluso un grado parcial de
complementariedad (es decir, una identidad inferior a aproximadamente el 30 %); en ausencia de unién inespecifica,
la sonda no hibridara con la segunda diana no complementaria.

En la técnica se sabe que se pueden emplear numerosas condiciones equivalentes para comprender condiciones de
rigurosidad baja; se consideran factores tales como la longitud y la naturaleza (ADN, ARN, composicién en bases)
de la sonda y la naturaleza de la diana (ADN, ARN, composiciéon en bases, presente en solucién o inmovilizados
etc.) y la concentracién de las sales y otros componentes (p. €j., la presencia o ausencia de formamida, sulfato de
dextrano, polietilenglicol) y la solucién de hibridacién se puede variar para generar condiciones de hibridaciéon de
rigurosidad baja diferentes, pero equivalentes, de las condiciones enumeradas anteriormente. Ademas, en la técnica
se conocen condiciones que estimulan la hibridacién en condiciones de rigurosidad alta (p. e€j., incrementar la
temperaturas de la hibridacién y/o etapas de lavado, el uso de formamida en la solucién de hibridacion etc.).

Cuando se usa en referencia a una secuencia de acido nucleico bicatenario, tal como un ADNc o clon genémico, la
expresion “sustancialmente homologo” se refiere a cualquier sonda que pueda hibridar con una o ambas hebras de
la secuencia de acido nucleico bicatenario en condiciones de baja rigurosidad, como se ha descrito anteriormente.

Un gen puede producir mdultiples especies de ARN que se generan mediante corte y empalme diferencial del
transcrito de ARN primario. Los ADNc que son variantes de corte y empalme del mismo gen contendran regiones de
identidad de secuencia u homologia completa (que representan la presencia del mismo exén o porcién del mismo
exon sobre ambos ADNCc) y regiones de no identidad completa (por ejemplo, que representan la presencia del exén
“A” sobre el ADNc 1 en el que el ADNc2 contiene el exén “B” en su lugar). Dado que los dos ADNc contienen
regiones de identidad de secuencia, ambos hibridaran con una sonda que proceda de todo el gen o de porciones del
gen que contienen secuencias encontradas en ambos ADNc; las dos variantes de corte y empalme son, por tanto,
sustancialmente homoélogas a dicha sonda y entre si.
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Cuando se usa en referencia a una secuencia de acido nucleico monocatenario, la expresién “sustancialmente
homologo” se refiere a cualquier sonda que pueda hibridar (es decir, es la complementaria de) con la secuencia de
acido nucleico bicatenario en condiciones de baja rigurosidad, como se ha descrito anteriormente.

Como se usa en el presente documento, la expresion “compite por la unién” se usa en referencia a un primer
polipéptido con una actividad que se une al mismos sustrato que un segundo polipéptido con una actividad, en la
que el segundo polipéptido es una variante del primer polipéptido o un polipéptido diferente o relacionado. La
eficiencia (p. €j., cinética o termodinamica) de la unién por el primer polipéptido puede ser igual 0 mayor o0 menor que
la eficiencia de la unién del sustrato por el segundo polipéptido. Por ejemplo, la constante de unién en el equilibrio
(Kp) para la unién al sustrato puede ser diferente para los dos polipéptidos. El término “Ky,” como se usa en este
documento se refiere a la constante de Michaelis-Menten para una enzima se define como la concentracion del
sustrato especifico a la que una enzima dada produce la mitad de su velocidad maxima en una reaccion catalizada
por enzima.

Como se usa en el presente documento, el término “hibridacion” se usa con referencia al emparejamiento de acidos
nucleicos complementarios. La hibridacion y la fuerza de la hibridacion (es decir, la fuerza de la asociacién entre los
acidos nucleicos) estan influidas por factores tales como el grado de complementariedad entre los acidos nucleicos),
la rigurosidad de las condiciones implicadas y la Tm del hibrido formado y la proporcién G:C dentro de los acidos
nucleicos.

Como se usa en el presente documento, el término “Tm” se usa con referencia a la “temperatura de fusién”. La
temperatura de fusién es la temperatura a la que la poblacion de moléculas de acido nucleico bicatenario se disocia
a la mitad en hélices Unicas. La ecuacion para calcular la Tm de &cidos nucleicos. Como se indica por referencias
convencionales, una estimacion simple del valor Tm se puede calcular con la ecuacion: T = 81,5 + 0,41 (% G + C),
cuando un &cido nucleico esta en solucion acuosa a NaCl 1 M (véase, por ejemplo, Anderson y Young, Quantitative
Filter Hybridization, in Nucleic Acid Hybridization (1985). Otras referencias incluyen calculos mas sofisticados que
tienen en cuenta caracteristicas estructurales, asi como caracteristicas de secuencia para el calculo de Tn,.

Como se usa en el presente documento, el término “rigurosidad” se usa con referencia a las condiciones de
temperatura, fuerza ibénica y presencia de otros compuestos, tales como disolventes organicos, en las que se
realizan las hibridaciones de acidos nucleicos. Los expertos en la técnica reconoceran que condiciones de
“rigurosidad” se pueden alterar variando los parametros que se acaban de describir individualmente o en conjunto.
En condiciones de “alta rigurosidad”, el emparejamiento de bases de acidos nucleicos tendra lugar solamente entre
fragmentos de &cido nucleico que tienen una alta frecuencia de secuencias de bases complementarias (p. €j.,
hibridacion en condiciones de “alta rigurosidad” se puede producir entre homdlogos con una identidad de
aproximadamente 85 — 100 %, preferentemente una identidad de aproximadamente 70 — 100 %). En condiciones de
“rigurosidad media”, el emparejamiento de bases de acidos nucleicos tendra lugar entre acidos nucleicos con una
frecuencia intermedia de las secuencias de bases complementarias (p. ej., la hibridacion en condiciones de
“rigurosidad media” se puede producir entre homélogos con una identidad de aproximadamente 50 — 70 %). Por
tanto, a menudo se requieren condiciones de rigurosidad “débil” o “baja” con acidos nucleicos que derivan de
organismos que son genéticamente diversos, ya que la frecuencia de las secuencias de complementariedad suele
ser menor.

"Condiciones de rigurosidad alta”, cuando se usan en referencia a la hibridacion de &cidos nucleicos, comprenden
condiciones equivalentes a la unién o hibridaciéon a 42 °C en una solucién que consiste en 5X SSPE (43,8 g/l NaCl,
6,9 g/l NaH2PO4 H>O y 1,85 g/l EDTA, pH ajustado a 7,4 con NaOH), 0,5% de SDS, 5X reactivo de Denhardt y 100
ug/ml de ADN desnaturalizado de esperma de salmén seguido de lavado en una solucién que comprende 0,1X
SSPE, 1,0% de SDS a 42 °C cuando se emplea una sonda de aproximadamente 500 nucleétidos de longitud.

"Condiciones de rigurosidad media”, cuando se usan en referencia a la hibridacién de acidos nucleicos, comprenden
condiciones equivalentes a la union o hibridaciéon a 42 °C en una solucion que consiste en 5X SSPE (43,8 g/l NaCl,
6,9 g/l NaH>PO4 H2O y 1,85 g/l EDTA, pH ajustado a 7,4 con NaOH), 0,5% de SDS, 5X reactivo de Denhardt y 100
ug/ml de ADN desnaturalizado de esperma de salmén seguido de lavado en una solucién que comprende 1,1X
SSPE, 1,0% de SDS a 42 °C cuando se emplea una sonda de aproximadamente 500 nucleétidos de longitud.

“Condiciones de rigurosidad baja” comprenden condiciones equivalentes a la unién o hibridacién a 42 °C en una
solucién que consiste en 5X SSPE (43,8 g/l NaCl, 6,9 g/l NaH,PO4 H.O y 1,85 g/l EDTA, pH ajustado a 7,4 con
NaOH), 0,1% SDS, 5X reactivo de Denhardt [50X de Denhardt contiene por 500 ml: 5 g de Ficoll (Tipo400,
Pharamcia), 5 g de BSA (Fraccién V; Sigma) y 100 ug/ml de ADN de esperma de salmén desnaturalizado, seguido
de lavado en una solucion que comprende 5X SSPE, 0,1% SDS a 42 °C cuando se emplea una sonda de
aproximadamente 500 nucleétidos de longitud.

Los siguientes términos se usan para describir las relaciones de secuencia entre dos o mas polinucleétidos.
“secuencia de referencia”, “identidad de secuencia”, “porcentaje de identidad de secuencia” e “identidad sustancial”.
Una “secuencia de referencia” es una secuencia definida usada como base para una comparacién de secuencias;
una secuencia de referencia puede ser un subconjunto de una secuencia mas grande, por ejemplo como segmento

de una secuencia de ADNc de longitud completa dada en un listado de secuencias o puede comprender una
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secuencia génica completa. En general, una secuencia de referencia tiene una longitud de al menos 20 nucleétidos,
con frecuencia una longitud de al menos 25 nucleétidos, y a menudo una longitud de al menos 50 nucleétidos. Dado
que dos polinucleétidos pueden cada uno (1) comprender una secuencia (es decir, una porcién de la secuencia de
polinucledtidos completa) que es similar entre los dos polinucledtidos y (2) puede ademas comprender una
secuencia que es divergente entre los dos polinucledtidos, las comparaciones de secuencia entre dos (0 mas)
polinucleétidos normalmente se realizan comparando secuencias de los dos polinucleétidos sobre una “ventana de
comparacién” para identificar y comparar regiones locales de similitud de secuencia. Una “ventana de comparacién”,
como se usa en el presente documento, se refiere a un segmento conceptual de al menos 20 posiciones de
nucleotidos contiguos en el que una secuencia de polinucléotidos se puede comparar con una secuencia de
referencia de al menos 20 nucle6tidos contiguos y en el que la porciéon de la secuencia de polinucleétidos en la
ventana de comparacion puede comprender adiciones o deleciones (es decir, huecos) del 20 por ciento 0 menos en
comparacién como la secuencia de referencia (que no comprende adiciones o deleciones) para una alineacién
optima de las dos secuencias. La alineacién 6ptima se secuencias para alinear una ventana de comparacion se
puede realizar mediante el logaritmo de homologia local de Smith y Waterman [Smith and Waterman, Adv. Appl.
Math. 2: 482 (1981)] mediante el algoritmo de alineacién de homologia de Needleman y Wunsch [Needleman y
Wunsch, J. Mol. Biol. 48:443 (1970)], mediante la busqueda para el método de similitud de Pearson y Lipman
[Pearson y Lipman, Proc. Natl. Acad Sci. (EE.UU. 85:2444 (1988)], mediante implementaciones computerizadas de
estos algoritmos (GAP, BESTFIT, FASTA y TFASTA en el paquete de software Wisconsin Genetics Software
Package, version 7.0, Genetics Computer Group, 575 Science Dr., Madison, WI), o mediante inspecciéon y se
selecciona la mejor alineacién (es decir, la que tiene como resultado el mayor porcentaje de homologia sobre la
ventana de comparacién) generada mediante los diversos procedimientos. La expresion “identidad de secuencia”
significa que dos secuencias de polinucleétidos son idénticas (es decir, nucleétido por nucleétido) sobre la ventana
de comparacién. La expresion “porcentaje de identidad de secuencia” se calcula comparando dos secuencias
alineadas 6ptimamente sobre la ventana de comparacion, determinando el nUmero de posiciones en las que la base
de acido nucleico idéntica (p. ej., A, T, C, G, U o I) se produce en ambas secuencias, para dar el nimero de
posiciones coincidentes, dividiendo el nimero de las posiciones coincidentes por el nimero total de posiciones en la
ventana de comparacion (es decir, el tamafo de la ventana) y multiplicando el resultado por 100 para proporcionar el
porcentaje de identidad de secuencia. Las expresiones “identidad sustancial” como se usa en el presente documento
indica una caracteristica de una secuencia de polinucleétidos, en la que el polinucleétido comprende una secuencia
que tiene una identidad de secuencia de al menos un 99 por ciento en comparacién con una secuencia de referencia
sobre una ventana de comparacion de al menos 20 posiciones de nucleétidos, con frecuencia sobre una ventana de
al menos 25-50 nucledtidos, en la que el porcentaje de identidad de secuencia se calcula comparando la secuencia
de referencia con la secuencia del polinucleétido que puede incluir deleciones o adiciones que totalizan un 20 por
ciento o menos de la secuencia de referencia sobre la ventana de comparacién. La secuencia de referencia puede
ser un subconjunto de una secuencia mas grande, por ejemplo como un segmento de las secuencias de longitud
completa de las composiciones reivindicadas en la presente invencion (p. ej., Nod2).

Como se aplica a polipéptidos, la expresion “identidad sustancial” significa que dos secuencias peptidicas, cuando
estan alineadas éptimamente, tal como mediante los programas GAP o BESTFIT usando pesos de huecos por
defecto, comparten una identidad de secuencia de al menos 80%, preferentemente una identidad de secuencia de al
menos 90%, mas preferentemente una identidad de secuencia de al menos 95% o0 mas (p. €j., una identidad de
secuencia del 99 por ciento). Preferentemente, las posiciones de los residuos que no son idénticas difieren en
sustituciones conservadoras de aminodcidos. Las sustituciones conservadoras de amino&cidos hacen referencia a la
capacidad de intercambio de residuos que tienen cadenas laterales similares. Por ejemplo, un grupo de aminoéacidos
que tienen cadenas laterales alifaticas es glicina, alanina, valina, leucina e isoleucina; un grupo de aminodacidos que
tienen cadenas laterales alifaticas-hidroxilo es serina y treonina; un grupo de aminoacidos que tienen cadenas
laterales que contienen amida es asparagina y glutamina; un grupo de aminoacidos que tienen cadenas laterales
aromaticas es fenilalanina, tirosina y triptéfano; un grupo de aminodacidos que tienen cadenas laterales basicas es
lisina, arginina e histidina; y un grupo de amino&cidos que tienen cadenas laterales que contienen azufre es cisteina
y metionina. Grupos preferidos para la sustitucion conservadora de aminoacidos son: valina-leucina-isoleucina,
fenilalanina-tirosina, lisina-arginina, alanina-valina y asparagina-glutamina.

El término “fragmento”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a un polipéptido que tiene una delecion
en el amino terminal y/o el carboxi terminal en comparacion con la proteina nativa, pero en el que la secuencia de
aminoacidos restante es idéntica a las correspondientes posiciones en la secuencia de aminoacidos deducida de
una secuencia de ADNc de longitud completa. Normalmente, los fragmentos tienen una longitud de al menos 4
aminodcidos, preferentemente una longitud de al menos 20 aminodcidos, normalmente una longitud de al menos 50
aminoacidos o mayor, y abarcan la porcion del polipéptido requerida para la union intermolecular de las
composiciones (reivindicadas en la presente invencion) con sus diversos ligandos y/o sustratos.

La expresion “locus polimoérfico” es un locus presente en una poblacién que muestra variacién entre miembros de la
poblacién (p. €j., el alelo mas comdn tiene una frecuencia inferior a 0,95). Por el contrario, un “locus monomérfico” es
un locus genético con pocas o sin variaciones observadas entre miembros de la poblaciéon (generalmente se asume
que es un locus en el que el alelo mas comun supera una frecuencia de 0,95 en el grupo de genes de la poblacion).
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La expresion “natural”, como se usa en el presente documento aplicada a un objeto, se refiere al hecho de que un
objeto se puede encontrar en la naturaleza. Por ejemplo, una secuencia polipeptidica o polinucleotidica que esta
presente en un organismo (incluidos virus) que se pueden aislar de una fuente de la naturaleza y que no se ha
modificado intencionadamente por el hombre en el laboratorio es natural.

“Amplificacién” es un caso especial de replicacion de acido nucleico que implica especificidad de molde. Se tiene
que contrastar con replicacion inespecifica del molde (es decir, replicacién dependiente de molde pero no
dependiente de un molde especifico). En el presente documento, especificidad de molde se distingue de fidelidad de
la replicacion (es decir, sintesis de la secuencia de polinucleétidos adecuada) y especificidad de nucleétidos (ribo o
desoxirribo). La especificidad de molde con frecuencia se describe en términos de especificidad de “diana”. Las
secuencias diana son “dianas” en el sentido de que se buscar separarlas de otros acidos nucleicos. Las técnicas de
amplificacion se han disefiado principalmente para esta ordenacion.

La especificidad de molde se consigue en la mayoria de las técnicas de amplificacion mediante la eleccién de la
enzima. Las enzimas de amplificacion son encimas que, en las condiciones en las que se usan, procesaran
Unicamente secuencias especificas de acido nucleico en una mezcla heterogénea de &cido nucleico. Por ejemplo, en
el caso de la Qp replicasa, el ARN de MDV-1 es el molde especifico para la replicasa (D.L. Kacian y col., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 69:3038 [1972]). Otros acidos nucleicos no se replicaran mediante esta enzima de amplificacién. De
un modo similar, en el caso de la ARN polimerasa de T7, esta enzima de amplificacién tiene una especificidad
rigurosa por sus propios promotores (M. Chamberlin y col., Nature 228:227 [1970]). En el caso de la ADN ligasa de
T4, la enzima no ligaré los dos oligonucleétidos o polinucleétidos, en los que hay una falta de apareamiento entre el
sustrato oligonucle6tido o polinucleétido y el molde en el punto de unién (D.Y. Wu y R B. Wallace, Genomics 4:560
[1989]). Por ultimo, se ha encontrado que las polimerasas Taqg y Pfu, en virtud de su capacidad para funcional a
temperatura alta, muestran una especificidad alta por las secuencias unidas y, por tanto, definidas por los
cebadores; las alta temperatura da lugar a condiciones termodinamicas que favorecen la hibridacién del cebador con
las secuencias diana y no la hibridacion con secuencias no diana (H.A. Erlich (ed.), PCR Technology, Stockton Press
[1989]).

Como se usa en el presente documento, el término “acido nucleico amplificable” se usa con referencia a acidos
nucleicos que se pueden amplificar mediante cualquier procedimiento de amplificacion. Se contempla que “acido
nucleico amplificable” normalmente comprender “molde de la muestra”.

Como se usa en el presente documento, la expresion “molde de la muestra” se refiere al acido nucleico de una
muestra en el que se analiza la presencia de la "diana" (definido méas adelante). Por el contrario, “molde basico” se
usa en referencia al acido nucleico que no sea el molde de la muestra que puede o no estar presente en una
muestra. El molde basico con frecuencia es inadvertido. Puede ser el resultado de un arrastre o puede deberse a la
presencia de contaminantes del acido nucleico que se desean eliminar de la muestra mediante purificacion. Por
ejemplo, los acidos nucleicos de organismos distintos a los que se van a detectar pueden estar presentes como
fondo en una muestra de ensayo.

Como se usa en el presente documento, el término “cebador” se refiere a un oligonucleétido, natural como en un
digesto de restriccion purificado o producido sintéticamente, que es capaz de actuar como punto de inicio de la
sintesis cuando se introduce en las condiciones en las que la sintesis de un producto de extensién del cebador, que
es complementario a una hebra de &acido nucleico, se induce, es decir, en presencia de nucleétidos y un agente
inductor tal como una ADN polimerasa y a una temperatura y pH adecuados. Preferentemente, el cebador es
monocatenario para una maxima eficiencia en la amplificacién, pero, como alternativa, puede ser bicatenario. Si es
bicatenario, el cebador se trata primero para separar las hebras antes de usar para preparar productos de extension.
Preferentemente, el cebador es un oligodesoxirribonucleétido. El cebador debe ser lo bastante largo como para
cebar la sintesis de los productos de extension en presencia del agente inductor. Las longitudes exactas de los
cebadores dependeran de muchos factores, incluidos la temperatura, la fuente del cebador y el uso del
procedimiento.

Como se usa en el presente documento, el término “sonda” se refiere a un oligonucleétido (es decir, una secuencia
de nucledtidos), ya sean naturales como en un digesto de restriccién purificado, o producidos de forma sintética, de
forma recombinante o mediante amplificacion por OCR, que es capaz de hibridar con otro oligonucleétido de interés.
Una sonda puede ser bicatenaria o monocatenaria. Las sondas son utiles en la deteccién, identificacién y
aislamiento de secuencias génicas concretas. Se contempla que cualquier sonda usada en la presente invencion
esté marcada con cualquier “molécula indicadora”, de modo que sea detectable en cualquier sistema de deteccion,
incluidos, entre otros, enzimas (p. ej., ELISA, asi como ensayos histoquimicos basados en enzimas), sistemas
fluorescentes, radioactivos y luminiscentes. No se pretende que la presente invencién esté limitada a ningun sistema
de deteccion o marcador concreto.

Como se usa en el presente documento, el término “diana”, como se usa en referencia a la reaccién en cadena de la
polimerasa, se refiere a la region de acido nucleico unida por los cebadores usados por la reaccion en cadena de la
polimerasa. Por tanto, se busca separar la “diana” de otras secuencias de acido nucleico. Un “segmento” se define
como una region de &cido nucleico dentro de la secuencia diana.
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Como se usa en el presente documento, la expresion “reaccion en cadena de la polimerasa” ("PCR”) se refiere al
procedimiento de K.B. Mullis, patentes de EE.UU. n® 4.683.195. 4.683.202. y 4.965.188, que se incorporan en el
presente documento por referencia, que describen un procedimiento para aumentar la concentracién de un
segmento de secuencia diana en una mezcla de ADN gendmico sin clonacion o purificacion. Este procedimiento
para amplificar la secuencia diana consiste en introducir un gran exceso de dos cebadores oligonucleotidicos en la
mezcla de ADN que contiene la secuencia diana deseada, seguida de una secuencia precisa de ciclado térmico en
presencia de una ADN polimerasa. Los dos cebadores son complementarios de sus respectivas hebras de la
secuencia diana bicatenaria. Para efectuar la amplificacion, la mezcla se desnaturaliza y los cebadores se hibridan
después con sus secuencias complementarias dentro de la molécula diana. Después de la hibridacién, los
cebadores se extienden con polimerasa para formar un nuevo par de hebras complementarias. Las etapas de
desnaturalizacién, hibridacion del cebador y extension por polimerasa se pueden repetir muchas veces (es decir,
desnaturalizacién, hibridacién y extension constituyen un “ciclo”, puede haber numerosos “ciclos”) para obtener una
concentracion alta de un segmento amplificado de la secuencia diana deseada. La longitud del segmento de la
secuencia diana deseada se determina mediante las posiciones relativas de los cebadores entre si y, por lo tanto,
esta longitud es un parametro controlable. En virtud del aspecto de repeticién del procedimiento, el procedimiento se
denomina “reaccion en cadena de la polimerasa” (en lo sucesivo, “PCR”). Debido a que los segmentos deseados
amplificados de la secuencia diana se convierten en las secuencias dominantes (en términos de concentracion) en la
mezcla, se dice que se “amplifican por PCR”.

Con la PCR, es posible amplificar una Gnica copia de una secuencia diana especifica en el ADN gendmico hasta un
nivel detectable mediante varias metodologias diferentes (p. €j., hibridacién con una sonda marcada; incorporacién
de los cebadores biotinilados seguido de deteccion del conjugado avidina-enzima; incorporacion de
desoxinucledtidos trifosfatos marcados con **P, tales como dCTP o dATP, en el segmento amplificado). Ademas del
ADN genémico, se puede amplificar cualquier secuencia de oligonucleétido o polinucleétido con el conjunto
adecuado de moléculas cebadoras. En concreto, los segmentos amplificados creados mediante el propio
procedimiento de PCR son, ellos mismos, moldes eficientes para las posteriores amplificaciones por PCR.

Como se usa en el presente documento, las expresiones "producto de PCR", "fragmento de PCR" y "producto de
amplificacion" hacen referencia a la mezcla resultante de compuestos después de completar dos o0 mas ciclos de las
etapas de PCR de desnaturalizacién, hibridacién y extensién. Estas expresiones abarcan el caso en el que se ha
producido amplificacién de uno o mas segmentos de una o mas secuencias diana.

Como se usa en el presente documento, la expresién “reactivos de amplificacion” se refiere a los reactivos
(desoxirribonucleodtidos trifosfato, tampén, etc.) necesarios para la amplificacion excepto los cebadores, molde de
acido nucleico y la enzima de amplificacion. Normalmente, los reactivos de amplificacion junto con otros
componentes de reaccion se colocan y contienen en un vaso de reaccién (tubo de ensayo, micropocillo etc.).

Como se usa en el presente documento, las expresiones “endonucleasas de restriccion” y “enzimas de restriccion”
se refieren a enzimas bacterianas, cada una de las cuales corta el ADN bicatenario en o cerca de una secuencia de
nucleétidos especifica.

Como se usa en el presente documento, la expresion “molécula de ADN recombinante” como se usa en el presente
documento se refiere a una molécula de ADN que esta comprendida por segmentos de ADN unidos entre si
mediante técnicas de biologia molecular.

Como se usa en el presente documento, el término “antisentido” se usa con referencia a secuencias de ARN que
son complementarias a una secuencia de ARN especifica (p. ej., ARNm). Incluidas en esta definicion son moléculas
de ARN antisentido ("ARNas") implicadas en la regulacion génica por las bacterias. El ARN antisentido se puede
producir por cualquier procedimiento, incluida la sintesis mediante corte y empalme del o los genes de interés en una
orientacion inversa a un promotor viral que permite la sintesis de una hebra de codificaciéon. Una vez introducida en
un embrion, esta hebra transcrita se combina con el ARNm natural producido por el embrién para formar duplex.
Estos duplex bloquean después la transcripcién posterior del ARNm o su traduccién. De este modo se pueden
generar fenotipos mutantes. La expresion “hebra antisentido” se usa en referencia a una hebra de acido nucleico que
es complementaria a la hebra “sentido”. La designacion (-) (es decir, “negativa”) en ocasiones se usa en referencia a
la hebra antisentido, usandose a veces la designacion (+) en referencia a la hebra sentido (es decir, “positiva”).

El término “aislado”, cuando se usa en relacién con un acido nucleico, como en “un oligonucleétido aislado” o
“polinucleétido aislado” se refiere a una secuencia de acido nucleico que se identifica y separa de al menos un acido
nucleico contaminante con el que normalmente se asocia en su forma natural. El acido nucleico aislado esta
presente en una forma o contexto que es diferente del que se encuentra en la naturaleza. Por el contrario, los acidos
nucleicos no aislados son acidos nucleicos, tales como ADN y ARN, presentes en el estado en el que existen en la
naturaleza. Por ejemplo, una secuencia de ADN diana (p. €j., un gen) se encuentra en los cromosomas de células
huésped en proximidad a los genes vecinos; las secuencias de ARN, tales como una secuencia de ARN, especifica
que codifica una proteina especifica, se encuentran en la célula como una mezcla con otros numerosos ARN, que
codifican una multitud de proteinas. No obtente, el acido nucleico aislado que codifica Nod2 incluye, a modo de
ejemplo, dicho acido nucleico en células que habitualmente expresan Nod2 cuando el acido nucleico esta en una
localizacién cromosdmica diferente de la de las células naturales o, por otro lado, esta flanqueado por una secuencia
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de acido nucleico diferente de la encontrada en la naturaleza. El acido nucleico, oligonucleétido o polinucleétido
aislado puede estar presente en forma monocatenaria o bicatenaria. Cuando un &cido nucleico, oligonucleétido o
polinucleétido aislado se va a usar para expresar una proteina, el oligonucleétido o polinucleétido contendra como
minimo la hebra sentido o de codificacion (es decir, el oligonucleétido o polinucleétido puede ser monocatenario),
pero puede contener las hebras sentido y antisentido (es decir, el oligonucleétido o polinucleétido puede ser
bicatenario).

Como se usa en el presente documento, una “porcién de un cromosoma” se refiere a una pequefia seccion del
cromosoma. Los citogenetistas dividen los cromosomas en sitios o0 secciones del siguiente modo: el brazo corto (con
respecto al centrémero) de un cromosoma se denomina el brazo “p”; el brazo largo se denomina el brazo “q”.
Después, cada brazo se divide en 2 regiones denominadas region 1 y region 2 (la region 2 es la mas cercana al
centromero). Cada regién se divide ademas en bandas. Las bandas se pueden dividir después en sub-bandas Por
ejemplo, la porcion 11p15.5 del cromosoma 11 humano es la porcidon que se localiza en el cromosoma 11 (11) del
brazo corto (p) en la primera regién (1) en la quinta banda (5) en la sub-banda 5 (.5). Una porciéon de un cromosoma
se puede “alterar”, por ejemplo la totalidad de la porcion puede estar ausente debido a una delecién o puede
reorganizarse (p. €j., inversiones, translocaciones, expandirse o contraerse debido a cambios en las regiones de
repeticion). En el caso de una delecidén, un intento de hibridar (es decir, unirse especificamente) una sonda
homéloga con una porcién concreta de un cromosoma podria tener como resultado un resultado negativo (es decir,
la sonda no podria unirse a la muestra que contiene material genético del que se sospecha que contiene la porcién
que falta del cromosoma). Por tanto, la hibridacién de una sonda homéloga a una porcién concreta de un
cromosoma se puede usar para detectar alteraciones en una porcién de un cromosoma.

La expresidn “secuencias asociadas con un cromosoma” significa preparaciones de cromosomas (p. €j., extensiones
de cromosomas en metafase), acido nucleico extraido de una muestra que contiene ADN cromosomico (p. €j.,
preparaciones de ADN gendémico); el ARN que se produce mediante transcripcién de genes localizados en un
cromosoma (p. ej., ARNhn y ARNm) y copias de ADNc del ARN transcrito del ADN localizado sobre un cromosoma.
Las secuencias asociadas con un cromosoma se pueden detectar mediante numerosas técnicas, incluida el sondaje
de transferencias Southern y Northern, e hibridacién in situ a ARN, ADN o cromosomas en metafase con sondas que
contienen secuencias homdlogas con los acidos nucleicos en las preparaciones indicadas anteriormente.

Como se usa en este documento, el termino “parte” cuando se hace referencia a una secuencia de nucleétidos
(como en “una parte de una secuencia de nucleétidos dada”) se refiere a fragmentos de dicha secuencia. El tamafo
de los fragmentos puede variar desde cuatro nucleétidos a la totalidad de la secuencia de nucleétidos menos un
nucleétido (10 nucleétidos, 20, 30, 40, 50, 100, 200, etc.).

Como se usa en el presente documento, la expresion “region de codificacion”, cuando se usa en referencia a un gen
estructural, se refiere a las secuencias de nucleétidos que codifican los aminoacidos encontrados en el polipéptido
naciente como resultado de la traduccién de una molécula de ARNm. La regiéon de codificacién esta unida, en
eucariotas, en el lado 5’ por el triplete de nucledtidos “ATG” que codifica el iniciador metionina y en el lado 3’ por uno
de los tres tripletes que especifican codones de terminacion (es decir, TAA, TAG, TGA).

Como se usa en este documento, el término “purificado” o “para purificar” se refieren a la retirada de contaminantes
de una muestra. Por ejemplo, los anticuerpos de Nod2 se purifican mediante eliminacién de proteinas no
inmunoglobulinicas contaminantes; también se purifican mediante eliminacion de inmunoglobulina que no se une a
Nod2. La eliminacién de proteinas no inmunoglobulinicas y/o la eliminacién de inmunoglobulinas que no se unen a
Nod2 tienen como resultado un incremento en el porcentaje de las inmunoglobulinas reactivas a Nod2 en la muestra.
En otro ejemplo, los polipéptidos recombinantes de Nod2 se expresan en células huésped bacterianas y los
polipéptidos se purifican mediante la eliminacion de proteinas de la célula huésped; de este modo se incrementa el
porcentaje de polipéptidos de Nod2 recombinantes en la muestra.

La expresion “molécula de ADN recombinante” como se usa en el presente documento se refiere a una molécula de
ADN que esta comprendida por segmentos de ADN unidos entre si mediante técnicas de biologia molecular.

La expresién “proteina recombinante” o “polipéptido recombinante” como se usa en este documento se refiere a una
molécula de proteina que se expresa a partir de una molécula de ADN recombinante.

La expresion “proteina nativa”, como se usa en el presente documento, se usa para indicar que una proteina no
contiene residuos de aminoacidos codificados por secuencias de vectores; es decir, la proteina nativa contiene
Unicamente los aminoacidos encontrados en la proteina como se encuentran en la naturaleza. Una proteina nativa
se puede producir por medios recombinantes o se puede aislar de una fuente natural.

Como se usa en este documento, el termino “parte” cuando se hace referencia a una proteina (como en “una parte
de una proteina dada”) se refiere a fragmentos de esa proteina. El tamafo de los fragmentos puede variar desde
cuatro restos aminoacidicos consecutivos a toda la secuencia de aminoacidos menos un aminodcido.

La expresiéon “transferencia Southern” se refiere al andlisis de ADN en geles de agarosa o de acrilamida para
fraccionar el ADN de acuerdo con el tamarfo, seguido de transferencia del ADN del gel a un soporte sélido, tal como
nitrocelulosa o0 una membrana de nylon. Después, el ADN inmovilizado se sonda con una sonda marcada para
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detectar especies de ADN complementarias a la sonda usada. El ADN se puede escindir con enzimas de restriccion
antes de la electroforesis. Tras la electroforesis, el ADN se puede despurinar y desnaturalizar parcialmente antes o
durante la transferencia al soporte sélido. Las transferencias Southern son una herramienta estandar de los biélogos
moleculares (J. Sambrook y col., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Press, NY, pp 9.31-
9.58 [1989]).

La expresion “transferencia Northern”, como se usa en el presente documento, se refiere al analisis de ARN
mediante la electroforesis de ARN en geles de agarosa para fraccionar el ARN de acuerdo con el tamafio, seguido
de transferencia del ARN del gel a un soporte soélido, tal como nitrocelulosa o una membrana de nylon. Después, el
ARN inmovilizado se sonda con una sonda marcada para detectar especies de ARN complementarias a la sonda
usada. Las transferencias Northern son una herramienta estandar de los bi6logos moleculares (J. Sambrook y col.,
anteriormente, pag. 7.39-7.52: [1989]).

La expresion “transferencia Western” se refiere al andlisis de proteina(s) (o polipéptidos) inmovilizadas sobre un
soporte tal como nitrocelulosa o una membrana. Las proteinas se pasan por los geles de acrilamida para separar las
proteinas, seguido de transferencia de la proteina del gel a un soporte sélido, tal como nitrocelulosa o una
membrana de nylon. Después, las proteinas inmovilizadas se exponen a anticuerpos que tiene reactividad contra un
antigeno de interés. La union de los anticuerpos se puede detectar por varios procedimientos, incluido el uso de
anticuerpos radiomarcados.

La expresién “determinante antigénico”, como se usa en el presente documento, se refieren a la porcion del antigeno
que entra en contacto con un anticuerpo concreto (es decir, un epitopo). Cuando una proteina o fragmento de una
proteina se usa para inmunizar un animal huésped, numerosas regiones de la proteina pueden inducir la produccién
de anticuerpos que se unen especificamente a una regién dada o estructura tridimensional sobre la proteina; estas
regiones o estructuras se denominan determinantes antigénicos. Un determinante antigénico puede competir con el
antigeno intacto (es decir, el “inmunégeno” usado para producir la respuesta inmunitaria) para unirse a un
anticuerpo.

El término “transgen”, como se usa en el presente documento, se refiere a un gen extrafio que se introduce en un
organismo no humano introduciendo el gen extrafio en embriones no humanos prematuros de huevos no humanos
recién fertilizados. La expresion “gen extrafo” se refiere a cualquier acido nucleico (p. €j., una secuencia génica) que
se introduce en el genoma de un animal mediante manipulaciones experimentales y puede incluir secuencias
génicas encontradas en dicho animal siempre que el gen introducido no resida en la misma localizaciéon que el gen
natural. Con la expresion “gen autélogo” se pretende abarcar variantes (p. €j., polimorfismos o mutantes) del gen
natural. Por tanto, el término transgen abarca la sustitucion del gen natural con una forma variante del gen.

Como se usa en el presente documento, el término “vector” se usa con referencia a moléculas de acido nucleico que
transfieren segmento(s) de ADN de una célula a otra. El término vehiculo” se usa, en ocasiones, de forma
intercambiable con “vector".

La expresion “vector de expresiéon”, como se usa en el presente documento, se refiere a una molécula de ADN
recombinante que contiene una secuencia de codificacion deseada y secuencias de acido nucleico adecuadas
necesarias para la expresion de la secuencia de codificacién unida operablemente en un organismo huésped
concreto. Las secuencias de acido nucleico necesarias para la expresién en procariotas normalmente incluyen un
promotor, un operador (opcional) y un sitio de unién al ribosoma, a menudo junto con otras secuencias. Se sabe que
las células eucariotas utilizan promotores, potenciadores y sefales de poliadenilacion y de terminacion.

Como se usa en el presente documento, la expresion “célula huésped” se refiere a cualquier célula eucariética o
procariética (p. ej., células bacterianas tal como E. coli, células de levadura, células de mamifero, células de ave,
células de anfibio, células vegetales, células de peces y células de insecto), localizadas in vitro o in vivo. Por
ejemplo, las células huésped se pueden localizar en un animal transgénico.

Los términos "sobreexpresion" y "que sobreexpresa" y sus equivalentes gramaticales se usan en referencia a niveles
de ARNm para indicar un nivel de expresion aproximadamente 3 veces mayor que lo que normalmente se observa
en un tejido dado en un animal control o no transgénico. Los niveles de ARNm se miden usando cualquiera de una
serie de técnicas conocidas por los expertos en la técnica incluyendo, entre otros, andlisis de transferencia Northern
(véase el Ejemplo 10, para un protocolo de realizacion de andlisis de transferencia Northern). Los controles
adecuados se incluyen en la transferencia Northern para controlar las diferencias en la cantidad de ARN cargado de
cada tejido analizado (p. €j., la cantidad de ARNr 28S, un transcrito de ARN abundante presente en esencialmente la
misma cantidad en todos los tejidos, presente en cada muestra se puede usar como medio de normalizar o
estandarizar la sefal especifica de ARNm de RAD50 observada en las transferencias Northern). Se cuantifica la
cantidad de ARNm presente en la banda correspondiente en tamafio al ARN del transgen de Nod2 cortado
correctamente; otras especies minoritarias de ARN que hibridan con la sonda transgénica no se consideran en la
cuantificacion de la expresion del ARNm transgénico.

El término “transfeccidn”, como se usa en el presente documento, se refiere a la introduccién de ADN extrafio en
células eucariotas. La transfeccién se puede acompanar de varios medios conocidos en la técnica, incluidos
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coprecipitacién de fosfato calcico-ADN, transfeccion mediada por DEAE dextrano, transfeccion mediada por
polibreno, electroporacion, microinyeccién, fusion de liposomas, lipofeccion, fusién de protoplastos, infeccién con
retrovirus y biolistica.

La expresion “transfecciéon estable” o “transfectado de forma estable” se refiere a la introduccion e integraciéon de
ADN extrafio en el genoma de la célula transfectada. La expresion “transfectante estable” se refiere a una célula que
ha integrado de forma estable el ADN extrafio en el ADN genomico.

La expresién “transfeccién transitoria” o “transfeccionado de forma transitoria” se refiere a la introduccién de ADN
extrafo en una célula en la que el ADN extrafio no se integra en el genoma de la célula transfeccionada. EI ADN
extrafo se queda en el nlcleo de la célula transfeccionada durante varios dias. Durante este tiempo, el ADN extrafo
esta sujeto a los controles reguladores que gobiernan la expresion de genes enddgenos en los cromosomas. La
expresion “transfectante transitorio” se refiere a una célula que han captado ADN extrafio pero que han integrado
este ADN.

La expresion “coprecipitacion con fosfato calcico” se refiere a una técnica para la introduccién de acidos nucleicos en
una célula. La captacion de acidos nucleicos por las células se potencia cuando el acido nucleico se presenta como
coprecipitado de &cido nucleico en fosfato calcico. La técnica original de Graham y de van der Eb (Graham y van der
Eb, Virol., 52:456 [1973]), se han modificado mediante varios grupos para optimizar las condiciones para tipos de
células concretos. La técnica conocen bien estas numerosas modificaciones.

Una “composicion que comprende una secuencia de polinucleétidos dada”, como se usa en el presente documento,
se refiere ampliamente a cualquier composicion que contiene la secuencia de polinucleétidos dada. La composicion
puede comprende una solucion acuosa. Las composiciones que comprenden secuencias polinucleotidicas que
codifican Nod2 (p. ej., SEC ID N? 1) o fragmentos de las mismas se pueden usar como sondas de hibridacién. En
este caso, las secuencias polinucleotidicas que codifican Nod2 normalmente se usan en una soluciéon acuosa que
contienen sales (p. ej., NaCl), detergentes (p. ej., SDS) y otros componentes (p. €j., solucion de Denhardt, leche
seca, ADN de esperma de salmén etc.).

La expresién “compuesto de ensayo” se refiere a cualquier entidad quimica, sustancia farmacéutica, farmaco y
similares que se pueden usar para tratar o prevenir una enfermedad, patologia, afeccion o trastorno de la funciéon
corporal o, de otro modo, para alterar el estado fisiolégico o celular de una muestra. Los compuestos de ensayo
comprenden compuestos terapéuticos conocidos y potenciales. Se puede determinar que un compuesto de ensayo
es terapéutico mediante deteccion selectiva usando procedimientos de deteccidn selectiva de la presente invencion.
Un “compuesto terapéutico conocido” se refiere a un compuesto terapéutico que se ha demostrado (p. €j., mediante
ensayos con animales o experiencia previa con administracién a seres humanos) que es eficaz en dicho tratamiento
0 prevencion.

El término “muestra” como se usa en el presente documento se utiliza en su sentido mas amplio. Una muestra que
se sospecha que contiene un cromosoma humano o secuencias asociadas con un cromosoma humano puede
comprender una célula, cromosomas aislados de una célula (p. ej., una extension de cromosomas en metafase),
ADN gendmico (en solucion o unido a un soporte sélido tal como, por ejemplo, andlisis de transferencia Southern),
ARN (en solucién o unido a un soporte soélido tal como, por ejemplo, analisis de transferencia Nothern), ADNc (en
solucién o unido a un soporte sélido) y similares. Una muestra que se sospecha que contiene una proteina puede
comprender una célula una porcion de tejido, un extracto que contiene una o mas proteinas y similares.

Como se usa el presente documento, el término “respuesta”, cuando se usa en referencia a un ensayo, se refiera a
la generacion de una sefal detectable (p. €., acumulacién de proteina indicadora, incremento de la concentracion de
iones, acumulacion de un producto quimico detectable).

Como se usa en el presente documento, la expresion “proteina receptora de membrana” se refiere a proteinas que
abarcan la membrana que se unen a un ligando (p. €j., una hormona o un neurotransmisor). Como se conoce en la
técnica, la fosforilacién de proteinas es un mecanismo regulador de uso habitual por las células para modificar de
forma selectiva las proteinas portadoras de sefales reguladoras desde fuera de la célula al ndcleo. Las proteinas
que ejecutan estas modificaciones bioquimicas son un grupo de enzimas conocidas como proteina quinasas.
Pueden definirse adicionalmente por el residuo del sustrato al que esté dirigida la fosforilacién. Un grupo de proteina
quinasas son las tirosina quinasas (TK) que fosforilan de forma selectiva una proteina diana en sus residuos de
tirosina. Algunas tirosina quinasas son receptores unidos a la membrana (RTK) y, tras la activacion por un ligando,
pueden autofosforilarse asi como modificar sustratos. El inicio de la fosforilacién secuencial mediante estimulacion
de logando es un paradigma que subyace a la accién de dichos efectores tales como, por ejemplo, el factor de
crecimiento epidérmico (EGF), insulina, el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) y el factor de
crecimiento de fibroblastos (FGF). Los receptores de estos ligandos son tirosina quinasas y proporcionan la interfaz
entre la unién de un ligando (hormona, factor de crecimiento) a una célula diana y la transmisién de una senal en la
célula mediante la activacion de una o mas vias bioquimicas. La union del ligando a un receptor tirosina quinasa
activa su actividad enzimatica intrinseca. Las tirosina quinasas también pueden ser enzimas citoplasmaticas que no
son receptores y actian como componente posterior en la via de transduccion de sefal.
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Como se usa en el presente documento, la expresion “proteina de transduccion de senal” se refiere a una proteina
que se activa o, de otro modo, ejerce su efecto mediante la unién de ligando a una proteina receptora de membrana
o algun otro estimulo. Ejemplos de proteina de transduccién de sefal incluyen la adenilato ciclasa, la fosfolipasa C y
las proteinas G. Muchas proteinas receptoras de membrana se acoplan a proteinas G (es decir, receptores
acoplados a proteina G (GPCR); para una revisién, véase Neer, 1995, Cell 80:249-257 [1995]). Normalmente, los
GPCR contienen siete dominios transmembrana. Los supuestos GPCR se pueden identificar en base a la homologia
de secuencia con GPCR conocidos.

Los GPCR participan en la transduccién de sefal a través de una membrana celular tras la union de un ligando a
una porcién extracelular de un GPCR. La porcién extracelular de un GPCR interacciona con una proteina G para
modular la transduccion de sefnal desde el exterior hacia el interior de una célula. Por tanto, se dice que un GPCR
esta “acoplado” a una proteina G. Las proteinas G estan compuestas por tres subunidades polipeptidicas: una
subunidad o, que se une e hidroliza el GTP, y una subunidad dimérica By. En estado basal inactivo, la proteina G
existe como heterotrimero de las subunidades o y By. Cuando la proteina G esta inactiva, el guanosina bifosfato
(GDP) se asocia con la subunidad a de la proteina G. Cuando un ligando se une a un GPCR y lo activa, el GPCR se
une a la proteina G heterotrimérica y disminuye la afinidad de la subunidad Ga por el GDP. En su estado activo, la
subunidad G intercambia GDP por guanina trifosfato (GTP) y la subunidad Ga active se disocia del receptor y de la
subunidad dimérica By. La subunidad Ga activa desasociada transduce las sefiales a efectores que estan “cadena
abajo” en la via de sefalizacion de la proteina G dentro de la célula. En ultima instancia, la actividad GTPasa
enddgena de la proteina pasa la subunidad G activa a su estado inactivo, en el que se asocia con GDP y la
subunidad By dimérica.

Se han clonado numerosos miembros de la familia de proteina G heterotrimérica, incluidos mas de 20 genes que
codifican varias subunidades Ga. Las diversas subunidades G se han clasificado en cuatro familias en base a las
secuencias de aminodcidos y la homologia funcional. Estas cuatro familias se denominan Gos, Gai, Gag y Gare.
Funcionalmente, estas cuatro familias difieren con respecto a las vias de sefalizacién intracelular que activan y el
GPCR al que se acoplan.

Por ejemplo, ciertos GPCR normalmente se acoplan con las Gos y, a través de las Gos, estos GPCR estimulan la
actividad de la adenilato ciclasa. Otros GPCR normalmente se acoplan con GGog, y a través de GGag, estos GPCR
pueden activar la fosfolipasa C (PLC), tal como la isoforma p de la fosfolipasa C (es decir, PLCB, Stermweis and
Smrcka, Trends in Biochem. Sci. 17: 502-506 [1992]).

Como se usa en el presente documento, la expresion “proteina de unién al &cido nucleico” se refiere a proteinas que
se unen a acido nucleico y, en concreto, a proteinas que aumentan (es decir, activadores o factores de transcripcion)
o disminuyen (es decir, inhibidores) la transcripcion de un gen.

Como se usa el presente documento, la expresion “proteina de canal idnico” se refiere a proteinas que controlan la
entrada o la salida de iones a través de membranas celulares. Ejemplos de proteinas de canal ionico incluyen, entre
otros, la bomba ATPasa Na+-K+, la bomba de Ca’+ y el canal de fuga de K+.

Como se usa el presente documento, la expresion “proteina quinasa” se refiere a proteinas que catalizan la adicion
de un grupo fosfato desde un nucleésido trifosfato a una cadena lateral aminoacidica en una proteina. Las quinasas
comprenden la superfamilia de enzimas mas grande conocida y varian ampliamente en lo que respecta a sus
proteinas diana. Las quinasas se pueden clasificar como proteinas tirosina quinasas (PTK), que fosforilan residuos
de tirosina, y proteinas serina/treonina quinasas (STK), que fosforilan los residuos de serina y/o treonina. Algunas
quinasas tienen especificidad doble por residuos de serina/treonina y tirosina. Casi todas las quinasas contienen un
dominio catalitico conservado de 250-300 aminoacidos. Este dominio se puede dividir adicionalmente en 11
subdominios. Los subdominios I-IV en N-terminal se pliegan en una estructura de dos I6bulos que se une y orienta la
molécula donante de ATP y el subdominio V abarca los dos I6bulos. Los subdominios VI-XI en C-terminal se unen al
sustrato proteico y transfieren el fosfato gamma desde el ATP al grupo hidroxilo de un residuo de serina, treonina o
tirosina. Cada uno de los 11 subdominios contiene residuos cataliticos especificos o motivos de aminoéacidos
caracteristicos de dicho subdominio. Por ejemplo, el subdominio | contiene un motivo consenso de 8 aminoacidos de
unién a ATP rico en glicina, el subdominio Il contiene un residuo de lisina crucial necesario para una actividad
catalitica maxima y los subdominios VI a IX comprenden el nucleo catalitico altamente conservado. Las STK y las
PTK también contienen distintos motivos de secuencia en los subdominios VI y VIII, que pueden conferir
especificidad por hidroxiaminoacido. Algunas STK y PTK poseen caracteristicas estructurales de ambas familias.
Ademas, las quinasas también se pueden clasificar mediante secuencias de aminoacidos adicionales, en general
entre 5y 100 residuos, que flanquean o estan dentro del dominio quinasa.

Las PTK que no son transmembrana forman complejos de sefalizaciéon con los dominios citosélicos de receptores
de membrana plasmatica. Los receptores que sefalan a través de PTK que no son transmembrana incluyen
citocinas, hormonas y receptores linfociticos especificos de antigeno. Muchas PTK se identificaron primero como
productos oncogénicos en células cancerosas en las que la activacion de PTK ya no estaba sometida a los controles
celulares normales. De hecho, aproximadamente un tercio de los oncogenes conocidos codifican PTK. Ademas, la
transformacién celular (oncogénesis) a menudo se acompana de un incremento de la actividad de la fosforilacion de
la tirosina (véase, por ejemplo, Carbonneau, H. y Tonks, Annu. Rev. Cell Biol. 8:463-93 [1992]). Por tanto, la
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regulacion de la actividad PTK puede ser una estrategia importante en el control de algunos tipos de cancer.

Como se usa en el presente documento, la expresion “proteina fosfatasa” se refiere a proteinas que eliminan un
grupo fosfato de una proteina. Las proteina fosfatasas se dividen, en general, en dos grupos, proteinas de tipo
receptor y de tipo no receptor. La mayoria de las proteinas tirosina fosfatasas de tipo receptor contienen dos
dominios cataliticos conservados, cada uno de los cuales abarca un segmento de 240 residuos de aminoacidos.
(Véase , por ejemplo, Saito y col., Cell Growth and Diff. 2:59-65 [1991]). Las proteinas tirosina fosfatasas de tipo
receptor se pueden subclasificar ademas en base a la diversidad de la secuencia de aminoacidos de sus dominios
extracelulares. (Véase, por ejemplo, Krueger y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:7417-7421 [1992]).

Como se usa en el presente documento, “gen indicador” se refiere a un gen que codifica una proteina que se puede
someter a ensayo. Ejemplos de genes indicadores incluyen, entre otros, la luciferasa (véase, por ejemplo, deWet y
col., Mol. Cell. Biol. 7:725 [1987] y las patentes de EE.UU. N° 6,074,859; 5,976,796; 5,674,713; y 5,618,682; todos
los cuales se incorporan en el presente documento por referencia), la proteina fluorescente verde (p.ej., nimero de
acceso en GenBank U43284; una serie de variantes de GFP estan disponibles comercialmente en CLONTECH
Laboratories, Palo Alto, CA), cloranfenicol acetiliransferasa, B-galactosidasa, fosfatasa alcalina y peroxidasa de
rabano.

Como se usa en el presente documento, el término “purificado” se refiere a moléculas, secuencias de acido nucleico
o de aminoacidos, que se eliminan de su ambiente natural, se aislan o se separan. Una “secuencia de acido nucleico
aislada” es, por tanto, una secuencia de acido nucleico purificada. Moléculas “sustancialmente purificadas” carecen
de al menos un 60 %, preferentemente de al menos un 75 % y, mas preferentemente de al menos un 90 %, de otros
componentes con los que se asocian de forma natural.

Como se usa en el presente documento, las expresiones “memoria informatica” y “dispositivo de memoria
informatica” hacen referencia a cualquier medio de almacenamiento legible por un procesador informatico. Ejemplos
de memoria informatica incluyen, entre otros, RAM, ROM, circuitos ordenador, discos de video digital (DVD), discos
compactos (CD), discos duros (HDD) y cintas magnéticas.

Como se usa en el presente documento, la expresion “medio legible por ordenador” hace referencia a cualquier
dispositivo o sistema para almacenar y proporcionar informacion (p. ej., datos e instrucciones) a un procesador
informatico. Ejemplos de medios legibles por ordenador inluyen, entre otros, DVD, CD, discos duros, cintas
magnéticas y servidores para transferir los medios sobre redes.

Como se usa en el presente documento, los términos “procesador” y “unidad central de proceso” “CPU” se usan de
forma intercambiable y hacen referencia a un dispositivo que puede leer un programa de una memoria informatica
(p- €j., ROM u otra memoria informatica) y realizar un conjunto de etapas de acuerdo con el programa.

Descripcion detallada de la invencién

La presente invencion se refiere a moléculas de sefalizacién intracelular, en concreto a la proteina y los acidos
nucleicos Nod2 que codifican la proteina Nod2. La presente invencidon abarca las formas tanto nativa como silvestre
recombinante de Nod2, asi como las formas mutante y variante, algunas de las cuales poseen caracteristicas
alteradas relativas a la Nod2 silvestre. La presente invencién también se refiere a procedimientos de uso de Nod2,
incluida la expresion alterada en organismos transgénicos y la expresion en procariotas y en sistemas de cultivo
celular. La presente invencion también abarca procedimientos para seleccionar farmacos que inhiben o potencian la
acciéon de Nod2. La presente invencion también se refiere a procedimientos de seleccién de la susceptibilidad a la
enfermedad inflamatoria intestinal y la enfermedad de Crohn.

l. Polinucleétidos de Nod2

Como se ha descrito anteriormente se ha descubierto una familia nueva de proteinas que activan NF-kB. Esta familia
se identific6 mediante deteccién selectiva en bases de datos publicas de secuencias de acido nucleico que tienen
homologia con Nod1. De acuerdo con esto, la presente invenciéon proporciona acidos nucleicos que codifican genes
de Nod2, homologos y variantes (p. ej., mutaciones y polimorfismos (p. €j., las SEC ID N® 1 y 33). En algunas
realizaciones, la presente invencién proporciona secuencias polinucleotidicas que son capaces de hibridar con las
SEC ID N? 1 y 33 en condiciones de rigurosidad baja a alta siempre que la secuencia de polinucleétidos capaz de
hibridar codifique una proteina que conserva una actividad biolégica de la Nod2 natural. En algunas realizaciones, la
proteina que conserva una actividad bioldgica de Nod2 natural tiene una homologia del 70 % con la Nod2 silvestre,
preferentemente una homologia del 80 % con la Nod2 silvestre, mas preferentemente una homologia del 90 % con
la Nod2 silvestre y, mas preferentemente, una homologia del 95 % con la Nod2 silvestre. En realizaciones
preferidas, las condiciones de hibridacion se basan en la temperatura de fusién (Tm) del complejo de unién al acido
nucleico y confieren una “rigurosidad” definida como se ha explicado en lo que antecede (Véase, por ejemplo., Wahl,
y col., Meth. Enzymol., 152:399-407 [1987], que se incorpora en el presente documento por referencia).

En otras formas de realizacion de la presente invencion se proporcionan alelos de Nod2. En formas de realizacion
preferidas, los alelos son el resultado de un polimorfismo o mutacién (es decir, un cambio en la secuencia de acido
nucleico) y generalmente producen ARNm o polipéptidos alterados cuya estructura o funcién puede o no estar
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alterada. Cualquier gen dad puede tener ninguna, una o muchas formas alélicas. Los cambios mutacionales
habituales que dan lugar a alelos generalmente se atribuyen a deleciones, adiciones o sustituciones de acidos
nucleicos. Cada uno de estos tipos de cambios se puede producir solo o en combinacién con los deméas y a la
velocidad de una o0 mas veces en una secuencia dada. Ejemplos de los alelos de la presente invencién incluyen los
codificados por las SEC ID N 1 y 33: alelos silvestre y mutantes de la enfermedad de Crohn, respectivamente).

En algunas formas de realizacion de la presente invencion, los acidos nucleicos codifican dos dominios CARD
correspondientes (p. €j., secuencias de acido nucleico que codifican los péptidos de SEC ID N® 5y 6). En otras
formas de realizacién, los acidos nucleicos codifican al menos un dominio seleccionado del grupo que consiste en un
domino NBD (p. ej., SEC ID N? 7) y un dominio de LRR (p. €j., las SEC ID N° 8-17) y el bucle P y los dominios de
unién a Mg®* (SEC ID N2 18-19).

En otras formas de realizacién més de la presente invencion, las secuencias nucleotidicas de la presente invencién
se pueden someter a ingenieria con el fin de alterar una secuencia de codificacion de Nod2 por diversas razones,
incluidas, entre otras, alteraciones que modifican la clonacién, procesamiento y/o expresion del producto génico. Por
ejemplo, se pueden introducir mutaciones usando técnicas que son bien conocidas en la técnica (p. €j., mutagénesis
dirigida a sitio para insertar nuevos sitios de restriccion, para alterar los patrones de glicosilacion, para cambiar la
preferencia de codones, etc.).

En algunas formas de realizaciéon de la presente invencion, la secuencia de polinucleétidos de Nod2 se puede
extender usando las secuencias de nucleétidos (p. €j., las SEC ID N2 1 y 33) en varios procedimientos conocidos en
la técnica para detectar secuencias cadena arriba tales como promotores y elementos reguladores. Por ejemplo, se
contempla que reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) en sitio de restriccion encontrara utilidad en la presente
invencion. Este es un procedimiento directo que usa cebadores universales para recuperar la secuencia
desconocida adyacente a un locus conocido (Gobinda y col., PCR Methods Applic., 2:318-22 [1993]). En primer
lugar, el ADN gendémico se amplifica en presencia de un cebador hasta una secuencia de unién y un cebador
especifico de la region conocida. Las secuencias amplificadas se someten a una segunda ronda de PCR con el
mismo cebador de unién y otro cebador especifico interno con respecto al primero. Los productos de cada ronda de
PCR se transcriben con una ARN polimerasa adecuada y se secuencias usando la transcriptasa inversa.

En otra forma de realizacién, la PCR inversa se puede usar para amplificar o extender las secuencies usando
cebadores divergentes basados en una region conocida (Triglia y col., Nucleic Acids Res., 16:8186 [1988]). Los
cebadores se pueden disefar usando Oligo 4.0 (National Biosciences Inc., Plymouth, Minn.) u otro programa
adecuando, de modo que tengan una longitud de 22-30 nucleétidos, un contenido de GC del 50% o mas y que
hibriden con la secuencia diana a temperaturas de aproximadamente 68-72°C. El procedimiento usa varias enzimas
de restriccién para generar un fragmento adecuado en la regién conocida de un gen. A continuacion, el fragmento se
circulariza mediante ligadura intramolecular y se usa como molde para la PCR. En otras formas de realizacién mas
se usa la PCR circulante. La PCR circulante es un procedimiento para genes objetivo circulantes que permite la
recuperacion de secuencias desconocidas (Parker y col.,, Nucleic Acids Res., 19:3055-60 [1991]). El kit
PROMOTERFINDER (Clontech) usa PCR, cebadores anidados y bibliotecas especiales para “entrar” en el ADN
gendmico. Este procedimiento evita la necesidad de buscar en bibliotecas y es Util para encontrar uniones
intrones/exones.

Bibliotecas preferidas para la deteccion selectiva de ADNc de longitud completa incluyen bibliotecas de mamiferos
que se han seleccionado segun el tamafio de modo que incluyan ADNc de mayor tamafo. Asimismo, se prefieren
las bibliotecas cebadas al azar porque contienen mas secuencias que las que contienen en las regiones génicas 5’ y
cadena arriaba. Una biblioteca cebada al azar puede ser especialmente Gtil en el caso en el que una biblioteca de
oligo d(T) no da ADNc de longitud completa. Las bibliotecas gendmicas de mamifero son utiles para obtener intrones
y extender la secuencia en 5’.

En otras formas de realizacién de la presente invencion se proporcionan variantes de las secuencias de Nod2
divulgadas. En formas de realizacion preferidas, las variantes son el resultado de polimorfismos o mutaciones (es
decir, un cambio en la secuencia de acido nucleico) y generalmente producen ARNm o polipéptidos alterados cuya
estructura o funcion puede o no estar alterada. Cualquier gen dado puede tener ninguna, una o muchas formas
variantes. Los cambios mutacionales habituales que dan lugar a variantes generalmente se atribuyen a deleciones,
adiciones o sustituciones de acidos nucleicos. Cada uno de estos tipos de cambios se puede producir solo o0 en
combinacion con los demés y a la velocidad de una o mas veces en una secuencia dada.

Se ha contemplado que es posible modificar la estructura de un péptido que tiene una funcién (p. e€j., funciéon de
Nod?2) para propésitos tales como aumentar la afinidad de unién de la Nod2 por RICK. Dichos péptidos modificados
se consideran equivalentes funcionales de péptidos que tienen una actividad de Nod2 como se define en el presente
documento. Se puede producir un péptido modificado en el que la secuencia de nucledtidos que codifica el
polipéptido se ha alterado, tal como mediante sustitucién, delecion o adicién. En formas de realizacién
particularmente preferidas, estas modificaciones no reducen significativamente la actividad sintética de la Nod2
modificada. En otras palabras, el constructor “X” se puede evaluar con el fin de determinar si es un miembro del
género de Nod2 modificada o variante de la presente invencién tal como se ha definido funcionalmente mas que
estructuralmente. En formas de realizacion preferidas, la actividad de una variante de Nod2 se evalia mediante los
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procedimientos descritos en el Ejemplo 4. De acuerdo con esto, en algunas formas de realizacion, la presente
invencion proporciona acidos nucleicos que codifican una Nod2 que activa NF-kB (p. ej., activa una respuesta
inflamatoria). En formas de realizacion preferidas, la actividad de una variante de Nod2 se evalua transfectando las
células HEK293T con y el constructor de expresion que codifica la variante de Nod2. En formas de realizacion
particularmente preferidas, las células contienen una construccién de luciferasa indicador que contiene regiones
potenciadoras que responden a NF-kB. En otras En formas de realizacion, la variante de Nod2 puede ser capaz de
unirse a una proteina (p. ej., RICK) pero no de activar NF-kB. Estas variantes se pueden someter a deteccién
selectiva mediante los procedimientos de inmunoprecipitacion descritos en el Ejemplo 6.

Ademas, como se ha descrito anteriormente, las formas variantes de Nod2 también se contemplan como
equivalentes de dichos péptidos y las moléculas de ADN que se establecen con méas detalle en el presente
documento. Por ejemplo, se contempla una sustitucién aislada de leucina con isoleucina o valina, un aspartato con
un glutamato, una treonina con una serina 0 una sustitucion conservadora similar de un aminoacido con un
aminoacido estructuralmente relacionado (es decir, mutaciones conservadoras), no tendra un efecto importante
sobre la actividad biolégica de la molécula resultante. De acuerdo con esto, algunas realizaciones de la presente
invencion proporcionan variantes de Nod2 divulgadas en el presente documento que contienen sustituciones
conservadoras. Las sustituciones conservadoras son las que tienen lugar dentro de una familia de aminoacidos que
estan relacionados por sus cadenas laterales. Los aminoacidos codificados genéricamente se pueden dividir en
cuatro familias: (1) acidos (aspartato, glutamato; (2) basicos (lisina, arginina, histidina); (3) no polares (alanina,
valina, leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina, metionina, triptéfano); y (4) polares sin carga (glicina, asparagina,
glutamina, cisteina, serina, treonina, tirosina). En ocasiones, los aminoacidos fenilalanina, triptéfano y tirosina se
clasifican en conjunto como aminoacidos aromaticos. De un modo similar, el repertorio de aminoacidos se puede
agrupar como (1) acidos (Aspartato, glutamato), (2) basicos (lisina, arginina, histidina), (3) alifaticos (glicina, alanina,
valina, leucina, isoleucina, serina, treonina), estando la serina y la treonina opcionalmente agrupados por separado
como alifaticos-hidroxilo; (4) aromaticos (fenilalanina, tirosina, triptéfano); (5) amida (asparagina, glutamina); y (6)
que contienen azufre (cisteina y metionina) (p. €j., Stryer ed., Biochemistry, pag. 17-21, 22 ed, WH Freeman y Co.,
1981). Si un cambio en la secuencia de aminoacidos de un péptido tiene como resultad o0 no un homdlogo funcional
se puede determinar facilmente evaluando la capacidad del péptido variante para funcionar de un modo similar a la
proteina de tipo silvestre. Los péptidos que tienen mas de una sustitucion se pueden someter a ensayo facilmente
del mismo modo.

Mas infrecuentemente, una variante incluye cambios “no conservadores” (p. €j., sustitucion de una glicina con un
triptéfano). Variaciones minoritarias analogas también pueden incluir deleciones o inserciones de aminoéacidos, o
ambas. Usando programas informaticos (p. ej., LASERGENE software, DNASTAR Inc., Madison, Wis.) se pueden
encontrar guias para determinar qué residuos de aminoacidos se pueden sustituir, insertar o delecionar sin anular la
actividad biolégica.

Como se describe con mayor detalle mas adelante se pueden producir variantes mediante procedimientos tales
como evolucion dirigida u otras técnicas para producir bibliotecas combinatorias de variantes, descritas con mayor
detalle mas adelante. En otras formas de realizacion mas de la presente invencion, las secuencias nucleotidicas de
la presente invencion se pueden someter a ingenieria con el fin de alterar una secuencia de codificacion de Nod2,
incluyendo, entre otras, alteraciones que modifican la clonacion, el procesamiento, la localizacion, la secrecién y/o la
expresion del producto génico. Por ejemplo, se pueden introducir mutaciones usando técnicas que son bien
conocidas en la técnica (p. ej., mutagénesis dirigida a sitio para insertar nuevos sitios de restriccion, para alterar los
patrones de glicosilacion, para cambiar la preferencia de codones, etc.).

Il. Polipéptidos de Nod2

En otras formas de realizacion, la presente invencion proporciona secuencias de polinucleétidos de Nod2 que
codifican las secuencias de polipéptidos de Nod2. Los polipéptidos de Nod2 (p. e€j., las SEC ID N? 2-3) se describen
en las Figuras 13 y 14. Otras formas de realizacion de la presente invencién proporcionan fragmentos, proteinas de
fusién o equivalentes funcionales de estas proteinas Nod2. En otra forma de realizacién mas de la presente
invencion se pueden usar secuencias de acido nucleico correspondientes a variantes, homdélogos y mutantes de
Nod2 para generar moléculas de ADN recombinantes que dirigen la expresion de las variantes homdlogos y
mutantes de Nod2 en las células huésped adecuadas. En algunas formas de realizacion de la presente invencion, el
polipéptido puede serun producto purificado natural, en otras formas de realizacion puede ser un producto de
procedimientos sintéticos quimicos y en otras formas de realizacion mas se pueden producir mediante técnicas
recombinantes usando un huésped procariota o eucariota (p. €j., mediante células bacterianas, de levadura, de
plantas superiores, de insectos y de mamiferos en cultivo). En algunas formas de realizaciéon, dependiendo del
huésped empleado en un procedimiento de produccion recombinante, el polipéptido de la presente invencidén puede
estar glicosilado o no glicosilado. En otras formas de realizacion, los polipéptidos de la invencion pueden también
incluir o no un residuo de aminoacido metionina inicial.
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En una forma de realizacién de la presente invencion, debido a la degeneracién inherente del cddigo genético, se
pueden usar secuencias de ADN distintas de las secuencias de polinucleétidos de la SEC ID N° 1 que codifican
sustancialmente la misma secuencia de aminoacidos o una funcionalmente equivalente para clonar y expresar Nod2.
En general, dichas secuencias de polinucleotidos hibridan con la SEC ID N 1 en condiciones de rigurosidad alta a
media como se ha descrito en lo que antecede. Como los expertos en la técnica entenderan, puede ser ventajoso
producir secuencias de nuclettidos que codifican Nod2 que poseen codones no naturales. Por tanto, en algunas
formas de realizacion preferidas, los codones preferidos por un huésped procariota o eucariota concreto (Murray y
col., Nucl. Acids Res., 17 [1989]) se seleccionan, por ejemplo, para incrementar el indice de expresién de Nod2 o
para producir trascritos de ARN recombinante que posee propiedades deseables tales como una semivida mayor
que la de los transcritos producidos a partir de la secuencia natural.

1. Vectores para la produccion de Nod2

Los polinucleétidos de la presente invencion se pueden usar para producir polipéptidos mediante técnicas
recombinantes. Por tanto, por ejemplo, el polinucleétido se puede incluir en uno cualquiera de diversos vectores de
expresion para expresar un polipéptido. En algunas formas de realizacion de la presente invencion , los vectores
incluyen, entre otros, secuencias de ADN cromos6mico, no cromosomico y sintético, derivados de SV40; plasmidos
bacterianos, ADN de fago, baculovirus, plasmidos de levadura, vectores derivados de combinaciones de plasmidos y
ADN de fago, ADN viral, tal como de vaccinia, adenovirus, virus de la viruela aviar y seudorrabia. Se contempla que
se puede usar cualquier vector siempre que sea replicable y viable en la célula huésped.

En concreto, algunas formas de realizacion de la presente invencion proporcionan construcciones recombinantes
que comprenden una o mas de las secuencias como se ha descrito ampliamente en lo que antecede (p. €j., las SEC
ID N® 1y 33). En algunas formas de realizacién de la presente invencion, las construcciones comprenden un vector,
tal como un plasmido o vector viral, en el que se ha insertado una secuencia de la invencién en orientacién directa o
inversa. En otras formas de realizacion, la secuencia estructura heteréloga (p. ej., SEC ID N® 1) se ensambla en la
fase adecuada con secuencias de inicio y de terminacién de la traduccién. En formas de realizacion preferidas de la
presente invencion, la secuencia de ADN adecuada se inserta en el vector usando cualquiera de diversos
procedimientos. En general, la secuencia de ADN se inserta en un sitio(s) de endonucleasa de restriccion
adecuado(s) mediante procedimientos conocidos en la técnica.

Los expertos en la técnica conocen un numero elevado de vectores adeudados y comercialmente disponibles.
Dichos vectores incluyen, entre otros, los vectores siguientes: 1) Bacterianos: pQE70, pQE60, pQE-9 (Qiagen), pBS,
pD10, phagescript, psiX174, pbluescript SK, pBSKS, pNH8A, pNH16a, pNH18A, pNH46A (Stratagene); ptrc99a,
pKK223-3, pKK233-3, pDR540, pRIT5 (Pharmacia); y 2) eucaridticas: pWLNEO, pSV2CAT, pOG44, pXT1, pSG
(Stratagene), pSVKS, pBPV, pMSG, pSVL (Pharmacia). Se puede usar otro plasmido o vector siempre que sea
replicable y viable en la célula huésped. En algunas formas de realizacién preferidas de la presente invencion, los
vectores de expresion en mamiferos comprenden un origen de replicacién, un promotor y potenciador adecuados, y,
también, cualquier sitio de unién al ribosoma necesario, sitios de poliadenilacion, sitios donantes y aceptores de
corte y empalme, secuencias de terminacién de la transcripcién y secuencias no transcritas flanqueantes en 5°. En
otras formas de realizacién, las secuencias de ADN derivadas de los sitios de corte y empalme y de poliadenilacion
de SV40 se pueden usar para proporcionar los elementos genéticos no transcritos requeridos.

En ciertas formas de realizacién de la presente invencién, la secuencia de ADN en el vector de expresion esté unida
operablemente a una 0 mas secuencias de control de la expresién (promotores) adecuadas para dirigir la sintesis
directa de ARNm. Los promotores Utiles en la presente invencién incluyen, entre otros, el promotor de LTR o SV40,
el E. coli lac o trp, el fago lambda P\ and Pg, los promotores de T3 y T7 y los promotores temprano inmediato de
citomegalovirus (CMV), de timidina quinasa del virus del herpes simple (VHS) y de la metalotioneina-I de ratén, y
otros promotores conocidos porque controlan la expresiéon génica en células procariotas y eucariotas o sus virus. En
otras formas de realizacion de la presente invencion, los vectores de expresién recombinante incluyen origenes de
replicacién y marcadores seleccionables que permiten la transformacion de la célula huésped (p. €j., la dihidrofolato
reductasa o resistencia a la neomicina para cultivo celular eucariético, o resistencia a tetraciclina o ampicilina en E.
coli).

En algunas formas de realizacién de la presente invencion, la transcripcion del ADN que codifica los polipéptidos de
la presente invencién por eucariotas superiores aumenta insertando una secuencia potenciadora en el vector. Los
potenciadores son elementos de ADN que actlan en cis, normalmente de una longitud de aproximadamente 10 a
300 pb, que actuan sobre el promotor para aumentar la trascripcion. Potenciadores utiles en la presente invencion
incluyen, entre otros, el potenciador de SV40 en el lado tardio del origen de replicacion, pb 100 a 270 pb, un
potenciador del promotor temprano del citomegalovirus, el potenciador del polioma en el lado tardio del origen de
replicacién, y los potenciadores de adenovirus.

En otras formas de realizacion, el vector de expresion también contiene un sitio de union al ribosoma para la

iniciacién de la traduccion y un terminador de la transcripcién. En otras formas de realizacion mas de la presente
invencion, el vector puede incluir también secuencias adecuadas para amplificar la expresion.
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2. Células huésped para la produccion de Nod2

En una forma de realizacién adicional, la presente invencion proporciona células huésped que contienen las
construcciones descritas en lo que antecede. En algunas formas de realizacién de la presente invencion, la célula
huésped es una célula eucariota superior (p. €j., una célula de mamifero o de insecto). En otras formas de
realizacién de la presente invencion, la célula huésped es una célula eucariota inferior (p. €j., una célula de
levadura). En otras formas de realizacion mas de la presente invencién, la célula huésped es una célula procariota
(p- €j., una célula bacteriana). Ejemplos especificos de células huésped incluyen, entre otras, Escherichia coli,
Salmonella typhimurium, Bacillus subtilis, y varias especies de los géneros Pseudomonas, Streptomyce vy
Staphylococcus, asi como Saccharomycees cerivisiae, Schizosac-charomycees pombe, células de Drosophila S2
cells, células de Spodoptera Sf9, células de ovario de hamster chino (CHO), lineas celulares COS-7 de fibroblastos
de rifidbn de mono, (Gluzman, Cell 23:175 [1981]), lineas celulares C127, 3T3, 293, 293T, HelLa y BHK.

Las construcciones en las células huésped se pueden usar de un modo convencional para producir el producto
génico codificado por la secuencia recombinante. En algunas formas de realizacién, la introduccion de la
construccion en la célula huésped puede efectuarse mediante transfeccién mediada por fosfato célcico, transfeccién
mediada por DEAE-dextrano o electroporacion (Véase, por ejemplo, Davis y col., Basic Methods in Molecular
Biology, [1986]). Como alternativa, en algunas formas de realizacion de la presente invencion, los polipéptidos de la
invencion se pueden producir de forma sintética mediante sintetizadores peptidicos convencionales.

Las proteinas se pueden expresar en células de mamifero, levaduras, bacterias u otras células bajo el control de los
promotores adecuados. También se pueden emplear sistemas de traduccion acelulares para producir dichas
proteinas usando ARN derivados de las construcciones de ADN de la presente invencién. En, Sambrook y col.,
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 22 Ed., Cold Spring Harbor, N.Y., (1989) se describen diversos vectores de
clonacion y expresion adecuados para usar con huéspedes procariotas y eucariotas.

En algunas formas de realizacion de la presente invencion, tras la transformaciéon de una cepa huésped adecuada y
el crecimiento de la cepa huésped hasta una densidad celular adecuada, el promotor seleccionados de induce
mediante medios adecuados (p. €j., cambio de temperatura o induccién quimica) y las células se cultivan durante un
periodo adicional. En otras formas de realizaciéon de la presente invencion, normalmente las células se recogen
mediante centrifugacién, se rompen por medios fisicos o quimicos y el extracto bruto resultante se conserva para su
posterior purificacion. En otras formas de realizacién mas de la presente invencion, las células microbianas usadas
en la expresion de proteinas se pueden romper mediante cualquier procedimiento conveniente, incluidos ciclos de
congelacién-descongelacion, sonicacion, fragmentacién mecanica o uso de agentes de lisis celular.

3. Purificacion de Nod2

La presente invencion también proporciona procedimientos para recuperar y purificar la Nod2 de cultivos de células
recombinantes incluidos, entre otros, precipitacion con sulfato aménico o etanol, extraccién acida, cromatografia de
intercambio anidnico o catiénico, cromatografia de fosfocelulosa, cromatografia de interaccion hidrofoba,
cromatografia de afinidad, cromatografia de hidroxilapatita y cromatografia de lectina. . En otras formas de
realizacién de la presente invencién, las etapas de replegamiento de proteinas se pueden usar segln sea necesario,
para completar la configuracién de la proteina madura. En otras formas de realizacién mas de la presente invencién,
la cromatografia de liquidos de alto rendimiento (HPLC) se puede usar en las etapas de purificacién final.

La presente invencion proporciona ademas polinucleétidos que tiene la secuencia de codificacion (p. ej., las SEC ID
N2 1 y 33) condensada en el marco con una secuencia marcadora que permite la purificacion del polipéptido de la
presente invencién. Un ejemplo no limitante de una secuencia marcadora es una cola de hexahistidina que puede
ser suministrada por un vector, preferentemente un vector pQE-9, que proporciona la purificacion del polipéptido
condensado con el marcador en el caso de un huésped bacteriano o, por ejemplo, la secuencia marcadora puede
ser una cola de hemaglutinina (HA) cuando se usa un huésped mamifero (p. €j., células COS-7). La cola de HA
corresponde a un epitopo derivado de la proteina hemaglutinina de la gripe (Wilson y col., Cell, 37:767 [1984]).

4. Mutantes de truncamiento de Nod2

Ademas, la presente invencién proporciona fragmentos de Nod2 (es decir, mutantes de truncamiento, por ejemplo la
SEC ID N? 3). En algunas formas de realizacién de la presente invencion, cuando se desea la expresion de una
porcion de la proteina Nod2 puede ser necesario afiadir un codén de iniciacion (ATG) al fragmento oligonucleotidico
que contiene la secuencia deseada que se va a expresar. En la técnica se conoce bien que una metionina en la
posicion N-terminal se puede escindir enzimaticamente mediante el uso de la enzima metionina aminopeptidasa
(MAP). La MAP se ha clonado en E. coli (Ben-Bassat y col.., J. Bacteriol., 169: 751-757 [1987]) y Salmonella
typhimurium y su actividad in vitro se ha demostrado en proteinas recombinantes (Miller et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 84:2718-1722 [1990]). Por tanto, la eliminacion de una metionina en N-terminal, si se desea, se puede
conseguir in vivo expresando dichos polipéptidos recombinantes en un huésped que produce MAP (p. €j., E. coli o
CMB89 o S. cerevisiae), o in vitro mediante el uso de MAP purificada.
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5. Proteinas de fusion que contienen Nod2

La presente invencion también proporciona proteinas de fusion que incorporan toda o parte de Nod2. De acuerdo
con esto, en algunas formas de realizacién de la presente invencion, las secuencias de codificacion para el
polipéptido se pueden incorporar como parte de un gen de fusién que incluye una secuencia de nucleétidos que
codifica un polipéptido diferente. Se contempla que este tipo de sistema de expresién encontrara utilidad en las
condiciones en las que sea deseable producir un fragmento inmunogénico de una proteina Nod2. En algunas formas
de realizacién de la presente invencion, la proteina de la capsida VP6 de rotavirus se usa como proteina vehiculo
inmunolégica para porciones del polipéptido Nod2, bien en forma monomérica o bien en forma de una particula viral.
En otras formas de realizacién de la presente invencion, las secuencias de acido nucleico correspondientes a la
porcién de Nod2 contra la cual se deben producir anticuerpos se pueden incorporar en una construccion génica de
fusién que incluye secuencias de codificacion para una proteina estructural tardia del virus vaccinia para producir un
conjunto de virus recombinantes que expresan las proteinas de fusién que comprenden una porcién de Nod2 como
parte del virion. Se ha demostrado, con el uso de proteinas de fusién inmunogénicas que usan las proteinas de
fusién del antigeno de superfcie de la hepatitis B, que los viriones de la hepatitis B recombinantes se pueden usar
también en esta funcion. De un modo similar, en otras formas de realizacion de la presente invencién, las
construcciones quiméricas que codifican proteinas de fusion que contienen una porcién de Nod2 y la proteina de la
capside del poliovirus se crean para potenciar la inmunogenicidad del conjunto de antigenos polipeptidicos (véase,
por ejemplo, la publicacion EP N? 025949; y Evans y col., Nature 339:385 [1989]; Huang y col., J. Virol., 62:3855
[1988]; y Schlienger y col., J. Virol., 66:2 [1992]).

En otras formas de realizacion mas de la presente invencién se puede usar el sistema de mudltiples antigenos
peptidicos para inmunizacién basada en péptidos. En este sistema se obtiene una porcién deseada de Nod2
directamente de la sintesis organo-quimica del péptido sobre un nicleo de lisina ramificado oligomérico (véase, por
ejemplo, Posnett y col., J. Biol. Chem., 263:1719 [1988]; y Nardelli y col., J. Immunol., 148:914 [1992]). En otras
formas de realizacion de la presente invencién también se pueden expresar determinantes antigénicos de las
proteinas Nod2, que pueden estar presentados por células bacterianas.

Ademas de usar proteinas de fusion para potenciar la inmunogenicidad, esta ampliamente apreciado que las
proteinas de fusién pueden también facilitar la expresion de proteinas, tales como la proteina Nod2 de la presente
invencion. De acuerdo con esto, en algunas realizaciones de la presente invencién, Nod2 se puede generar como
glutatién-S-transferasa (es decir, proteina de fusion GST). Se contempla que dichas proteinas de fusion GST
permitiran una facil purificacion de Nod2, tal como mediante el uso de matrices derivadas de glutation (véase, por
ejemplo, Ausabel y col., (eds.), Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, NY [1991]). En otra forma
de realizacion de la presente invencion, un gen de fusiéon que codifica una secuencia lider de purificacién, tal como
una secuencia del sitio de escisién de la poli-(His)/enteroquinasa en el extremo N de la porcion deseada de Nod2
puede permitir la purificacion de la proteina de fusion Nod2 expresada mediante cromatogafia de afinidad usando
una resina metalica de Ni®*. En otra forma de realizacion mas de la presente invencién, la secuencia lider de
purificacién se puede eliminar después mediante tratamiento con enteroquinasa (véase, por ejemplo, Hochuli y col.,
J. Chromatogr., 411:177 [1987]; y Janknecht y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:8972).

Las técnicas para fabricar genes de fusion son bien conocidas. Esencialmente, la unién de varios fragmentos de
ADN que codifica diferentes secuencias polipeptidicas se realiza de acuerdo con técnicas convencionales usando
extremos romos o escalonados para la ligadura, digestidon con enzimas de restriccién para proporcionar extremos
adecuados, llenado con extremos cohesivos segun sea adecuado, tratamiento con fosfatasa alcalina para evitar
uniones no deseadas y ligadura enzimatica. En otra forma de realizacién de la presente invencién, el gen de fusién
se puede sintetizar mediante técnicas convencionales, incluidos sintetizadores de ADN automaticos. Como
alternativa, en otras formas de realizacion de la presente invencion se puede llevar a cabo la amplificacion de
fragmentos génicos usando cebadores de ancla que dan lugar a salientes complementarios entre dos fragmentos
génicos consecutivos que después se pueden hibridar para generar una secuencia génica quimérica (véase, por
ejemplo, Current Protocols in Molecular Biology, anteriormente).

6. Variantes de Nod2

Otras formas de realizacion mas de la presente invencién proporcionan formas mutantes o variantes de Nod2 (es
decir, muteinas). Es posible modificar la estructura de un péptido que tiene una actividad de Nod2 para fines tales
como potenciar la eficacia terapéutica o profilactica, o la estabilidad (p. ej., duraciéon ex vivo y/o resistencia a la
degradacién proteolitica in vivo). Dichos péptidos modificados se consideran equivalentes funcionales de péptidos
que tienen una actividad de las proteinas Nod2 objeto como se define en el presente documento. Se puede producir
un péptido modificado en el que la secuencia de aminodacidos se ha alterado, tal como mediante sustitucién, delecién
0 adiciéon de aminoacidos.

Ademas, como se ha descrito anteriormente, las formas variantes (p. ej., secuencias mutantes o polimorficas) de las
proteinas Nod2 sujeto también se contemplan como equivalentes de dichos péptidos y las moléculas de ADN que se
establecen con mas detalle en el presente documento. Por ejemplo, como se ha descrito anteriormente, la presente
invencién abarca proteinas mutantes y variantes que contienen sustituciones de aminoacidos concervadoras o no
conservadoras.
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La presente invencién contempla adicionalmente un procedimiento de generar conjuntos de mutantes combinatorias
de las presentes proteinas Nod2, asi como mutantes de truncamiento, y es especialmente Util para identificar
potenciales secuencias variantes (es decir, mutantes o secuencias polimoérficas) que son funcionales en la unién a
NF-kB o proteinas en la via de sefalizacién de NF-kB y la sefializacion de una respuesta inflamatoria. El objetivo de
la deteccion selectiva de dichas bibliotecas combinatorias es generar, por ejemplo, nuevas variantes de Nod2 que
pueden actuar como agonistas o antagonistas, 0, como alternativa, poseen nuevas actividades en conjunto.

Por tanto, en algunas formas de realizacién de la presente invencion, las variantes de Nod2 se someten a ingenieria
mediante el presente procedimiento para proporcionar una activacién mas eficiente de NF-kB (es decir, generar una
respuesta inflamatoria). En otras formas de realizacion de la presente invenciéon se generan homologos derivados
mediante combinatoria que tienen una potencia selectiva respecto a una Nod2 natural. Dichas proteinas, cuando se
expresan en construcciones de ADN recombinantes, se pueden usar en protocolos de terapia génica.

Otras formas de realizacién mas de la presente invencién proporcionan variantes de Nod2 que tienen semividas
intracelulares espectacularmente diferentes a las correspondientes a la proteina silvestre. Por ejemplo, la proteina
alterada se puede dar mas estable 0 menos estable a la degradacién proteolitica o a otros procesos celulares que
tengan como resultado la destrucciéon de Nod2 o inactivarla. Dichas variantes, y los genes que las codifican, se
pueden usar para alterar la localizacion de la expresién de Nod2 mediante modulacién de la semivida de la proteina.
Por ejemplo, una semivida corta puede dar lugar a efectos biol6gicos de Nod2 mas transitorios y, cuando son parte
de un sistema de expresioén inducible, pueden permitir un control mas estrecho d elos niveles de Nod2 dentro de la
célula. Como se ha indicado anteriormente, dichas proteinas, y particularmente sus construcciones de acido nucleico
recombinante, se pueden usar en protocolos de terapia génica.

En otras formas de realizacién mas de la presente invencién, las variantes de Nod2 se generan mediante el abordaje
combinatorio para actuar como antagonistas, en cuanto a que son capaces de interferir en la capacidad de la
correspondiente proteina silvestre para regular la funcién celular.

En algunas formas de realizacion del abordaje de mutagénesis combinatoria de la presente invencion, las
secuencias de aminoacidos para una poblacion de variantes de Nod2 u otras proteinas relacionadas se alinean,
preferentemente para estimular la mayor homologia posible. Dicha poblacién de variantes puede incluir, por ejemplo,
homologos de Nod2 de una o mas especies o variantes de Nod2 de la misma especie pero que difieren debido a la
mutacioén. Los aminoacidos que aparecen en cada posicion de las secuencias alineadas se seleccionan para crear
un conjunto degenerado de secuencias combinatorias.

En una forma de realizacién preferida de la presente invencion, la biblioteca de Nod2 combinatoria se produce
mediante una biblioteca degenerada de genes que codifica una biblioteca de polipéptidos cada uno de los cuales
incluye al menos una porcién de posibles secuencias de la proteina Nod2. Por ejemplo, una mezcla de
oligonucledtidos sintéticos se pueden ligar enzimaticamente en secuencias génicas de modo que el conjunto
degenerado de posibles secuencias de Nod2 se puedan expresar como polipéptidos individuales o, como alternativa,
como un conjunto de proteinas de fusion mas grandes (p. ej., para expresion en fagos) que contienen el conjunto de
secuencias de Nod2 en las mismas.

Hay muchos modos por los que se puede generar la biblioteca de posibles homélogos y vairantes de Nod2 a partir
de una secuencia de oligonucleétidos degenerada. En algunas formas de realizacion, la sintesis quimica de una
secuencia génica degenerada se lleva a cabo en un sintetizador de ADN automatico y los genes sintéticos se ligan
en un gen adecuado para expresion. El fin de un conjunto degenerado de genes es proporcionar, en una mezcla,
todas las secuencias que codifican el conjunto deseado de potenciales secuencias de Nod2. La sintesis de
oligonucleétidos degenerados se conoce bien en la técnica (véase, por ejemplo, Narang, Tetrahedron Lett., 39:3 9
[1983]; ltakura y col., Recombinant DNA, en Walton (ed.), Proceedings of the 3rd Cleveland Symposium on
Macromolecules, Elsevier, Amsterdam, pp 273-289 [1981]; Itakura y col., Annu. Rev. Biochem., 53:323 [1984];
Itakura y col., Science 198:1056 [1984]; ke y col., Nucl. Acid Res., 11:477 [1983]). Dichas técnicas se han empleado
en la evolucién dirigida de otras proteinas (véase, p. €j., Scott y col., Science 249:386-390, 1980; Roberts y col.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:2429-2433 [1992]; y col., Science 249: 404-406 [1990]; Cwirla y col., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 87: 6378-6382 [1990]; asi como las patentes de EE.UU. n® 5.223.409, 5.198.346 y 5.096.815, cada una de
las cuales se incorpora en el presente documento por referencia).

Se contempla que los acidos nucleicos de Nod2 (p. ej., la SEC ID N° 1 y fragmentos y variantes de la misma) se
pueden usar como acidos nucleicos de partida para la evolucién dirigida. Esas técnicas se pueden usar para
desarrollar variantes de Nod2 que tienen propiedades deseables, tales como una afinidad de unién incrementada o
disminuida por RICK.

En algunas formas de realizacion, la evolucién artificial se realiza mediante mutagénesis aleatoria (p. ej., usando
PCR propensa a error para introducir mutaciones aleatorias en una secuencia de codificacion dada). Este
procedimiento requiere un ajuste fino de la frecuencia de mutacién. Como norma general, las mutaciones
beneficiosas son raras, mientras que las mutaciones perjudiciales son infrecuentes. Esto es porque la combinacion
de una mutacién perjudicial y una mutacién beneficiosa a menudo tiene como resultado una enzima inactiva. El
nuamero ideal de sustituciones de bases para genes objetivo normalmente esta entre 1,5 y 5 (Moore y Arnold, Nat.
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Biotech., 14, 458-67 [1996]; Leung y col., Technique, 1:11-15 [1989]; Eckert y Kunkel, PCR Methods Appl., 1:17-24
[1991]; Caldwell y Joyce, PCR Methods Appl., 2:28-33 (1992); y Zhao y Arnold, Nuc. Acids. Res., 25:1307-08
[1997]). Tras la mutagénesis, los clones resultantes se seleccionan segun la actividad deseable (p. ej., deteccién
selectiva segun la actividad de Nod2). A menudo son necearias rondas sucesivas de mutagénesis y seleccién para
desarrollar enzimas con propiedades deseables. Cabe destacar que solo las mutaciones Utiles se pasan a la
siguiente ronda de mutagénesis.

En otras realizaciones de la presente invencidn, los polinucle6tidos de la presente invencién se usan en
procedimientos de transposicién genérica o PCR sexual (p. ej., Smith, Nature, 370:324-25 [1994]; patentes de
EE.UU. n? 5.837.458; 5.830.721; 5.811:238; 5.733.731; todas las cuales se incorporan en el presente documento por
referencia). La transposicion genética implica fragmentaciéon aleatoria de varios ADN mutantes, seguido de su
reensamblaje mediante PCR en moléculas de longitud completa. Ejemplos de varios procedimientos de
transposicion genética incluyen, entre otros, ensamblaje tras tratamiento con ADNasa, el procedimiento de extension
escalonada (STEP) y cebado aleatorio en recombinacion in vitro. En el procedimiento mediado por la ADNasa, los
segmentos de ADN aislados de un conjunto de mutantes positivos se escinden en fragmentos aleatorios con
ADNasa | y se someten a multiples rondas de PCR sin cebador afadido. Las longitudes de fragmentos aleatorios se
acercan a las del segmento sin escindir a medida que progresan los ciclos de PCR, lo que tiene como resultado la
mezcla de mutaciones presentes en clones diferentes y la acumulacién en algunas de las secuencias resultantes.
Multiples ciclos de seleccion y SHIFFLING han conducido a la potenciacién funcional de una serie de enzimas
(Stemmer, Nature, 370:398-91 [1994]; Stemmer, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 91, 10747-51 [1994]; Crameri y col.,
Nat. Biotech., 14:315-19 [1996]; Zhang y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 94:4504-09 [1997]; y Crameri y col., Nat.
Biotech., 15:436-38 [1997]). Las variantes producidas mediante evolucion dirigida se puede someter a deteccién
selectiva segun la actividad de Nod2 mediante los procedimientos descritos en los Ejemplos 4-8.

En la materia se conoce una amplia gama de técnicas para la deteccién selectiva de productos génicos de
bibliotecas combinatorias fabricados mediante mutaciones puntuales y para la deteccion selectiva de bibliotecas de
ADNCc de productos génicos que tienen una propiedad determinada. En general, dichas técnicas seran adaptables
para una deteccién selectiva rapida de bibliotecas génicas generadas mediante la mutagénesis combinatoria o
recombinacion de homélogos de Nod2. Las técnicas méas usadas para la deteccién selectiva de grandes bibliotecas
génicas habitualmente comprende la clonacion de la biblioteca génica en vectores de expresion replicables,
transformando las células adecuadas con la biblioteca de vectores resultante y expresando los genes combinatorios
en condiciones en las que la deteccidon de una actividad deseada facilita un aislamiento relativamente facil del vector
que codifica el gen cuyo producto se detecto.

7. Sintesis quimica de Nod2

En una forma de realizacion alternativa de la invencion, la secuencia de codificacion de Nod2 se sintetiza, completa
0 en parte, usando procedimientos quimicos bien conocidos en la técnica (véase, por ejemplo, Caruthers y col., Nucl
Acids Res. Symp. Ser., 7:215-233 [1980]; Crea y Horn, Nucl. Acids Res., 9:2331 [1980]; Matteucci y Caruthers,
Tetrahedron Lett., 21:719 [1980]; y Chow y Kempe, Nucl. Acids Res., 9:2807-2817 [1981]). En otras formas de
realizacién de la presente invencion, la propia proteina se produce usando procedimientos quimicos para sintetizar
una secuencia de aminoacidos completa de Nod2 o una porcién de la misma. Por ejemplo, los péptidos se pueden
sintetizar mediante técnicas de fase soélida, se escinden de la resina y se purifican mediante cromatografia de
liquidos preparativa de alto rendimiento (véase, por ejemplo, Creighton, Proteins Structures And Molecular
Principles, W H Freeman y Co, New York N.Y. [1983]). En otras formas de realizacion de la presente invencién, la
composicion de los péptidos sintéticos se confirma mediante analisis 0 secuenciacion de aminoacidos (véase, por
ejemplo, Creighton, anteriormente).

La sintesis peptidica directa se puede realizar usando varias técnicas de fase solida (Roberge y col., Science 269:
202-204 [1995]) y la sintesis automatica se puede conseguir, por ejemplo, usando el Sintetizador Peptidico ABI 431A
(Perkin Elmer) de acuerdo con las instrucciones proporcionadas por el fabricante. Adicionalmente, durante la sintesis
directa, la secuencia de aminoacidos de Nod2, o cualquier parte de la misma, se puede alterar y/o combinar
mediante procedimientos quimicos con otras secuencias para producir una variante del polipéptido.

lll. Deteccion de alelos de Nod2

En algunas formas de realizacion, la presente invencién incluye alelos de Nod2 que incrementan la susceptibilidad
de un paciente a la enfermedad de Crohn (p. €j., incluidas, entre otras, las SEC ID N? 33 y 3). El analisis de los
alelos de Nod2 humana natural revelé que los pacientes con mayor susceptibilidad a la enfermedad de Crohn tienen
un alelo mutante de Nod2 que, por ejemplo, contiene un residuo citosina adicional. El residuo citosina adicional
produce una mutacion de desplazamiento del marco que tiene como resultado la generacién de un codon de
terminacion que produce la delecién de gran parte del dominio LRR. La proteina resultante funciona de un modo
similar al mutante de delecion ALRR (véase la Fig. 4). Este mutante de delecién exhibe un elevado grado de
activacion de NF-kB en ausencia de otros estimulos de sefalizacion. No obstante, la presente invencién no se limita
a la mutacion descrita en las SEC ID N2 3 y 33. Cualquier mutacion que tiene como resultado el fenotipo indeseado
(p. €j., un grado elevado de activacion de NF-kB en ausencia de otros estimulos de sefalizacion) entra dentro del
alcance de la presente invencion. Los ensayos para determinar si un polipéptido dado tiene dichas actividades se
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proporcionan en los ejemplos 4 y 5.

La presente invencion no esta limitada a ningin mecanismo de accion concreto. De hecho, no es necesario conocer
el mecanismo de accion para la practica de la presente invencion. No obstante, se contempla que el sistema de
sefalizacion del que Nod2 es un componente reconoce patdgenos bacterianos y virales e inicia una respuesta para
matar al patdégeno o célula infectada (es decir, sefalizacién celular que activa un factor de transcripcién que, a su
vez, activa una respuesta inflamatoria). Se contempla que, en la enfermedad de Crohn, la activacién de la via de
sefalizacién se produce en ausencia de estimulacion por patégenos por la presencia de la forma truncada de Nod2.
Esto conduce a la inflamacion asociada con la enfermedad de Crohn.

De acuerdo con esto, la presente invencién proporciona procedimientos para determinar si un paciente tiene una
mayor susceptibilidad a la enfermedad intestinal inflamatoria 0 a la enfermedad de Crohn determinando si el
individuo tiene o no un gen de Nod2 variante. En otras formas de realizacion, la presente invencion proporciona
procedimientos para proporcionar un pronéstico de un riesgo incrementado de sufrir la enfermedad de Crohn a un
individuo en base a la presencia o ausencia de uno o mas alelos variantes de Nod2. En formas de realizacién
preferidas, la variacién produce un truncamiento del dominio LRR. En otras formas de realizacién preferidas, la
variacion tiene como resultado un incremento de la activacion de NF-kB y la consiguiente respuesta inflamatoria. En
formas de realizacién particularmente preferidas, la variacion es un polimorfismo de un solo nucleétido causado por
una insercién de un residuo citosina.

Se dispone de numerosos procedimientos para el andlisis de las secuencias de acido nucleico variantee (p. e€j.,
mutantes o polimérficas). Los ensayos para la deteccion de variantes (p. €j., polimorfismos o mutaciones) entran
dentro de varias categorias, incluidos, entre otros, ensayos de secuenciacion directa, ensayos de polimorfismo de
fragmentos, ensayos de hibridacién y analisis de datos por ordenador. Se dispone de protocolos y kits o servicios
comercialmente disponibles para realizar multiples variaciones de estos ensayos. En algunas formas de realizacion,
los ensayos se realizan en combinacion o en hibridos (p. ej., diferentes reactivos o tecnologias de varis ensayos se
combinan para dar un ensayo). Los siguientes ensayos son Utiles en la presente invencion.

1. Ensayos de secuenciacion directa

En algunas formas de realizacién de la presente invencion se detectan secuencias variantes usando una técnica de
secuenciacion directa. En estos ensayos, las muestras de ADN se aislan primero de un sujeto usando cualquier
procedimiento adecuado. En algunas formas de realizacion, la region de interés se clona en un vector adecuado y se
amplifica mediante crecimiento en una célula huésped (p. €j., una bacteria). En otras formas de realizacion, el ADN
en la region de interés se amplifica usando PCR.

Tras la amplificacién, el ADN en la regién de interés (p. €j., la region que contiene el SNP o la mutacién de interés)
se secuencia usando cualquier procedimiento adecuado, incluidos, entre otros, secuenciacion manual usando
nucledtidos marcadores radiactivos o secuenciacién automatica. Los resultados de la secuenciacion se muestran
usando cualquier procedimiento adecuado. Se analiza la secuencia y se determina la presencia o ausencia de un
SNP o mutaciéon dada.

2. Ensayo PCR

En algunas formas de realizacién de la presente invencion se detectan secuencias variantes usando un ensayo
basado en PCR. En algunas formas de realizacion, el ensayo PCR comprende el uso de cebadores
oligonucleotidicos que hibridan Unicamente con el alelo variante o silvestre de Nod2 (p. ej., con la regiéon del
polimorfismo o la mutacién). Ambos conjuntos de cebadores se usan para amplificar una muestra de ADN. Si solo
los cebadores mutantes dan como resultado un producto de PCR, el paciente tiene el alelo mutante de Nod2. Si solo
los cebadores silvestres dan como resultado un producto de PCR, el paciente tiene el alelo silvestre de Nod2.

3. Ensayos de polimorfismos de longitud de fragmento

En algunas formas de realizacion de la presente invencién se detectan las secuencias variantes usando un ensayo
de polimorfismo de longitud de fragmento. En un ensayo de polimorfismo de longitud de fragmento se genera un
patrén de bandas de ADN Unico basado en la escision del ADN en una serie de posiciones usando una enzima (p.
ej., una enzima de restriccién o una enzima CLEAVASE | [Third Wave Technologies, Madison, WI]). Los fragmentos
de una muestra que contiene un SNP o una mutacién tendran un patrén de bandas diferente al de los silvestres.

a. Ensayo RFLP

En algunas formas de realizacién de la presente invencién se detectan las secuencias variantes usando un ensayo
de polimorfismo de longitud de fragmento de restriccion (RFLP). Primero, se aisla la region de interés usando PCR.
Después, los productos de la PCR se escinden con enzimas de restriccién que se sabe que dan un fragmento de
longitud Unico para un polimorfismo dado. Los productos de la PCR digeridos con la enzima de restriccion se
separan mediante electroforesis y se vislualizan mediante tincién con bromuro de etidio. La longitud de los
fragmentos se compara con marcadores de peso molecular y fragmentos generados de controles silvestres y
mutantes.
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b. Ensayo CFLP

En otras formas de realizacion, las secuencias variantes se detectan usando un ensayo de polimorfismo de longitud
de fragmento CLEAVASE (CFLP; Third Wave Technologies, Madison, WI; véase, por ejemplo, las patentes de
EE.UU. n® 5.843.654, 5.843.669, 5.719.208 y 5,888,780, cada una de las cuales se incorpora en el presente
documento por referencia). Este ensayo se basa en la observacion de que cuando las hebras sencillas de ADN se
pliegan sobre si mismas, asumen estructuras de orden superior que son altamente individuales de la secuencia
precisa de la molécula de ADN, Estas estructuras secundarias implican regiones de ADN parcialmente en duplex de
modo que las regiones monocatenarias estan en yuxtaposicién con las horquillas de ADN bicatenario, La enzima
CLEAVASE | es una nucleasa termoestable especifica de estructura que reconoce y escinde las uniones entre las
regiones monocatenarias y bicatenarias.

Primero se aisla la regién de interés usando, por ejemplo, PCR. Después, las hebras de ADN se separan mediante
calentamiento. A continuacién, las reacciones se enfrian para permitir la formacién de la estructura secundaria
intracatenaria. Después, los productos de PCR se tratan con la enzima CLEAVASE | para generar una serie de
fragmentos que son Unicos de un SNP o mutacion dados. Los productos de la PCR tratados con la enzima
CLEAVASE se separan y se detectan (p. €j., mediante electroforesis en gel) y se visualizan (p. ej., mediante tincién
con bromuro de etidio). La longitud de los fragmentos se compara con marcadores de peso molecular y fragmentos
generados de controles silvestres y mutantes.

4. Ensayos de hibridacion

En formas de realizacion preferidas de la presente invencion se detectan secuencias variantes usando un ensayo de
hibridacion. En un ensayo de hibridacion, la presencia o ausencia de un SNP o mutaciéon dados se determina en
base a la capacidad del ADN de la muestra para hibridar con una molécula de ADN complementario (p. €j., una
sonda oligonucleotidica). Se dispone de diversos ensayos de hibridacién que usan varias tecnologias de hibridacién
y deteccién. Mas adelante se proporciona una descripcion de una seleccién de ensayos.

a. Deteccion directa de hibridacion

En algunas formas de realizacion, la hibridacion de una sonda con la secuencia de interés (p. ej., un SNP o una
mutacion) se detecta directamente visualizando una sonda unida (p. €j., un ensayo Northern o Southern; véase, por
ejemplo, Ausabel y col., (eds.), Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, NY [1991]). En estos
ensayos, el ADN gendmico (Southern) o el ARN (Northern) se aisla de un sujeto. Después, el ADN o el ARN se
fragmenta con una serie de enzimas de restriccion que escinden con poca frecuencia el genoma y no estan cerca de
ninguno de los marcadores que se estan analizando. Después, el ADN o el ARN se separa (p. €j., en un gel de
agarosa) y se transfiere a una membrana. Una o mas sondas marcadas (p. ej., mediante incorporacion de un
radionuclidos) especificas del SNP o de la mutaciéon que se esta detectando se deja entrar en contacto con la
membrana en una condiciones de rigurosidad baja, media o alta. La sonda no unida se elimina y se detecta la
presencia de unién mediante visualizacion de la sonda marcada.

b. Deteccion de hibridacion usando ensayos en “circuitos de ADN”

En algunas formas de realizacién de la presente invencion se detectan secuencias variantes usando un ensayo de
hibridacion en circuito de ADN. En este ensayo, una serie de sondas oligonucleotidicas se fija a un soporte sélido.
Las sondas oligonucleotidicas estan disefiadas para ser Unicas de un SNP o una mutacién dada. La muestra de
ADN de interés se pone en contacto con el “circuito” de ADN se detecta la hibridacion.

En algunas formas de realizacién, el ensayo con circuito de ADN es un GeneChip (Affymetrix, Santa Clara, CA;
véase, por ejemplo, las patentes de EE.UU. N°® 6.045.996, 5.925.525 y 5.858.659, cada una de las cuales se
incorpora en el presente documento por referencia). La tecnologia GeneChip usa matrices miniaturizadas de alta
densidad de sondas oligonucleotidicas fijadas a un “circuito”. Las matrices de las sonadas las fabrica Affymetrix
mediante un procedimiento de sintesis quimica dirigida por luz que combina sintesis quimica en fase sélida con
técnicas de fabricacién fotolitografica usadas en la industria de los semiconductores. Usando una serie de mascaras
fotolitograficas para definir los sitios de exposicién del circuito, seguido de etapas sintesis quimica especifica, el
procedimiento construye matrices de alta densidad de oligonucleétidos con cada sonda en una posicién predefinida
en la matriz. Multiples matrices de sondas se sintetizan de forma simultanea en una oblea de cristal grande.
Después se cortan las obleas y las matrices de sondas individuales se empaquetan en cartuchos plasticos
moldeados por inyeccidn que los protegen del ambiente y sirven como camaras de hibridacién.

El acido nucleico a analizar se aisla, amplifica mediante PCR y se marca con un grupo indicador fluorescente. El
ADN marcado se incuba después con la matriz usando una estacion fluida. Después, la matriz se inserta en el
escaner, en el que se detectan los patrones de hibridacion. Los datos de hibridacién se recogen como luz emitida
desde los grupos indicadores fluorescentes ya incorporados en la diana, que esta unida a la matriz de la sonda. Las
sondas que coinciden perfectamente con la diana producen, en general, sefiales mas fuertes que los que tienen
apareamientos errdneos. Dado que la secuencia y la posicién de cada sonda sobre la matriz se conocen, mediante
complementariedad se puede determinar la identidad del acido nucleico diana aplicado a la matriz de la sonda.
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En otras formas de realizacion se usa un microcircuito de ADN que contiene sondas capturadas electronicamente
(Nanogen, San Diego, CA) (véase, por ejemplo, las patentes de EE.UU. N® 6.017.696, 6.068.818 y 6.051.380, cada
una de las cuales se incorporan en la presente memoria descriptiva por referencia). Mediante el uso de
microelectronica, la tecnologia Nanogen permite el movimiento activo y la concentracion de moléculas cargadas
hacia y desde los sitios de ensayo designados en su microcircuito de semiconductores. Las sondas de captura de
ADN Unicas de un SNP o mutacién dados se colocan electronicamente en, o “dirigen” a, sitios especificos sobre el
microcircuito. Dado que el ADN tiene una fuerte carga negativa, puede moverse electronicamente a un area de
carga positiva.

Primero, un sitio de ensayo o una hilera de sitios de ensayo sobre el microcircuito se activa electronicamente con
una carga positiva. Después, una soluciéon que contiene las sondas de ADN se introduce en el microcircuito. Las
sondas cargadas negativamente se mueven rapidamente hacia los sitios cargados positivamente, en los que se
concentran y se unen quimicamente a un sitio sobre un microcircuito. Después, el microcircuito se lava y se afiade
otra solucién de sondas de ADN distintas hasta que la matriz de sondas de ADN unidas especificamente esta
completa.

Después, una muestra de ensayo se analiza para determinar la presencia de moléculas de ADN diana determinando
cual de las sondas de captura de ADN hibridan con el ADN complementario en la muestra de ensayo (p. €j., un gen
de interés amplificado por PCR). También se usa una carga electronica para mover y concentrar las moléculas diana
a uno o mas sitios de ensayo sobre el microcircuito. La concentracion electronica del ADN de la muestra en cada
sitio de ensayo estimula la rapida hibridacién de un ADN de la muestra con sondas de captura complementarias (la
hibridacion puede producirse en minutos). Para eliminar todo ADN no unido o unido inespecificamente de cada sitio,
la polaridad o la carga del sitio se invierte a negativa, de modo que se fuerza todo el ADN no unido o unido
inespecificamente de vuelta a la solucion lejos de las sondas de captura. Para detectar la unién se usa un escaner
de fluorescencia basado en laser.

En otras formas de realizacién adicionales se usa una tecnologia de matriz basada en la segregacién de fluidos
sobre una superficie plana (circuito) por diferencias en la tensién superficial (ProtoGene, Palo Alto, CA) (véase, por
ejemplo, las patentes de EE.UU. N2 6.001.311, 5.985.551 y 5.474.796, cada una de las cuales se incorporan en la
presente memoria descriptiva por referencia). La tecnologia de Protogene se basa en el hecho de que los fluidos se
pueden segregar sobre una superficie plana por diferencias en la tension superficial que se han impartido mediante
recubrimientos quimicos. Una vez segregadas de este modo, las sondas oligonucleotidicas se sintetizan
directamente sobre el circuito mediante impresion con chorro de tinta de reactivos. La matriz con sus sitios de
reaccion definda por tension superficial se monta sobre una etapa de traduccion X/Y bao un conjunto de cuatro
boquillas piezoeléctricas, una por cada una de las cuatro bases convencionales del ADN.. La etapa de traduccién se
mueve a lo largo de cada una de las filas de la matriz y el reactivo adecuado se libera en cada sitio de reaccioén. Por
ejemlo, la amidita A se libera inicamente en los sitios en los que la amidita A se va a acoplar durante dicha etapa de
sintesis, y asi sucesivamente. Los reactivos y lavados habituales se liberan mediante inundacién de la totalidad de la
superficie y, después, eliminandolos mediante centrifugacion.

Las sondas de ADN Uunicas para el SNP o la mutacion de interés se fijan en el circuito usando tecnologia de
Protogene. Después, el circuito se pone en contacto con los genes de interés amplificados por PCR. Tras la
hibridacion, el ADN no unido se elimina y la hibridacion se detecta usando cualquier procedimiento adecuado (p. €j.,
mediante destemplado con fluorescencia de un grupo fluorescente incorporado).

En otras formas de realizacién mas se usa una “matriz de perlas” para la deteccion de polimorfismos (lllumina, San
Diego, CA; véase, por ejemplo, las publicaciones PCT WO 99/67641 y WO 00/39587, cada una de las cuales se
incorporan en el presente documento por referencia). lllumina usa tecnologia de MATRIZ DE PERLAS que combina
haces de fibra éptica y perlas que se autoensamblan en una matriz. Cada haz de fibra optica contiene de miles a
millones de fibras individuales dependiendo del diametro del haz. Las perlas se recibren con un oligonucleétido
especifico de la deteccion de un SNP o mutacién dados. Se combinan lotes de perlas para formar un conjunto
especifico de la matriz. Para realizar un ensayo, la MATRIZ DE PERLAS se pone en contacto con una muestra
sujeto preparada (p. €j., ADN). La hibridacién se detecta usando cualquier procedimiento adecuado.

c. Deteccién enzimatica de hibridacion

En algunas formas de realizacién de la presente invencién se generan perfiles genémicos usando un ensayo que
detecta hibridacion mediante escision enzimatica de estructuras especificas (ensayo INVADER, Third Wave
Technologies; véase, por ejemplo, las patentes de EE.UU. N° 5.846.717, 6.090.543, 6.001.567 y 5.985.557 y
5,994,069, cada una de las cuales se incorpora en el presente documento por referencia). El ensayo INVADER
detecta secuencias especificas de ADN y ARN usando enzimas especificas de estructura para escindir un complejo
formado mediante la hibridacién de sondas oligonucleotidicas solapantes. La temperatura elevada y un exceso de
una de las sondas permiten escindir multiples sondas para cada secuencia diana presente sin ciclos de temperatura.
Después, estas sondas escindidas dirigen la escisién de una segunda sonda marcada. La sonda oligonucleotidica
secundaria puede estar marcada en el extremo 5’ con fluoresceina que se inactiva mediante un pigmento interno.
Tras la escision, el producto marcado con fluoresceina destemplado se puede detectar usando un lector de placas
de fluorescencia estandar.
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El ensayo INVADER detecta mutaciones especificas y SNP en ADN gendmico no amplificado. La muestra de ADN
aislada se pone en contatco con la primera sonda especifica para un SNP/mutaciéon o una secuencia silvestre y se
deja hibridar. Después, una sonda secundaria especifica de la primera sonda y que contiene el marcador
fluoresceina se hibrida y se afade la enzima. La union se detecta usando un lector de placas fluorescente y
comparando la sefial de la muestra de ensayo con controles negativos y positivos conocidos.

En algunas formas de realizacion, la hibridacién de una sonda unida se detecta usando un ensayo TagMan (PE
Biosystems, Foster City, CA; véase, por ejemplo, las patentes de EE.UU. N® 5.962.233 y 5.538.848, cada una de las
cuales se incorporan en la presente memoria descriptiva por referencia). El ensayo se realiza durante una reaccion
de PCR. El ensayo TagMan explota la actividad de exonucleasa 5’-3’ de la ADN polimerasa AMPLITAQ GOLD. Una
sonda especifica de un alelo o mutaciéon dados se incluye en la reaccién de PCR. La sonda consiste en un
oligonucleotido con un pigmento indicador en 5’ (p. €j., un pigmento fluorescente) y un pigmento inactivador en 3'.
Durante la PCR, si la sonda se une a su diana, la actividad nucleolitica 5’-3' de la polimerasa AMPLITAQ GOLD
escinde la sonda entre el pigmento indicador y el inactivador. La separacion del pigmento indicador del pigmento
inactivador tiene como resultado un incremento de la fluorescencia. La sefal se acumula con cada ciclo de PCR y se
puede monitorizar con un fluorimetro.

En otras formas de realizacién mas, los polimorfismos se detectan usando un ensayo de extensiéon de cebadores
SNP-IT (Orchid Biosciences, Princeton, NJ;I véanse las patentes de EE.UU. N° 5.952.174 y 5.919.626, cada una de
las cuales se incorporan en la presente memoria descriptiva por referencia). En este ensayo, los SNP se identifican
usando un cebador de ADN sintetizado especialmente y una ADN polimerasa para extender de forma selectiva la
cadena de ADN en una base en la posible localizacién del SNP. El ADN en la region de interés se amplifica y se
desnaturaliza. Después, las reacciones de la polimerasa se realizan usando sistemas miniaturizados denominados
microfluidos. La deteccién se lleva a cabo afiadiendo un marcador al nucleétido que se sospecha que esta en la
localizacién del SNP o la mutacion. La incorporacion del marcador en el ADN se puede detectar mediante cualquier
procedimiento adecuado (p. €j., si el nucleétido contiene un marcador de biotina, la deteccion se realiza mediante un
anticuerpo marcado con fluorescencia especifico de la biotina).

5. Ensayo de espectroscopia de masas

En algunas formas de realizacion se usa un sistema MassARRAY (Sequenom, San Diego, CA) para detectar
secuencias variantes (véanse, por ejemplo, las patentes de EE.UU. N° 6.043.031, 5.777.324 y 5.605.798, cada una
de las cuales se incorporan en la presente memoria descriptiva por referencia). EIl ADN se aisla de muestras de
sangre usando procedimientos estandar. Después, las regiones de ADN especificas que contienen la mutacion o el
SNP de interés, de una longitud de aproximadamente 200 pares de bases, se amplifican mediante PCR. Los
fragmentos amplificados se unen después por una hebra a una superficie sélida y las hebras no inmovilizadas se
eliminan mediante desnaturalizacién y lavado estandar. La hebra Unica inmovilizada restante sirve después como
molde para reacciones enzimaticas automatizadas que producen productos para diagnostico especificos de
genotipo.

Después, cantidades muy pequefias de productos enzimaticos, normalmente de cinco a diez nanolitros, se
transfieren a una matriz SpectroCHIP para su posterior andlisis automatizado con el espectrometros de masas
SpectroREADER. Cada mancha se carga previamente con cristales absorbedores de luz que forman una matriz con
el producto diagnéstico dispensado. El sistema MassARRAY usa espectrometria de masas MALDI-TOF (ionizacion-
desorcion laser asistida por matriz—tiempo de vuelo). En un procedimiento conocido como desorcion, se aplica a la
matriz un pulso de un haz laser. La energia del haz laser se transfiere a la matriz y se vaporiza, lo que tiene como
resultado la expulsiéon de una cantidad pequefa del producto diagnostico en un tubo de vuelo. Como el producto
diagnédstico se carga cuando posteriormente se aplica un pulso de campo eléctrico al tubo, se lanzan en sentido
descendente por el tubo de vuelo hacia un detector. El tiempo entre la aplicacién del pulso de campo eléctrico y la
colision del producto diagnédstico con el detector se denomina tiempo de vuelo. Esta es una medida muy precisa del
peso molecular del producto, ya que la masa de una molécula se correlaciona directamente con el tiempo de vuelo
con moléculas similares que vuelan mas rapido que las moléculas mas grandes. Todo el ensayo se completa en
menos de una milésima de segundo, lo que permite analizar las muestras en un total de 3-5 segundos, incluida la
recoleccién de datos repetitivos. Después, el software SpectroTYPER calcula, registra, compara e informa los
genotipos a la velocidad de tres segundos por muestra.

6. Analisis de la variante mediante union diferencial de anticuerpos

En otras formas de realizacion de la presente invencion, los anticuerpos (véase mas adelante la produccion de
anticuerpos) se usan para determinar si un individuo contiene un alelo que codifica un gen variante de Nod2. En una
forma de realizacién preferida, se usan anticuerpos que discriminan entre proteinas mutantes (es decir, proteinas
truncadas) y silvestres (SEC ID N® 2 y 3). En algunas formas de realizacion particularmente preferidas, los
anticuerpos estan dirigidos al extremo C de Nod2.

7. Kits para analizar el riesgo de enfermedad de Crohn

La presente invencién también proporciona kits para determinar si un individuo contiene un alelo silvestre o variante
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(p. €j., polimoérfico o mutante) de Nod2. En algunas formas de realizacion, los kits son Utiles para determinar si un
sujeto esta en riesgo de desarrollar la enfermedad e Crohn. Los kits para diagnéstico se producen de diversos
modos. En algunas formas de realizacién, los kits contienen al menos un reactivo para detectar especificamente un
alelo o proteina mutante de Nod2. En formas de realizacion preferidas, los kits contienen reactivos para detectar un
SNP producido mediante una insercién de un residuo citosina en un gen silvestre. En formas de realizacion
preferidas, el reactivo es un acido nucleico que hibrida con acidos nucleicos que contienen el SNP y que no se une a
acidos nucleicos que no contienen el SNP. En otras formas de realizacién preferidas, los reactivos son cebadores
para amplificar la region del ADN que contiene el SNP. En otras formas de realizacién mas, los reactivos son
anticuerpos que se unen, preferentemente, a las proteinas Nod2 silvestres o truncadas. En algunas formas de
realizacién, el kit contiene instrucciones para determinar si un sujeto esta en riesgo de desarrollar la enfermedad e
Crohn. En formas de realizacion preferidas, las instrucciones especifican que el riesgo de desarrollar enfermedad de
Crohn se determina detectando la presencia o ausencia de un alelo mutante de Nod2 en el sujeto, en el que los
sujetos que tienen un alelo que contiene una mutacién por insercion de citosina tienen un mayor riesgo de
desarrollar la enfermedad de Crohn. En algunas formas de realizacion, los kits incluyen reactivos auxiliares tales
como agentes tampdn, reactivos de estabilizacion de acido nucleico, reactivos de estabilizacién de proteinas y
sistemas de produccién de sefal (p. €j., sistemas de generacién de fluorescencia como sistemas Fret). El kit de
ensayo puede estar constituido por paquetes de cualquier manera adecuada, normalmente con los elementos en un
Unico contenedor o varios contenedores segln sea necesario, junto con una hoja de instrucciones para llevar a cabo
la prueba. En algunas formas de realizacion, los kits también incluyen, preferentemente, una muestra control
positivo.

IV. Generacion de anticuerpos frente a Nod2

Estos anticuerpos se pueden generar para permitir la deteccion de la proteina Nod2. Los anticuerpos se pueden
preparar usando varios inmunégenos. En una forma de realizacién, el inmundgeno es un péptido Nod2 humano para
generar anticuerpos que reconocen la Nod2 humana. Dichos anticuerpos incluyen, entre otros, policlonales,
monoclonales, quiméricos, de cadena sencilla, fragmentos Fab y una biblioteca de expresion de Fab.

Se pueden usar varios procedimientos conocidos en la técnica para la produccion de anticuerpos policlonales
dirigidos contra Nod2. Para la produccion de un anticuerpo se pueden inmunizar varios animales huéspedes
mediante inyeccion con el péptido correspondiente en el epitopo de Nod2, incluidos, entre otros, conejos, ratones,
ratas, ovejas, cabras etc. En una realizacion preferida, el péptido se conjuga con un vehiculo inmunogénico (por
ejemplo, tocoide diftérico, seroalbimina bovina (BSA) o hemocianina de lapa californiana (KLH)). Se pueden usar
varios adyuvantes para aumentar la respuesta inmunolégica dependiendo de la especie huésped, incluidos, entre
otros, adyuvante de Freund (completo e incompleto), geles minerales (por ejemplo, hidréxido de aluminio),
sustancias de superficie activa (por ejemplo, lisolecitina, polioles plurdnicos, polianiones, péptidos, emulsiones en
aceite, hemocianina de lapa californiana, dinitrofenol) y adyuvantes humanos potencialmente Utiles, tales como BCG
(bacilo de Calmette-Guerin) y Corynebacterium parvum.

Para la preparacion de anticuerpos monoclonales dirigidos a Nod2, se contempla que cualquier técnica que
proporcione la produccién de moléculas de anticuerpos mediante cultivos continuos de lineas celulares encontraran
utilidad con la presente invencién (véase, por ejemplo, Harlow y Lane, Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring
Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY). Estas incluyen, entre otras, la técnica del hibridoma inicialmente
desarrollada por Koéhler y Milstein (Kéhler y Milstein 1975, Nature 256:495-497 [1975]), asi como la técnica del
trioma, la técnica del hibridoma de células B humanas (véase, por ejemplo, Kosbor, y col., Immunol. Tod. 4:72
[1983]) y la técnica del hibridoma con EBV para producir anticuerpos monoclonales humanos (Cole y col., 1985, en
Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan R. Liss, Inc., pag. 77-96 [1985]).

En una realizacion adicional de la invencion, los anticuerpos monoclonales se producen en animales sin gérmenes
usando la tecnologia como la descrita en el documento PCT/US90/02545. Adicionalmente, se contempla que los
anticuerpos humanos se generen mediante hibridomas humanos (Cote y col., 1983, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.
80:2026-2030[1983]) o transformando linfocitos B humanos con el virus de EBV in vitro (Cole y col., 1985, en
Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan R. Liss, pag. 77-96 [1985]).

Ademas, se contempla que las técnicas descritas para la produccion de anticuerpos de cadena sencilla (patente de
EE.UU. 4.946.778; incorporada en el presente documento por referencia) encontraran utilidad en la produccién de
anticuerpos de cadena sencilla especificos de Nod2. Una forma de realizaciéon adicional de la invencion usa las
técnicas descritas para la construccién de bibliotecas de expresion de Fab (Huse, y col., Science, 246:1275-1281
[1989]) para permitir la identificacién rapida y facil de fragmentos Fb monoclonales con la especificidad por Nod2.

Se contempla que cualquier técnica adecuada para producir fragmentos de anticuerpos encontraran utilidad en la
generacién d efragmentos de anticuerpos que contienen el idiotipo (regién de unién al antigeno) de la molécula de
anticuerpo. Por ejemplo, entre estos fragmentos se incluyen, entre otros: El fragmento F(ab’)2 que se puede producir
mediante digestién con pepsina de la molécula de anticuerpo; los fragmentos Fab’ que se pueden generar mediante
la reduccién de los puentes disulfuro de los fragmentos F(ab’)2 , y los fragmentos Fab que se pueden generar
tratando la molécula de anticuerpo con papaina y un agente reductor.
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En la producciéon de anticuerpos, se contempla que la deteccién selectiva del anticuerpo deseado se efectuara
mediante técnicas conocidas en la materia (por ejemplo, radioinmunoensayo, ELISA (ensayo de inmunosorcion
ligada a enzimas), inmunoensayos de tipo “sandwich”, ensayos inmunoradiométricos, reacciones de precipitacion
con difusibn en gel, ensayos de inmunodifusiéon, inmunoensayos in situ (usando oro coloidal, marcadores
enzimaticos o radioisétopos, por ejemplo), transferencias de tipo western, reacciones de precipitacion, ensayos de
aglutinacién (p. ej., ensayos de aglutinacion en gel, ensayos de hemaglutinacién), ensayos de fijacion del
complemento, ensayos de inmunofluorescencia, ensayos de proteina A y ensayos de inmunoelectroforesis etc.

En una forma de realizacion, la union del anticuerpo se detecta detectando un marcador en el anticuerpo primario.
En otra forma de realizacion, el anticuerpo primario se detecta detectando la unién de un anticuerpo secundario o
reactivo frente al anticuerpo primario. En una forma de realizacién adicional, el anticuerpo secundario esta marcado:
En la técnica se conocen muchos medios para detectar la unién en un inmunoensayo y entran dentro del alcance de
la presente invencién. (Como es bien conocido en la técnica, el péptido inmunogénico deberia proporcionarse sin
molécula vehiculo usada en cualquier protocolo de inmunizacién. Por ejemplo, si el péptido estaba conjugado con
KLH, se puede conjugar con BSA o usarse directamente en un ensayo de deteccion selectiva).

Los anteriores anticuerpos de la divulgacion se pueden usar en procedimientos conocidos en la técnica en relacion
con la localizacién y la estructura de Nod2 (p. ej., para transferencia de tipo western), mediciéon de los niveles de los
mismos en muestras biolégicas adecuadas etc. Los anticuerpos se pueden usar para detectar Nod2 en una muestra
biolégica de un individuo. La muestra biolégica puede ser un fluido biolégico tal como, ente otros, sangre, suero,
plasma, fluido intersticial, orina, liquido cefalorraquideo y similares, que contienen las células.

Después se puede analizar las muestras bioldgicas directamente para determinar la presencia de Nod2 humana
usando una estrategia (p. ej., ELISA o radioinmunoensayo) y formato (p. ej., micropocillos, tira reactiva (p. €j., como
se describe en la publicacion de patente internacional WO 93/03367), etc. Como alternativa, las proteinas en la
muestra se pueden separar por tamafo (p. €j., mediante electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE) en presencia
no de dodecilsulfato soédico (SDS) y la presencia de Nod2 detectada mediante inmunotransferencia (transferencia
Western). Las técnicas de inmunotransferencia son, en general, mas eficaces con anticuerpos generados contra un
péptido correspondiente a un epitopo de una proteina y, por tanto, son particularmente adecuadas para la presente
invencion.

Otro procedimiento usa anticuerpos como agentes para alterar la transduccion de la sefial. Se pueden usar
anticuerpos especificos que se unen a los dominios de unidon de Nod2 u otras proteinas implicadas en la
sefalizacion intracelular para inhibir la interaccién entre las diversas proteinas y su interaccion con otros ligandos.
Los anticuerpos que se unen al complejo también se pueden usar terapéuticamente para inhibir las interacciones del
complejo proteico en las vias de transduccion de sefial que conducen a los diversos efectos fisioldgicos y celulares
de NF-kB. Dichos anticuerpos también se pueden usar en diagnéstico para medir la expresion anémala de Nod2 o la
formacén aberrante de complejos proteicos, que puede ser indicativo de un estado de enfermedad.

V. Terapia génica usando Nod2

La presente invencion también proporciona procedimientos y composiciones adecuadas para terapia génica para
alterar la expresion, produccién o funcion de Nod2. Como se ha descrito en lo que antecede, la presente invencién
proporciona genes humanos de Nod2 y proporciona procedimientos de obtenciéon de genes de Nod2 de otras
especies. Por tanto, los procedimientos que se describen mas adelante son, en general, aplicables en muchas
especies. En algunas formas de realizaciéon, se contempla que la terapia génica se realiza proporcionando a un
sujeto un alelo silvestre de Nod2 (es decir, un alelo que contiene una mutacién por insercién de citosina). Los sujetos
que necesitan dicha terapia se identifican mediante los procedimientos descritos en lo que antecede. Como se ha
descrito anteriormente, la Nod2 se expresa principalmente en los monocitos. De acuerdo con esto, un procedimiento
preferido de terapia génica es eliminar los monocitos de los sujetos (p. ej., mediante radiacion) y sustituir los
monocitos defectivos con monocitos que expresan la Nod2 silvestre mediante un transplante de médula 6sea. En
algunas formas de realizacion, los monocitos defectivos de los sujetos se pueden recolectar antes del tratamiento de
radacion, transfectar con un vector (que se describe mas adelante) que codifica monocitos silvestres, amplificar
mediante vultivos in vitro y reintroducir en el sujeto.

Los vectores virales que normalmente se usa para los procedimientos dirigidos y de terapia in vivo 0 ex vivo son
vectores basados en ADN y vectores retrovirales. Los procedimientos para construir y usar vectores virales se
conocen en la técnica (véase, por ejemplo, Miller y Rosman, BioTechniques 7:980-990 (1992)]. Preferentemente, los
vectores virales son defectuosos en la replicacion, es decir son incapaces de replicarse de forma auténoma en la
célula diana. En general, el genoma de los vectores virales de replicaciéon defectuosa que se usan dentro del alcance
de la presente invencion carece de al menos una region que es necesaria para la replicacion de los virus en la célula
infectada. Estas regiones se pueden eliminar (en su totalidad o en parte) o se pueden hacer no funcionales por
cualquier técnica conocida por un experto en la técnica. Estas técnicas incuyen la eliminacion total, sustitucién (por
otras secuencias, en particular por el acido nucleico insertado), delecidén parcial o adicién de una o mas bases en
una region esencial (para replicacion). Dichas técnicas pueden realizarse in vitro (es decir, en el ADN aislado) o in
situ, usando las técnicas de manipulaciéon genética o mediante tratamiento con agentes mutagénicos.
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Preferentemente, el virus de replicacion defectuosa conserva las secuencias de su genoma que son necesarias para
encapsidar las particulas virales. Los vectores virales de ADN incluyen virus de ADN atenuados o defectuosos,
incluidos, entre otros, el virus del herpes simple (VHS), el papilomavirus, el virus de Epstein Barr (EBV), el
adenovirus, el virus adenoasociado (AAV) y similares. Se prefieren virus defectuosos que carecen completamente o
casi completamente de genes virales, ya que los virus defectuosos no son infecciosos después de su introduccién en
una célula. El uso de vectores virales defectivos permite la administracién a las células en un area localizada
especifica, sin tener que preocuparse de que el vector pueda infectar a otras células. Por tanto, un tejido especifico
puede ser una diana especifca. Ejemplos de vectores concretos incluyen, entre otros, vector del virus del herpes 2
defectivo (HSV1) [Kaplitt et al., Molec. Cell. Neurosci. 2:320-330 (1991)], vector del virus del herpes defectivo que
carece del ge de la glicoproteina L (véase, por ejemplo, la publicaciéon de patente RD 371005 A), u otros vectores del
virus del herpes defectivo (véase, por ejemplo, los documentos WO 94/21807 y WO 92/05263); un vector adenovirus
atenuado, yal como el vector descrito por Stratford-Perricaudet y col. (J. Clin. Invest. 90:626-630 [1992]; véase
también La Salle y col., Science 259:988-990 [1993]); y un vecor de virus adenoasociado defectivo (Samulski y col.,
J. Virol. 61:3096-3101 [1987]; Samulski y col., J. Virol. 63:3822-3828 [1989]; Lebkowski y col., Mol. Cell. Biol. 8:
3988-3996 [1988]).

Preferentemente, para la administracion in vivo, se empela un tratamiento inmunosupresor adecuado junto con le
vector viral, por ejemplo vector adenovirus, para evitar la inmunodesactivacion del vector viral y las células
transfectadas. Por ejemplo, las citocinas inmunosupresoras, como la interleucina-12 (IL12), el interferobn gamma
(IFN-y) o el anticuerpo anti-CD4, se pueden administrar para bloquear las respuestas humorales o celulares a los
vectores virales. Ademas, es ventajoso emplear un vector viral que se ha sometido a ingenieria para expresar un
ndmero minimo de antigenos.

En una forma de realizacion preferida, el vector es un vector adenovirus. Los adenovirus son virus de ADN
eucaridticas que se pueden modificar para liberar de forma eficiente un acido nucleico de la invencion a diversos
tipos celulares. Existen varios serotipos de adenovirus. De estos serotipos se da preferencia, dentro del alcance de
la presente invencion, a los adenovirus humanos de tipo 2 o de tipo 5 (Ad 2 0 Ad 5), o adenovirus de origen animal
(véase, por ejemplo, el documento W094/26914). Estos adenovirus de origen animal que se pueden usar dentro del
alcance de la presente invencién incluyen adenovirus de origen canino, bovino, murino (p. ej., Mavl, Beard et al.,
Virol., 75-81 [1990]), ovino, porcino, aviar y simio (p. ej., SAV). Preferentemente, el adenovirus de origen animal es
un adenovirus canino, mas preferentemente un adenovirus CAV2 (p. je., la cepa Manhattan o A26/61 (ATCC VR-
800)).

Preferentemente, los vectores adenovirus de replicacion defectuosa de la invencién comprenden los ITR, una
secuencia de encapsidacion y el acido nucleico de interés. Todavia mas preferentemente, al menos la regiéon E1 del
vector adenovirus es no funcional. La delecion en la region E1 se extiende, preferentemente, desde los nucleétidos
455 a 3329 en la secuencia del adenovirus Ad5 (fragmento Pvull-Bglll) o de 382 a 3446 (fragmento Hinfll-Sau3A).
Otras regiones también se pueden modificar, en concreto la region E3 (p. €j., el documento W095/02697), la region
E2 (p. ej., el documento WQ094/28938), la regiébn E4 (p. ej., los documentos W094/28152, W(094/12649 y
WQ095/02697), o en cualquiera de los genes tardios L1-L5.

En una forma de realizacion preferida, el vector adenoviral tiene una delecion en la regiéon E1 (Ad 1.0). Ejemplos De
adenovirus con delecion en E1 se divulgan en el documento EP 185,573, cuyo contenido se incorpora en el presente
documento por referencia. En otra forma de realizacién preferida, el vector adenoviral tiene una deleciéon en las
regiones E1 y E4 (Ad 3.0). Ejemplos de adenovirus con delecion E1/E4 se divulgan en los documentos W095/02697
y W096/22378. En otra forma de realizacion preferida mas, el vector adenoviral tiene una delecion en la region E1
en la que se insertan la region E4 y la secuencia de acido nucleico.

Los adenovirus recombinantes de replicacion defectuosa de acuerdo con la invencion pueden prepararse mediante
cualquier técnica conocida por el experto en la técnica (véase por ejemplo, Levrero y col., Gene 101:195 [1991];
documento EP 185 573; y Graham, EMBO J., 3:2917 [1984]). En particular, se pueden preparar mediante
recombinacion homéloga entre un adenovirus y un plasmido que porta, entre otros, la secuencia de ADN de interés.
La recombinaciéon homdloga se consigue tras la cotransfeccion del adenovirus y el plasmido en una linea celular
adecuada. La linea celular que se usa debera ser, preferentemente, (i) transformable por los elementos que se van a
usar y (ii) contener las secuencias que son capaces para complementar la parte del genoma del adenovirus de
replicacién defectuosa, preferentemente en forma integrada con el fin de evitar los riesgos de recombinacién.
Ejemplos de lineas celulares que se pueden usar son la linea de células renales embrionarias humanas 293
(Graham vy col., J. Gen. Virol., 36:59 [1977]), que contiene la porcidn izquierda del genoma de un adenovirus Ad5
(12%) integrada en su genoma, y lineas celulares que son capaces de complementar las funciones de E1 y E4,
como se ha descrito en las solicitudes W094/26914 y W095/02697. Los adenovirus recombinantes se recuperan y
purifican usando técnicas de biologia molecular estandar que son bien conocidas por los expertos en la técnica.

Los virus adenoasociados (AAV) son virus de ADN de tamario relativamente pequefio que se pueden integrar, de un
modo estable y especifico de sitio, en el genoma de las células que infectan. Son capaces de infectar un amplio
espectro de células sin inducir ningun efecto sobre el crecimiento celular, su morfologia o diferenciacion, y no
parecen estar implicados en enfermedades humanas. El genoma de AAV se ha clonado, secuenciado y
caracterizado. Abarca aproximadamente 4.700 bases y contiene una region de repeticion terminal invertida (ITR) de
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aproximadamente 145 bases en cada extremo, que sirve como origen de replicacion para el virus. El resto del
genoma se divide en dos regiones esenciales que portan las funciones de encapsidacién. La parte izquierda del
genoma, que contiene el gen rep implicado en la replicacion viral y la expresion de los genes virales; y la parte
derecha del genoma, que contiene el gen cap que codifica las proteinas de la capside del virus.

Se ha descrito el uso de vectores derivados de los AAV para transferir genes in vitro e in vivo (véase, por ejemplo,
los documentos WO 91/18088; WO 93/09239; la patente de EE.UU. N¢ 4,797,368; la patente de EE.UU. N°
5.139.941 y el documento EP 488.528, cada una de las cuales se incorporan en el presente documento por
referencia). Estas publicaciones describen varias construcciones derivadas de AAV en las que los genes rep y/o cap
se delecionan y sustituyen con un gen de interés, y el uso de estas construcciones para transferir el gen de interés in
vitro (en células cultivadas) o in vivo (directamente en un organismo). Los AAV recombinantes de replicacion
defectuosa de acuerdo con la invencién se pueden preparar mediante cotransfeccion de un plasmido que contiene la
secuencia de &cido nucleico de interés flanqueada por dos regiones de repeticién terminal invertidas (ITR) de AAV y
un plasmido portador de los genes de encapsicacioén del AAV (genes rep y cap) en una linea celular que se infecta
con un virus colaborador humano (por ejemplo un adenovirus). Los AAV recombinantes que se producen se
purifican después mediante técnicas estandar.

En otra forma de realizacion, el gen se puede introducir en un vector retroviral (p. €j., como se describe en las
patentes de EE.UU. n® 5,399,346, 4,650,764, 4,980,289 y 5,124,263; todas ellas se incorporan en el presente
documento por referencia; Mann y col., Cell 33: 153 [1983]; Markowitz y col., J. Virol., 62:1120 [1988]; los
documentos PCT/US95/14575, EP 453242, EP178220, Bernstein y col., Genet. Eng., 7:235 [1985]; McCormick,
BioTechnol., 3:689 [1985]; el documento WO 95/07358; y Kuo y col., Blood 82:845 [1993]). Los retrovirus son virus
de integracion que infectan las células en division. El genoma del retrovirus incluye dos LTR, una secuencia de
encapsidacion y tres regiones de codificacion (gag, poly env). En los vectores retrovirales recombinantes, los genes
gag, pol y env normalmente se delecionan, completamente o en parte, y se sustituyen con una secuencia de acido
nucleico heterélogo de interés. Estos vectores se pueden construir a partir de diferentes tipos de retrovirus, tales
como, VIH, MoMuLV ("virus Moloney de la leucemia murina" MSV ("virus del sarcoma Moloney murino"), HaSV
("virus del sarcoma de Harvey virus"); SNV ("virus de la necrosis del bazo"); RSV ("virus del sarcoma de Rous") y
virus Friend. Vectores retrovirales defectuosos también se divulgan en el documento W0O95/02697.

En general, con el fin de construir retrovirus recombinantes que contienen una secuencia de &cido nucleico, se
construye un plasmido que contiene las LTR, la secuencia de encapsidacion y la secuencia de codificacion. Esta
construccion se usa para transfectar una linea celular concentrada, en la que la linea celular puede suministrar en
trans las funciones retrovirales que son deficientes en el plasmido. En general, las lineas celulares concentradas
son, por tanto, capaces de expresar los genes gag, pol y env. Dichas lineas celulares concentradas se han descrito
en la técnica anterior, en particular la linea celular PA317 (patente de EE.UU. N? 4,861,719, incorporada en el
presente documento por referencia), la linea celular PsiCRIP (véase el documento W0O90/02806) y la linea celular
GP+envAm-12 (véase el documento WO89/07150). Ademads, los vectores retrovirales recombinantes pueden
contener modificaciones dentro de las LTR para suprimir la actividad transcripcional, asi como secuencias de
encpasiacion estensas que pueden incluir una parte del gen gag (Bender y col., J. Virol., 61:1639 [1987]). Los
vectores retrovirales recombinantes se purifican mediante técnicas estandar conocidas por los expertos en la
técnica.

Como alternativa, el vector se puede introducir in vivo mediante lipofeccion. Durante la Ultima década se ha producir
un uso creciente de liposomas para encapsulacion y transfeccion de acidos nucleicos in vitro. Los lipidos catidnicos
sintéticos disefiados para limitar las dificultades y peligros encontados con la transfeccion mediada por liposomas se
pueden usar para preparar liposomas para la transfeccién in vivo o un gen que codifica un marcador Felgner, et. al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 84:7413-7417 [1987]; véase también Mackey, y col., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.
85:8027-8031 [1988]; Ulmer y col., Science 259:1745-1748 [1993]). El uso de lipidos catidnicos puede estimular la
encapsulacion de acidos nucleicos con carga negativa y también promueve la fusién con membranas celulares
cargadas negativamente (Felgner and Ringold, Science 337:387-388 [1989]). Compuestos y composiciones lipidicas
particularmente Utiles para transferir acidos nucleicos se describen en los documentos W0O95/18863 y W096/17823,
y en la patente de EE.UU. N° 5,459,127, incorporados en el presente documento por referencia.

Otras moléculas también son Utiles para facilitar la transfeccién de un acido nucleico in vivo, tal como un oligopéptido
catiénico (p. ej., el documento W0O95/21931), péptidos derivados de proteinas de unién a ADN (p. €j., el documento
WQ096/25508), o un polimero catiénico (p. €j., el documento W095/21931).

También es posible introducir el vector in vivo como un plasmido de ADN desnudo. Procedimientos para formular y
administrar ADN desnudoal tejido muscular de mamifero se divulgan en las patentes de EE.UU. N° 5.580.859 y
5.589.466, ambas incorporadas en el presente documento por referencia.

Los vectores de ADN para terapia génica se pueden introducir en las células huésped deseadas mediante
procedimientos conocidos en la técnica, incluidos, entre otros, transfeccion, electroporacion, microinyeccion,
transduccién, fusion celular, DEAE dextrano, precipitacion en fosfato célcico, el uso de una pistola génica o el uso de
un transportador del vector de ADN (véase, por ejemplo, Wu y col., J. Biol. Chem., 267: 963-967 [1992]; Wu y Wu, J.
Biol. Chem., 263:14621-14624 [1988]; y Williams y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:2726-2730 [1991]). La
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liberacion de ADN mediada por receptores también se pueden usar [Curiel y col., Hum. Gene Ther., 3:147-154
[1992]; y Wu y Wu, J. Biol. Chem., 262:4429-4432 [1987]).

VI. Animales transgénicos no humanos que expresan genes exogenos de Nod2 y homoélogos, mutantes y
variantes de los mismos.

La presente invencidon contempla la generacion de animales transgénicos no humanos que comprenden un gen
exdgeno de Nod2 u homoélogos, mutantes o variantes de los mismos. En formas de realizacién preferidas, el animal
transgénico no humano muestra un fenotipo alterado en comparacion con los animales silvestres. En algunas formas
de realizacion, el fenotipo alterado es la sobreexpresién de ARNm para un gen de Nod2 en comparacién con los
niveles silvestres de expresién de Nod2. En otras formas de realizacidon, el fenotipo alterado es la expresién
disminuida de ARNm para un gen enddgeno de Nod2 en comparacion con los niveles silvestres de expresion de
Nod2 endoégeno. Los procedimientos para analizar la presencia o ausencia de dichos fenotipos incluyen
transferencia Northern, ensayos de proteccion de ARNm y RT-PCR. En otras formas de realzacion, los ratones
transgénicos tienen una mutacion defectiva del gen Nod2. En otras formas de realizacién adicionales, la expresion
de un gen variante de Nod2 (p. €j., la SEC ID N? 33 (el mutante de insercién c) o mutantes que contienen deleciones
de una o mas repeticiones LRR). En formas de realizacién preferidas, los animales transgénicos no humanos
muestran un fenotipo de enfermedad de Crohn.

Los animales transgénicos no humanos de la presente invencién encuentran utilidad en detecciones selecticas de la
dieta y farmacos. En algunas formas de realizacién, los animales transgénicos no humanos (p. €j., animales que
muestran un fenotipo de la enfermedad de Chron) son alimentos de ensayo o dietas control y se evalla la respuesta
de los animales a las dietas. En otras formas de realizacion, los compuestos de ensayo (p. €j., un farmaco que se
sospecha que es Util para la enfermedad de Crohn) y los compuestos control (p. €j., un placebo) se administran a los
animales transgénicos no humanos y los animales control y se evallan los efectos.

Los animales transgénicos no humanos se pueden generar mediante diversos procedimientos. En algunas formas
de realizacion se usan células embrionarias en varias etapas del desarrollo para introducir transgenes para la
produccion de animales transgénicos no humanos. Se usan diferentes procedimientos en funcién de la etapa de
desarrollo de la célula embrionaria. El cigoto es la mejor diana para la microinyeccion. En el raton, el prondcleo
masculino alcanza el tamafo de aproximadamente 20 micrometros de diametro que permite la inyeccion
reproducible de 1-2 picolitros (pl) de solucion de ADN. El uso de cigotos como diana para la transferencia génica
tiene una gran ventaja en cuando a que, en la mayoria de los casos, el ADN inyectado se incorporara en el genoma
del huésped antes de la primera escision (Brinster y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:4438-4442 [1985]). Como
consecuencia, todas las células del animal tranasgénico no humano portaran el transgen incorporado. En general,
esto también se reflejara en la transmisién eficiente del transgen de la descendencia del inicial, ya que el 50 % de las
células germinales alojara el transgen. La patente de EE.UU. N® 4,873,191 describe un procedimiento para la
microinyeccion de cigotos; la divulgacion de esta patente se incorpora en el presente documento en su totalidad.

En otras formas de realizacion, la infeccion retroviral se usa para introducir transgenes en un animal no humano. En
algunas formas de realizacién, el vector retroviral se usa para transfectar oocitos inyectando el vector retroviral en el
espacio perivitelino del oocito (la patente de EE.UU. N® 6,080,912, incorporada en el presente documento por
referencia). En otras de realizacion, el embrion no humano en desarrollo se puede cultivar in vitro en la etapa de
blastocisto. Durante este tiempo, los blastomeros pueden ser dianas para la infeccion retroviral (Janenich, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 73:1260-1264 [1976]). Una infeccion eficiente de los blastomeros se obtiene mediante tratamiento
enzimatico para eliminar la zona pelicida (Hogan y col., en Manipulating the Mouse Embryo, Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. [1986]). El sistema de vector viral usado para introducir el transgen
normalmente es un retrovirus de replicacion defectuosa portador del transgen (D. Jahner y col., Proc. Natl. Acad Sci.
USA 82: 6927-693 [1985]). La transfeccion se obtiene facil y eficientemente mediante cultivo de los blastémeros en
una monocapa de las células productores de virus (Van der Putten, anteriormente; Stewart, y col., EMBO J., 6:383-
388 [1987]). Como alternativa, la infeccion se puede realizar en una etapa posterior. El virus o las células
productoras de virus se pueden inyectar en el blastocele (D. Jahner y col., Nature 298:623-628 [1982]). La mayoria
de los fundadores serd mosaico para el trangen, ya que la incorporacién solo se produce en una subpoblacién de
células que forman el animal transgénico no humano. Adicionalmente, el fundador puede contener varias inserciones
retrovirales del transgen en diferentes posiciones en el genoma, que generalmente se segregaran en la
descendencia. Ademas, también es posible introducir transgenes en la linea germinal, pero con baja eficiencia,
mediante infeccion retroviral intrauterina del embrién a mitad de la gestacion (Jahner y col., anteriormente [1982]).
Medios adicionales de usar retrovirus o vectores retrovirales para crear animales transgénicos conocidos en la
técnica implican la microinyeccion de particulas retrovirales o células tratadas con mitomicina C que producen
retrovirus en el espacio perivitelino de huevos fertilizados o embriones tempranos (solicitud internacional de PCR
WO 90/08832 [1990], y Haskell y Bowen, Mol. Reprod. Dev., 40:386 [1995]).

En otras formas de realizacion, el transgen se introduce en células madre embrionarias no humanas y las células
madre transfectadas se usan para formar un embriéon. Las células ES se obtienen cultivando embriones de
preimplantacién in vitro en las condiciones adecuadas (Evans y col., Nature 292:154-156 [1981]; Bradley y col.,
Nature 309:255-258 [1984]; Gossler y col., Proc. Acad. Sci. USA 83:9065-9069 [1986]; y Robertson y col., Nature
322:445-448 [1986]) Los transgenes se pueden introducir de forma eficiente en las células ES mediante transfeccion
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de ADN a través de procedimientos conocidos en la técnica, incluidos coprecipitacion en fosfato calcico, fusién de
protoplastos y esferoplastos, lipofeccién y transfeccién mediada por DEAE-dextrano. Los transgenes se pueden
introducir también en células ES no humanas mediante transduccion mediada por retrovirus o mediante
microinyeccion. Dichas células ES transfectadas pueden colonizar después un embrioén tras su introduccién en el
blastocele de un embrién en estadio de blastocisto y contribuye a la linea germinal del animal quimérico resultante
(para revision, véase Jaenisch, Science 240: 1468-1474 [1988]). Antes de la introduccion de células ES
transfectadas en el blastocele, las células ES transfectadas pueden someterse a varios protocolos de la seleccion
para enriquecer las células ES que tienen integrado el transgen suponiendo que el transgen proporciona un medio
para dicha seleccion. Como alternativa, la reaccion en cadena de la polimerasa se puede usar para la deteccion
selectiva de células ES que tienen integrado el transgen. Esta técnica obvia la necesidad de crecimiento de las
células ES transfectadas en condiciones selectivas adecuadas antes de la transferencia al blastocele.

En otras formas de realizacion mas, la recombinacion homoélofa se usa en la funcién de genes defectivos o crear
mutantes de delecion (p. €j., mutantes en los que se han delecionado las LRR de Nod2). Los procedimientos para la
recombinacion homologa se describen en la solicitud de patente de EE.UU. N° 5.614.396.

VIl. Plantas transgénicas que expresan genes exdgenos de Nod2 y homdlogos, mutantes y variantes de los
mismos.

Como se ha descrito anteriormente, los homélogos de Nod2 en plantas comparten homologia con una clase de
productos génicos R resistentes a enfermedades vegetales. La presente invencién proporciona plantas transgénicas
y procedimientos para crear plantas transgénicas que tiene respuestas alteradas y/o resistencia a patégenos. En
algunas formas de realizacion, las lantas transgénicas expresan un gen exégeno de Nod2 o un homélogo, mutante o
variante del mismo (p. ej., las SEC ID N2 1 y 33). En formas de realizacién preferidas, la planta transgénica muestra
un fenotipo alterado en comparaciéon con las plantas silvestres. En algunas formas de realizacién, el fenotipo
alterado es la sobreexpresion de ARNm para un gen de Nod2 en comparacién con los niveles silvestres de
expresion de Nod2. En otras formas de realizacion, el fenotipo alterado es la expresion disminuida de ARNm para un
gen enddégeno de Nod2 en comparacion con los niveles silvestres de expresion de Nod2 enddgeno. Los
procedimientos para analizar la presencia o ausencia de dichos fenotipos incluyen transferencia Northern, ensayos
de proteccion de ARNm y RT-PCR. En otras formas de realizacién mas, el incremento de la expresion génica de
Nod2 en la planta transgénica confiere una mayor resistencia a los patégenos. En algunas formas de realizacion, el
fenotipo observado simula la respuesta inflamatoria inducida por Nod2 en animales. Las plantas transgénicas que
expresan este fenotipo se pueden someter a deteccion selectiva exponiendo las plantas con un patégeno y
seleccionando las plantas que muestran resistencia en comparacién con las plantas no transgénicas control.

En algunas formas de realizacion de la presente invencién, los vectores se proporcionan para la transfeccion de
huéspedes vegetales para crear plantas transgénicas. En general, estos vectores comprenden un acido nucleico de
Nod2 (p. €j., las SEC ID N® 1 y 33) unido operablemente a un promotor y otras secuencias reguladoras (p. €.,
potenciadores, sefiales de poliadenilacion etc.) requeridas para la expresién en una planta. El &cido nucleico de
Nod2 se puede orientar para producir transcritos sentido o antisentido en funcién del uso deseado. En algunas
formas de realizacion, el promotor es un promotor constitutivo (p. €j., superpromotor o promotor SD). En otras formas
de realizacién, el promotor es un promotor especifico de semilla (p. ej., promotor de faseolina [véase, por ejempo, la
patente de EE.UU. N° 5,589,616, incorporada en el presente documento por referencia], promotor de napina (véase,
por ejemlo, la patente de EE.UU. N® 5,608,152, incorporada en el presente documento por referencia], o promotor de
la proteina transportadora de acil-CoA [véase, por ejemplo, el documento 5,767,363].

En algunas formas de realizacién, el vector estda adaptado para usar en un proceso de transfeccion mediado por
Agrobacterium (véase, por ejemplo, las patentes de EE.UU. 5,981,839; 6,051,757; 5,981,840; 5,824,877; y
4,940,838). La construccion de plasmidos Ti y Ri recombinantes sigue, en general, los procedimientos habitualmente
usados con los vectores bacterianos mas frecuentes, tales como pBR322. Se puede hacer un uso adicional de
elementos genéticos auxiliares que en ocasiones se encuentran con los plasmidos nativos y en ocasiones se
contruyen a partir de secuencias extrafas. Estos pueden incluir, entre otros, genes estructurales para resistencia a
antibiéticos como genes de seleccién.

Estos son dos sistemas de sistemas de vectores plasmidicos Ti y Ri recombinantes actualmente en uso.. El primer
sistema se denomina el sistema “cointegrado”. En este sistema, el vector lanzadera que contiene el gen de interés
se inserta mediante recombinacién genética en un plasmido Ti no oncogénico que contiene los elementos tanto de
accioén en cis como de accién en trans requeridos para la transformacién de plantas, como, por ejemplo, en el vector
lanzadera pMLJ1 y el plasmido Ti no oncogénico pGV3850. El segundo sistema se denomina el sistema “binario” en
el que se usan dos plasmidos; el gen de interés se inserta en un vector lanzadera que contiene los elementos de
accion en cis requeridos para la transformacion de plantas. Las otras funciones necesarias se proporcionan en trans
mediante el plasmido Ti no oncogénico, como pone de manifiesto el vecto lanzadera pBIN19 y el plasmido Ti no
oncogénico PAL4404. Algunos de estos vectores estan disponibles comercialmente.

Puede ser deseable dirigir la secuencia de acido nucleico de interés a un locus concreto en el genoma de la planta.
La integracién dirigida a sitio de la secuencia de acido nucleico de interés en el genoma de la célula vegetal se
puede conseguir mediante, por ejemplo, recombinacién homéloga usando secuencias derivadas de Agrobacterium.
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En general, las células vegetales se incuban con una cepa de Agrobacterium que contiene un vector dirigible en el
que las secuencias que son homologas a una secuencia de ADN dentro del locus diana estan flanqueadas por
secuencias de ADN de transferencia (T-ADN) de Agrobacterium, como se ha descrito anteriormente (patente de
EE.UU. n? 5,501,967). Un experto en la técnica sabe que la recombinaciéon homoéloga se puede conseguir usando
vectores dirigibles que contienen secuencias que son homodlogas a cualquier parte del gen vegetal diana,
pertenezcan o no a los elementos reguladores del gen, o las regiones de codificacién del gen. La recombinacién
homoéloga se puede conseguir en cualquier regién de un gen vegetal siempre que se conozca la secuencia de acido
nucleico de las regiones flanqueantes del sitio diana.

Los acidos nucleicos de la presente invencion también se pueden usar para construir vectores derivados de virus de
ARN (+) vegetal (p. €j., virus del mosaico del bromo, virus del mosaico del tabaco, virus del mosaico de la alfalfa,
virus del mosaico del pepino, virus del mosaico del tomate y combinaciones e hibridos de los mismos). En general, el
polinucledtido de Nod2 insertado se puede expresar de estos vectores como una proteina de fusién (p. ej., proteina
de fusién de la proteina de recubrimiento) o de su propio promotor subgendmico u otro promotor. Los procedimientos
para la construccion y uso de dichos virus se describen en las patentes de EE.UU. N® 5.846.795, 5.500.360,
5.173.410, 5.965.794, 5.977.438 y 5.866.785).

Como alternativa, los vectores se pueden construir para expresion en huéspedes distintos a plantas (p. €j., células
procariéticas tales como E. coli, células de levaduras, C. elegans y cultivos celulares de células de mamifero). En
algunas formas de realizaciéon de la presente invencion , los vectores incluyen, entre otros, secuencias de ADN
cromosomico, no cromosémico y sintético, derivados de SV40; plasmidos bacterianos, ADN de fago, baculovirus,
plasmidos de levadura, vectores derivados de combinaciones de plasmidos y ADN de fago, ADN viral, tal como de
vaccinia, adenovirus, virus de la viruela aviar y seudorrabia. Los expertos en la técnica conocen un nimero elevado
de vectores adecuados que son replicables y viables en la célula huésped y que estan comercialmente disponibles.
Se puede usar otro plasmido o vector siempre que sea replicable y viable en la célula huésped.

En algunas formas de realizacion preferidas de la presente invencion, los vectores de expresion bacterianos
comprenden un origen de replicaciéon, un promotor adecuado y, opcionalmente, un potenciador y, también, cualquier
sitio de union al ribosoma necesario, sitios de poliadenilacion, secuencias de terminacién de la transcripcién y
secuencias no transcritas flanqueantes en 5°. Los promotores utiles en la presente invencion incluyen, entre otros,
LTR retrovirales. Promotor de SV40, promotor de CMV, promotor de RSV, promotores lac o trp de E. coli,
promotores P y Pr del fago lambda, promotores T3, SP6 y T7. En otras formas de realizacion de la presente
invencion, los vectores de expresién recombinante incluyen origenes de replicacion y marcadores seleccionables
que permiten la transformacion de la célula huésped (p. €j., resistencia a tetraciclina o ampicilina en E. coli o gen de
neomicina fosfotransferasa para la seleccién en células eucarioticas.

Los vectores descritos anteriormente se pueden usar para expresar la Nod2 de la presente invencién en plantas
transgénicas. Se conocen varios procedimientos para producir plantas transgénicas.

En algunas formas de realizacion, la transfeccién mediada por Agrobacterium se usa para crear plantas
transgénicas. Dado que la mayoria de las plantas dicotiledéneas son huéspedes naturales para Agrobacterium, casi
todas las plantas dicotiledéneas pueden transformarse con Agrobacterium in Vitro. Aunque las plantas
monocotiledoneas, y en particular los cereales y las hierbas, no son huéspedes naturales de Agrobacterium, también
se han llevado cabo trabajos para transformarlas usando Agrobacterium (Hooykas-Van Slogteren y col., Nature
311:763-764 [1984]). Los géneros de plantas que se pueden transformar mediante Agrobacterium incluyen
Arabidopsis, Chrysanthemum, Dianthus, Gerbera, Euphorbia, Pelaronium, Ipomoea, Passiflora, Cyclamen, Malus,
Prunus, Rosa, Rubus, Populus, Santalum, Allium, Lilium, Narcissus, Ananas, Arachis, Phaseolus'y Pisum.

Para la transformacion con Agrobacterium, las células de Agrobacterium desarmadas se transforman con plasmidos
Ti recombinantes de Agrobacterium tumefaciens o plasmidos Ri de Agrobacterium rhizogenes (como los descritos en
la patente de EE.UU. N® 4.940.838). La secuencia de acidos nucleicos de interés se integra de forma estable en el
genoma de plantas mediante infeccion con la cepa transformada de Agrobacterium. Por ejemplo, las secuencias de
acido nucleico heterélogo se han introducido en tejidos vegetales usando el sistema de transferencia de ADN natural
de las bacteras Agrobacterium tumefaciens y Agrobacterium rhizogenes (para una revision, véase, Klee y col., Ann.
Rev. Plant Phys. 38:467-486 [1987]).

Estos son procedimientos habituales para transformar células vegetales con Agrobacterium. El primer procedimiento
es el co-cultivo de Agrobacterium con protoplastos aislados cultivados. Este procedimiento requiere un sistema de
cultivo establecido que permite cultivar protoplastos y la regeneracion de plantas de protoplastos cultivados. El
segundo procedimiento es la transformacion de células o tejidos con Agrobacterium. Este procedimiento requiere (a)
que las células o tejidos vegetales se puede transformar con Agrobacterium y (b) que las células o tejidos
transformados se pueden inducir para regenerar en plantas completas. El tercer procedimiento es la transformacion
de semillas, apices o meristemos con Agrobacterium. Este procedimiento requiere micropropagacion.

Un experto en la técnica sabe que la eficiencia de la transformacion por Agrobacterium puede potenciarse usando
una serie de procedimientos conocidos en la técnica. Por ejemplo, se ha demostrado que la inclusion de una
molécula de respuesta natural tal como acerosiringona (AS) al cultivo de Agrobacterium potencia la eficiencia de la
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transformacién con Agrobacterium tumefaciens [Shahla y col., Plant Molec. Biol. 8:291-298 [1987]). Como
alternativa, la eficiencia de transformacion se puede potenciar dafiando el tejido diana que se va a transformar. El
dafno del tejido vegetal se puede conseguir mediante, por ejemplo, perforaciéon, maceracién, bombardeo con
microproyectiles etc. [Véase, por ejemplo, Bidney y col., Plant Molec. Biol., 18, 301-313 [1992]).

En otras realizaciones mas, las células vegetales se transfeccionan con vectores mediante bombardeo de particulas
(es decir, con una pistola génica). Los procedimientos de transferencia génica mediada por particulas se conocen en
la técnica, estan disponibles comercialmente e incluyen, entre otros, el instrumento de liberacion géncia dirigida por
gas en McCabe, la patente de EE.UU. n® 5,584,807. Este procedimiento implica el recubrimiento de la secuencia de
acido nucleico de interés sobre particulas de metal pesado y acelerando las particulas recubiertas bajo la presién del
gas comprimido para liberar en el tejido diana.

Otros procedimientos de bombardeo de particulas también estan disponibles para la introduccién de secuencias de
acido nucleico heter6logas en células vegetales. En general, estos procedimientos implican depositar la secuencia
de acido nucleico de interés en la superficie de particulas pequefias y densas de un material tal como oro, platino o
tungsteno. Las particulas recubiertas se recubren después sobre una superficie rigida, tal como una placa metalica o
sobre una lamina transportadora hecha de un material fragil, tal como mylar. La lamina recubierta se acelera
después hacia el tejido bioldégico diana. El uso de la lamina plana genera una extension uniforme de particulas
aceleradas que maximiza el numero de células que reciben particulas en condiciones uniformes, que tiene como
resultado la introduccién de la muestra de acido nucleico en el tejido diana.

Las plantas, células y tejidos vegetales transformados con una secuencia de acido nucleico heterélogo de interés se
detectan facilmente usando procedimientos conocidos en la técnica, incluidos, entre otros, mapas de restricciéon del
ADN genomico, analisis PCR, hibridacion ADN-ADN, hibridacién ADN-ARN, analisis de la secuencia del ADN y
similares.

Adicionalmente, la seleccién de células vegetales transformadas se puede conseguir usando un gen marcador de
seleccion. Se prefiere, aunque no es necesario, usar un gen marcador de seleccién para seleccionar células
vegetales transformadas. Un gen marcador de seleccién puede conferir seleccion positiva o negativa.

Un gen marcador de seleccién positivo se puede usar en construcciones para la integracién aleatoria y la integracion
dirigida a sitio. Los genes marcadores de seleccion positiva incluyen genes de resistencia a antibidticos y genes de
resistencia a herbicidas y similares. En una forma de realizacién, el marcador de seleccién positiva es el gen NPTII
que confiere resistencia a la geneticina (G418) o a la kanamicina. En otra forma de realizacién, el marcador de
seleccion positiva es el gen HPT que confiere resistencia a la higromicina. La eleccion del gen marcador de
seleccion positiva no es crucial para la invencion siempre que codifigue un producto polipeptidico funcional. Los
genes de seleccion positiva conocidos en la ténica incluyen, entre otros, el gen de ALS (resistencia al clorosulfurén)
y el gen de DHFR (resistencia al metotrexato).

También se pueden incluir en las construcciones un gen marcador de seleccién negativa. El uso de uno o mas
genes marcadores de seleccion negativa en combinacién con un gen marcador de seleccién positiva se prefiere en
las construcciones usadas para recombinacion homéloga. Los genes marcadores de seleccion negativa se colocan,
en general, fuera de las regiones implicadas en el acontecimiento de recombinacién homoéloga. El gen marcador de
seleccién negativa sirve para proporcionar una desventaja (preferentemente letalidad) para las células que tienen
integrado estos genes en su genoma de modo que se pueden expresar. Las células en las que los vectores dirigibles
para recombinacion homoéloga se integran aleatoriamente en el genoma seran dafadas o moriran debido a la
presencia del gen marcador de seleccion negativa. Cuando un gen marcador de seleccion positiva se incluye en la
construccion, solo sobreviviran las células que tienen el gen marcador de seleccion positiva integrado en su genoma.

La eleccién del gen marcador de seleccion negativa no es crucial para la invencion siempre que codifique un
polipéptido funcional en la célula vegetal transformada. El gen de seleccion negativa puede elegirse, por ejemplo,
del gen aux-2 del plasmido Ti de Agrobacterium, el gen tk de SV40, el citocromo P450 de Streptomyces griseolus, el
gen Adh de Maize o Arabidopsis, etc. Se puede usar cualquier gen que codifica una enzima capaz de convertir una
sustancia que, por otro lado, es dafina para las células vegetales en una sustancia que es dafina para las células
vegetales.

Se contempla que los polinucleétidos de Nod2 de la presente invencién se pueden usar para incrementar o disminuir
el nivel de ARNm de Nod2 y/o la proteina en células transfectadas en comparacién con los niveles en las células
silvestres. De acuerdo con esto, en algunas formas de realizacion, la expresién en plantas mediante los
procedimientos descritos anteriormente conduce a la sobreexpresion de Nod2 en plantas transgénicas, tejidos
vegetales o células vegetales.

En otras formas de realizacion de la presente invencion, los polinucleétidos Nod2 se usan para disminuir el nivel de
la proteina 0 el ARNm de Nod2 en plantas transgénicas, tejidos vegetales o células vegetales en comparaciéon con
las plantas silvestres, tejidos vegetales o células vegetales. Un procedimiento de reducir la expresion de Nod2 usa la
expresion de transcritos antisentido. EI ARN antisentido se ha usado para inhibir los genes diana de las plantas de
un modo especifico de tejido (p. €j., van der Krol y col., Biotechniques 6:958-976 [1988]). La inhibicion antisentido se
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ha demostrado usando toda la secuencia de ADNc ademas de una secuencia de ADNc parcial (p. ej., Sheehy y col.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:8805-8809 [1988]; Cannon y col., Plant iMol. Biol. 15:39-47 [1990]). También existen
pruebas de que el fragmento de la secuencia no codificante en 3’ y los fragmentos de secuencia de codificacion en
5’, que contienen slo 41 pares de bases de un ADNc de 1,87 kb, pueden desempefar importantes papeles en la
inhibicion antisentido (Ch’ng y col.. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:10006-10010 [1989]).

De acuerdo con esto, en algunas formas de realizacién, los acidos nucleicos de Nod2 de la presente invencion (p.
ej., la SEC ID N® 1 y 33, y los fragmentos y variantes de los mismos) se orientan en un vector y se expresan para
producir transcritos antisentido. Para conseguir esto, se transcribira un segmento de acido nucleico del que el gen
deseado esta clonado y unido operablemente a un promotor tal como la hebra antisentido del ARN. El casete de
expresion se transforma después en plantas y se produce la hebra antisentido de ARN. El segmento de &cido
nucleico que se va a introducir generalmente sera sustancialmente idéntico a al menos una porcién del gen o genes
enddgenos que se van a reprimir. No obstante, la secuencia no tiene que ser perfectamente idéntica para inhibir la
expresion. Los vectores de la presente invencion se pueden disefiar de un modo tal que el efecto inhibidor se
aplique a otras proteinas dentro de una familia de genes que exhiben homologia o una homologia sustancial con el
gen diana.

Ademas, para la supresion antisentido, la secuencia introducida tampoco tiene que tener la longitud completa con
respecto al producto de transcripcién primario o al ARNm completamente procesado. En general, la homologia
mayor se puede usar para compensar el uso de una secuencia mas corta. Ademas, la secuencia introducida no tiene
que tener el mismo patrén de intrones o exones y la homologia de los segmentos no codificantes puede ser
igualmente eficaz. Normalmente se usara una secuencia de entre aproximadamente 30 o 40 nucleotidos y
nucleétidos de aproximadamente la longitud completa, aunque se prefiere una secuencia de al menos
aproximadamente 100 nucleétidos, es mas preferida una secuencia de al menos aproximadamente 200 nucleétidos
y es especialmente preferida una secuencia de al menos aproximadamente 500 nucle6tidos.

Las moléculas de ARN cataliticas o ribozimas también se pueden usar para inhibir la expresién del gen o genes
diana. Es posible disefar ribozimas que se aparean especificamente con casi cualquier ARN diana y escinden la
estructura fosfodiéster en una localizaciéon especifica, de un modo que inactivan funcionalmente el ARN diana. Al
llevar a cabo esta escisién, la ribozima no se altera y, por tanto, es capaz de reciclarse y escindir otras moléculas, lo
que la convierten en una verdadera enzima. La inclusién de secuencias de ribozima dentro de ARN antisentido
confiere actividad de escisién de ARN, de modo que aumenta la actividad de las construcciones.

Se ha identificado una serie de clases de ribozimas. Una clase de ribozimas deriva de una serie de ARN circulares
pequenos que pueden autoescindirse y replicarse en plantas. Los ARN se replican solos (ARN viroides) o con un
virus colaborador (ARN satélites). Ejemplos incluyen ARN del viroide de la mancha solar del aguacate y los ARN
satélites del virus de la mancha anular del tabaco, el virus del veteado transitorio de la alfalfa, el virus del moteado
de terciopelo del tabaco, el virus del moteado de Solanum nodiflorum y el virus del moteado del trébol subterraneo.
El disefio y el uso de ribozimas especificas de ARN diana se describen en Haseloff, y col., Nature 334:585-591
(1988).

Otro procedimiento de reducir la expresion de Nod2 usa el fenémeno de cosupresién o silenciacién génica (véase, p.
€j., la patente de EE.UU. n° 6.063.947). El fenédmeno de cosupresion también se ha usado para inhibir los genes
diana de la planta de un modo especifico de tejido. La cosupresién de un gen enddgeno usando una secuencia de
ADNCc de longitud completa, asi como una secuencia de ADNc parcial (730 pb de un ADNc de 1770 pb) se conocen
(p. €j., Napoli y col., Plant Cell 2:279-289 [1990]; van der Krol y col., Plant Cell 2:291-299 [1990]; Smith y col., Mol.
Gen. Genetics 224:477-481 [1990]). De acuerdo con esto, en algunas formas de realizacion, los acidos nucleicos de
Nod2 (p. €j., las SEC ID N® 1 y 33) y fragmentos y variantes de los mismos se expresan en otras especies de plantas
para efectuar la cosupresion de un gen homélogo.

En general, cuando se desea inhibir la expresién se produce alguna transcripcién de la secuencia introducida. El
efecto se puede producir cuando la secuencia introducida no contiene una secuencia de codificacion per se, sino
solo secuencias intrénicas o no traducidas homodlogas a secuencias presentes en el transcrito primario de la
secuencia enddgena. En general, la secuencia introducida sera sustancialmente idéntica a la secuencia endégena
destinada para reprimirse. Esta minima identidad normalmente sera mayor que aproximadamente 65 %, pero una
identidad mayor podria ejercer una represiéon mas eficaz de la expresion de las secuencias enddgenas. Se prefiere
una identidad sustancialmente mayor de mas de aproximadamente el 80 %, aunque seria lo mas preferido
aproximadamente un 95 % de identidad absoluta. Como con la regulacion antisentido, el efecto deberéa aplicarse a
cualquier otra protéina dentro de una familia similar de genes que exhiben homologia o una homologia sustancial.

Para la cosupresion, la secuencia introducida en el casete de expresion, que necesita menos que una identidad
absoluta, tampoco tiene que tener la longitud completa con respecto al producto de transcripcion primario o al ARNm
completamente procesado. Esto puede preferirse para evitar la produccién concurrente de algunas plantas que
sobreexpresan. Una identidad mayor en una secuencia mas corta que la longitud completa compensa por una
secuencia mas larga menos idéntica. Ademas, la secuencia introducida no tiene que tener el mismo patréon de
intrones o exones y la identidad de los segmentos no codificantes sera igualmente eficaz. Normalmente se usa una
secuencia de los intervalos de tamano que se han indicado anteriormente para la regulacion antisentido.
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VIII. Deteccion selectiva de farmacos usando Nod2

La presente invencidon proporciona procedimientos y composiciones para usar Nod2 como diana para la deteccion
selectiva de farmacos que pueden alterar, por ejemplo, la sefalizacién de RICK y, por tanto, los efectos fisioldgicos
de NF-kB (p. e€j., la respuesta inflamatoria). Por ejemplo, los farmacos que inducen o inhiben las respuestas
inflamatorias mediadas por NF-kB se pueden identificar mediante deteccion selectiva para compuestos dirigidos a
Nod2 o que regulan la expresion génica de Nod2.

La presente invencién no esta limitada a ningin mecanismo de accion concreto. De hecho, no es necesario conocer
el mecanismo de accion para la practica de la presente invencion. No obstante, se contempla que Nod2 se une a
RICK y esta union tiene como resultado la activacion de NF-kB. De acuerdo con esto, se contempla que los ensayos
de unioén son utiles para la deteccién selectiva de compuestos que bloquean la unién de Nod2 a RICK. En concreto,
se contempla que dichas detecciones selectivas pueden identificar compuestos que son Utiles para inhibir la
actividad de NF-«kB vy, por tanto, para tratar la enfermedad de Crohn. La unié no necesita usar RICK y Nod2 de
longitud completa. De hecho, las porciones de RICK y Nod2 se pueden usar en los ensayos de unién. Por ejemplo,
en algunas formas de realizaciéon se usa un fragmento de Nod2 que contiene los dos dominios CARD en el ensayo
de unién.

En un procedimiento de deteccion selectiva, el sistema de dos hibridos se usa para la deteccion selectiva de
compuestos (p. ej., farmacos) capaces de alterar (p. €j., inhibir) las funciones Nod2 (p. €j., la transduccion de sefial
mediada por NF-kB) in vitro o in vivo. En una forma de realizacién, un sitio de unién a GAL4, unido a un gen
indicador tal como /acZ, se pone en contacto en presencia y ausencia de un compuesto candidato con un dominio de
unién a GAL4 unido a un fragmento de Nod2 y un dominio de transactivacién de GAL4 Il unido a un fragmento de
NF-kB. La expresion del gen indicador se monitoriza y una disminucion en la expresién es una indicacion de que el
compuesto candidato inhibe la interaccion de Nod2 con NF-kB. Como alternativa, el efecto de los compuestos
candidatos sobre la interaccion de Nod2 con otras proteinas (p. €j., proteinas que se sabe que interaccionan directa
o indirectamente con NF-kB) se puede analizar de un modo similar.

En otro procedimiento de deteccidn selectiva, los compuestos candidatos se evallan por su capacidad para alterar la
sefaizacion de Nod2 poniendo en contatco Nod2, NF-kB, las proteinas asociadas con NF-kB o fragmentos de los
mismos con el compuesto candidato y determinando la uniéon del compuesto candidato al péptido. La proteina o
fragmentos proteicos se inmovilizan usando procedimientos conocidos en la técnica, tal como unién de una proteina
de fusién GST-Nod2 a una perla polimérica que contiene glutatién. Un gen quimérico que codifica una proteina de
fusién GST se construye condensado el ADN que codifica el poliopéptido o fragmento polipeptidico de interés con el
ADN que codifica el extremo carboxilo de GST (véase, por ejemplo, Smith y col., Gene 67:31 [1988]). La
construccion de fusién se transforma después en un sistema de expresiéon adecuado (p. €j., E. coli XA90) en el que
la expresion de la proteina de fusion GST se puede inducir con isopropil-B-D-tiogalactopiranésido (IPTG). La
induccién con IPTG deberia dar la proteina de fusién como constituyente mayoritario de proteinas celulares solubles.
Las proteinas de fusion se pueden purificar mediante procedimientos conocidos por los expertos en la técnica,
incluida la purificacién mediante cromatografia de afinidad con glutatién. La unién del compuesto candidato a las
proteinas o fragmentos proteicos se correlaciona con la capacidad del compuesto para alterar la via de transduccién
de la senal y, de este modo, regular los efectos fisiolégicos de Nod2 (p. ej., apoptosis).

En otro procedimiento de deteccion selectiva, uno de los componentes del sistema de sefializacion de Nod2/NF-kB,
tal como Nod2 o un fragmento de Nod2, se inmoviliza. Los polipéptidos se pueden inmovilizar usando
procedimientos conocidos en la técnica, tales como adsorciéon en una placa de microtitulacién de plastico o unién
especifica de una proteina de fusion GST a una perla polimérica que contiene glutatién. Por ejemplo, GST-Nod2 se
une a perlas de glutation-sefarosa. Después, el péptido inmovilizado se pone en contacto con otro péptido con el que
es capaz de unirse en presencia o ausencia de un compuesto candidato, Después, el péptido no unido se elimina y
el complejo se solubiliza y analiza para determinar la cantidad de péptido marcado unido. Una disminucién de la
unién es una indicacion de que el compuesto candidato inhibe la interaccién de Nod2 con el otro péptido. Una
variacion de este procedimiento permite la deteccién selectiva de compuestos que son capaces de romper un
complejo proteina/proteina formada previamente. Por ejemplo, en algunas formas de realizacién se inmoviliza un
complejo que comprende Nod2 o un fragmento de Nod2 unido a otro péptido, tal como se ha desctito anteriormente
y se pone en contacto con un compuesto candidato- La disolucién del complejo por el compuesto candidato se
correlaciona con la capacidad del compuesto para alterar o inhibir la interaccién entre Nod2 y el otro péptido.

Otra técnica para la deteccién selectiva del farmaco proporciona una deteccion selectiva de alto rendimiento para
compuestos que tienen una afinidad de unién a péptidos de Nod2 y se describe en el documento WO 84/03564,
incorporado en el presente documento por referencia. Brevemente, grandes cantidades de diferentes compuestos de
prueba peptidicos pequefios se sintetizan en un sustrato sélido, como agujas de plastico o alguna otra superficie.
Los compuestos de prueba peptidicos se hacen reaccionar con péptidos de Nod2 y se lavan. Los péptidos de Nod2
unidos se detectan por medio de procedimientos bien conocidos en la técnica.

Otra técnica usa anticuerpos contra Nod2 generados como se ha tratado anteriormente. Dichos anticuerpos capaces
de unirse especificamente a los péptidos de Nod2 compiten con un compuesto de ensayo por la unién a Nod2. De
este modo, se pueden usar anticuerpos para detectar la presencia de algin péptido que compara uno o mas
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determinantes antigénicos del péptido de Nod2.

En algunas formas de realizacion de la presente invenciodn, los compuestos se someten a deteccion selectiva por su
capacidad para inhibir la uniéon de los componentes patdgenos (p. €j., incluidos, entre otras, proteinas de superficie
celular bacteriana, proteinas de hongos, proteinas de parasitos y proteinas de virus) a Nod2. Cualquier ensayo de
deteccion selectiva se puede usar, incluidos, entre otros, los descritos en el presente documento.

La presente invencién contempla muchos otros medios de deteccion selectiva de compuestos. Los ejemplos que se
proporcionan anteriormente se presentan simplemente para ilustrar una serie de técnicas disponibles. Un experto en
la técnica apreciara que se pueden usar muchos otros procedimientos de deteccidn selectiva.

En concreto, la presente invencién contempla el uso de lineas celulares transfectadas con Nod2 y variantes o
mutantes de la misma para la deteccion selectiva de compuestos segun su actividad y, en particular, para la
deteccion selectiva de alto rendimiento de compuestos de bibliotecas combinatorias (p. €j., bibliotecas que contienen
mas de 10* compuestos). Las lineas celulares de la presente invencion se pueden usar en diversos procedimientos
de deteccion selectiva. En algunas realizaciones, las células se pueden usar en ensayos de segundo mensajero que
monitorizan la transduccién de sefial tras la activacion de receptores de superficie celular. En otras realizaciones, las
células se pueden usar en ensayos de gen indicador que monitorizan las respuestas celulares a nivel de
transcripcién/traduccién. En otras realizaciones mas, las células se pueden usar en ensayos de proliferacién celular
para monitorizar la respuesta de crecimiento global/no crecimiento de las células a estimulos externos.

En ensayos de segundo mensajero, las células huésped de transfectan preferentemente como se ha descrito
anteriormente con vectores que codifican Nod2 o variantes o mutantes de la misma. Después, las células huésped
se tratan con un compuesto o pluralidad de compuestos (p. €j., de una biblioteca combinatoria) y se analiza la
presencia o ausencia de una respuesta. Se contempla que al menos algunos de los compuestos de la biblioteca
combinatoria pueden servir como agonistas, antagonistas, activadores o inhibidores de la proteina o proteinas
codificadas por los vectores. También se contempla que al menos algunos de los compuestos de la biblioteca
combinatoria pueden servir como agonistas, antagonistas, activadores o inhibidores de la proteina que actua antes o
después de la proteina codificada por el vector en una via de transduccion de sefal.

En algunas realizaciones, los ensayos de segundo mensajero miden las sefales fluorescentes de moléculas
indicadoras que responden a cambios intracelulares (p. €j., concentracion de Ca®+, potencial de membrane, pH, IPs,
AMPc, liberacién de acido araquidénico) debido a la estimulacion de los receptores de membrana y canales idnicos
(p- €j., canales i6nicos dependientes de ligando; véase Denyer y col.,, Drug Discov. Today 3:323-32 [1998]; y
Gonzales y col.., Drug. Discov. Today 4:431-39 [1999]). Ejemplos de moléculas indicadoras incluyen, entre otras,
sistemas FRET (transferencia de energia de resonancia de fluorescencia) (p. ej., Cuo-lipidos y oxonoles,
EDAN/DABCYL), indicadores sensibles a calcio (p. ej., Fluo-3, FURA 2, INDO 1, and FLUO3/AM, BAPTA AM),
indicadores sensibles a cloruro (p. ej., SPQ, SPA), indicadores sensibles a potasio (p. ej., PBFI), indicadores
sensibles a sodio (p. €j., SBFI) e indicadores sensibles a pH (p. ej., BCECF).

En general, las células huésped se cargan con el indicador antes de la exposicion al compuesto. Las respuestas de
las células huésped al tratamiento con los compuestos se pueden detectar mediante procedimientos conocidos en la
técnica, incluidos, entre otros, microscopia de fluorescencia, microscopia confocal (p. €j., sistemas FCS), citometria
de flujo, dispositivos microfluidicos, sistemas FLIPR (véase, por ejemplo, Schroeder and Neagle, J. Biomol.
Screening 1:75-80 [1996]), y sistemas de lectura de placas. En algunas realizaciones preferidas, la respuesta (p. €;j.,
incremento de la intensidad de la fluorescencia) producida por el compuesto de actividad desconocida se compara
con la respuesta generada por un agonista conocido y se expresa como un porcentaje de la respuesta maxima del
agonista conocido. La respuesta maxima causada por un agonista conocido se define como un 100 % de respuesta.
Asimismo, la respuesta maxima registrada tras la adicion de un agonista a una muestra que contiene un antagonista
conocido o de ensayo es detectablemente menor que la respuesta del 100 %.

Las células también son Utiles en ensayos génicos indicadores. Los ensayos génicos indicadores implican el uso de
células huésped transfeccionadas con vectores que codifican un acido nucleico que comprende elementos de control
de la transcripcién de un gen diana (es decir, un gen que controla la expresién bioldégica y la funcion de una
enfermedad diana) sometidas a corte y empalme a una secuencia de codificacion para un gen indicador. Por tanto,
la activacion del gen diana tiene como resultado la activacion del producto génico indicador. Como se ha descrito
anteriormente se contempla que Nod2 se une a RICK y esta unién tiene como resultado la activacion de NF-kB. Por
tanto, en algunas formas de realizacion, la construccion del gen indicador comprende la region reguladora en 5' (p.
ej., promotores y/o potenciadores) de una proteina cuya expresién esta controlada por NF-kB en asociacion operable
con un gen indicador (véase el Ejemplo 4 e Inohara y col., J. Biol. Chem. 275:27823-31 [2000] para una descripcién
de la construccion indicadora de luciferasa pBVIx-Luc). Ejemplos de genes indicadores que encuentran utilidad en la
presente invencién incluyen, entre otros, cloranfenicol transferasa, fosfatasa alcalina, luciferasas de luciérnaga y
bacterianas, beta-galactosidasa, beta-lactamasa y proteina fluorescente verde. La produccion de estas proteinas,
con la excepcién de la proteina fluorescente verde, se detecta mediante el uso de productos quimioluminiscentes,
colorimétricos, bioluminiscentes de sustratos especificos (p. ej., X-gal y luciferina). Las comparaciones entre
compuestos de actividades conocidas y desconocidas se pueden realizar como se ha descrito en lo que antecede.
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IX. Composiciones farmacéuticas que contienen acido nucleico de Nod2, péptidos y analogos

La presente invencion proporciona ademas composiciones farmacéuticas que pueden comprender todas o porciones
de secuencias polinucleotidicas de Nod2, polipéptidos de Nod2, inhibidores o antagonistas de la bioactividad de
Nod2, incluidos anticuerpos solos o en combinacién con al menos otro agente, tal como un compuesto estabilizante,
que puede administrarse en cualquier transportador farmacéutico estéril biocompatible, incluidos, entre otros,
solucidn salina, solucién salina tamponada, dextrosa y agua.

Los procedimientos de la presente invencién encuentran utilidad en el tratamiento de enfermedades o la alteracién
de estados fisiologicos caracterizados por apoptosis de células u otros efectos mediados por NF-kB.

La invencién proporciona procedimientos para inhibir la Nod2, la interaccién con NF-kB y las proteinas asociadas
con NF-kB administrando péptidos o fragmentos peptidicos de Nod2.Los péptidos se pueden administrar al paciente
por via intravenosa en un vehiculo farmacéuticamente aceptable, tal como solucién fisiolégica salina. Se pueden
usar procedimientos estandar para la liberacién intracelular de péptidos (p. €j., liberacién mediante liposomas).
Dichos procedimientos son bien conocidos para los expertos habituales en la técnica. Las formulaciones de la
presente invencion son Utiles para administracion parenteral, tal como intravenosa, subcutanea, intramuscular e
intraperitoneal. La administracién terapéutica de un polipéptido intracelularmente también se puede conseguir
usando terapia génica como se ha descrito en lo que antecede.

Como es bien conocido en las técnicas médicas, las dosis para un paciente cualquiera pueden depender de muchos
factores, incluidos el tamano del paciente, el area de superficie corporal, la edad, el compuesto concreto que se va a
administrar, el sexo, la hora y la via de administracién, el estado de salud general y la interaccidon con otros farmacos
que se estén administrando de forma concurrente.

De acuerdo con lo anterior, en algunas formas de realizacion d ela presente invencién, las secuencias de nucleétidos
de Nod2 y de aminoacidos de Nod2 se pueden administrar a un paciente en monoterapia o en combinaciéon con
otras secuencias de nucleédtidos, farmacos u hormonas, en composiciones farmacéuticas en las que se mezcla con
excipiente(s) o transportadores farmacéuticamente aceptable. En una forma de realizacién de la presente invencion,
el transportador farmacéuticamente aceptable es farmacéuticamente inerte. En otra forma de realizacion de la
presente invencion, las secuencias de polinucleétidos de Nod2 o las secuencias de de aminoacidos de Nod2 se
pueden administrar en monoterapia a un sujeto individual o que padece una enfermedad.

Dependiendo de la afeccion que se esté tratando, estas composiciones farmacéuticas se pueden formular y
administrar por via sistémica o local. Las técnicas de formulaciéon y administracién se pueden encontrar en la dltima
edicion de Remington's Pharmaceutical Sciences (Ed. Maack Publishing Co, Easton, Pa.). Las vias adecuadas
pueden incluir, por ejemplo, administracion oral o transmucosa, asi como liberacion parenteral, incluida la
administraciéon intramuscular, subcutanea, intramedular, intratecal, intraventricular, intravenosa, intraperitoneal, o
intranasal.

Para inyeccién, las composiciones farmacéuticas de la invencién se pueden formular en soluciones acuosas,
preferentemente en tampones fisiolégicamente compatibles, tales como soluciéon de Hank, soluciéon de Ringer o
solucién salina tamponada fisiolégicamente. Para la administracién tisular o celular, en la formulaciéon se usan
penetrantes adecuados para atravesar la barrera concreta. Tales penetrantes se conocen generalmente en la
técnica.

En otras formas de realizacion, las composiciones farmacéuticas de la presente invenciéon se pueden formular
usando soportes farmacéuticamente aceptables bien conocidos en la técnica con posologias adecuadas para la
administracion oral. Dichos vehiculos permiten formular las composiciones farmacéuticas en forma de comprimidos,
pildoras, capsulas, liquidos, geles, jarabes, suspensiones espesas y similares, para ingestion oral o nasal por el
paciente que se va a tratar.

Composiciones farmacéuticas adecuadas para usar en la presente invencién incluyen composiciones en las que los
ingredientes activos estan contenidos en una cantidad eficaz para alcanzar el propésito previsto.. Por ejemplo, una
cantidad eficaz de Nod2 puede ser la cantidad que suprime la apoptosis. La determinacion de las cantidades
eficaces entra bien en de la capacidad de los expertos en la técnica, especialmente a la luz de la divulgacién
proporcionada en el presente documento.

Ademas de los ingredientes activos, estas composiciones farmacéuticas pueden contener vehiculos
farmacéuticamente aceptables que comprenden excipientes y sustancias auxiliares que facilitan el procesamiento de
los compuestos activos en preparaciones que pueden usarse farmacéuticamente. Las preparaciones formuladas
para administracion oral, puede estar en forma de comprimidos, grageas, capsulas, o soluciones.

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencion pueden fabricarse de un modo conocido en la técnica,
por ejemplo por medio de procedimientos convencionales mezclado, disolucién, granulacién, formacién de grageas,
trituracion, emulsificacién, encapsulacion, atropamiento o liofilizacién.

Las formulaciones farmacéuticas para administracion parenteral incluyen soluciones acuosas de los compuestos
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activos en forma hidrosoluble. Adicionalmente se pueden preparar suspensiones de los compuestos activos como
suspensiones oleosas para inyeccion adecuadas. Los disolventes o vehiculos lipéfilos adecuados incluyen aceites
grasos tales como aceite de sésamo, o ésteres de acidos grasos sintéticos, tales como oleato de etilo o triglicéridos,
o liposomas. Las suspensiones inyectables acuosas pueden contener sustancias que aumentan la viscosidad de la
suspension, tales como carboximetilcelulosa sddica, sorbitol, o dextrano. Opcionalmente, la suspensién también
puede contener estabilizantes o agentes adecuados para aumentar la solubilidad de los compuestos y permitir la
preparacion de soluciones muy concentradas.

Las preparaciones farmacéuticas para uso oral se pueden obtener mediante combinacién de compuestos activos
con excipientes sélidos, opcionalmente moliendo una mezcla resultante y procesando la mezcla de granulos, tras
anadir las sustancias auxiliares adecuadas, si se desea, para obtener nucleos de comprimidos o nucleos de
grageas. Excipientes adecuados son cargas de hidratos de carbono o de proteinas, tales como azlcares, incluidos
lactosa, sacarosa, manitol o sorbitol; almidén de maiz, trigo, arroz, patata; celulosa tal como metilcelulosa,
hidroxipropilmetilcelulosa o carboximetilcelulosa sédica; y gomas, incluidas arabiga y de tragacanto; y proteinas tales
como gelatina y colageno. Si se desea, se pueden afiadir agentes disgregantes o solubilizantes, tales como la
polivinilpirrolidona reticulada, agar, acido alginico o una sal de los mismos, tal como alginato de sodio.

Los nudcleos de grageas se proporcionan con recubrimientos adecuados, tales como soluciones de azlcar
concentrado, que también pueden contener goma arabiga, talco, polivinilpirrolidona, gel de carbopol, polietilenglicol
y/o diéxido de titanio, soluciones de laca y disolventes organicos adecuados o mezclas de disolventes. Se pueden
anadir colorantes o pigmentos a los recubrimientos de comprimidos o grageas para la identificacion de productos o
para caracterizar la cantidad de compuesto activo (es decir dosificacion).

Las preparaciones farmacéuticas que se pueden usar por via oral incluyen capsulas duras fabricadas de gelatina,
asi como capsulas blandas selladas fabricadas de gelatina y un revestimiento tal como glicerol o sorbitol. Las
capsulas duras pueden contener ingredientes activos mezclados con una carga o aglutinantes, tales como lactosa o
almidones, lubricantes, tales como talco o estearato de magnesio, y, opcionalmente, estabilizantes. En capsulas
blandas, los compuestos activos pueden disolverse o suspenderse en liquidos adecuados, tales como aceites
grasos, parafina liquida o polietilenglicol liquido con o sin estabilizantes.

Las composiciones que comprenden un compuesto de la invencidén formulado en un vehiculo farmacéutico aceptable
se pueden preparar, introducir en un contenedor adecuado y etiquetarse para el tratamiento de una afeccién para la
que estan indicadas. Para secuencias de polinucleotidos o de aminoacidos de Nod2, las afecciones indicadas en la
etiqueta pueden incluir el tratamiento de una afeccién relacionada con la apoptosis.

La composicion farmacéutica puede proporcionarse en forma de una sal y se puede formar con acidos, incluidos,
entre otros, acido clorhidrico, sulflrico, acético, lactico, tartarico, malico, succinico etc. Las sales tienden a ser mas
solubles en disolventes acuosos u otros protonicos que son las correspondientes formas de base libre. En otros
casos, la preparacion preferida puede ser un polvo liofilizado en histidina 1 mM-50 mM, sacarosa 0,1%-2%, manitol
2%-7% a un intervalo de pH de 4,5 a 5,5 que se combina con tampén antes de usar.

Para cualquier compuesto usado en el procedimiento de la invencién, la dosis terapéuticamente eficaz se puede
estimar inicialmente a partir de ensayos con cultivos celulares. Después, preferentemente, la dosis se puede
formular en modelos animales (particularmente modelos murinos) para conseguir un intervalo de concentracion
circulante deseable que ajuste los niveles de Nod2.

Una dosis terapéuticamente eficaz se refiere a la cantidad de Nod2 que alivia los sintomas del estado de
enfermedad. La eficacia terapéutica y la toxicidad de dichos compuestos se pueden determinar mediante
procedimientos farmacéuticos estandar en cultivos celulares o animales experimentales, por ejemplo, para
determinar la DLso (la dosis letal para el 50% de la poblacion) y la DEsy (la dosis terapéuticamente eficaz en el 50%
de la poblacién). La relacién de dosis entre efectos tdxicos y terapéuticos es el indice terapéutico y puede
expresarse como la relacion DEso/DLsg. Se prefieren los compuestos que exhiben indices terapéuticos grandes. Los
datos obtenidos de estos ensayos de cultivos celulares y estudios animales adicionales se usan en la formulacién de
in intervalo de dosificacion para uso humano. Las dosis de tales compuestos estan, preferentemente, dentro de un
intervalo de concentraciones en circulacion que incluyen la DEsy con poca o nula toxicidad. La dosificacién varia
dentro de este intervalo dependiendo de la forma de dosificacion empleada, la sensibilidad del paciente y la via de
administracion.

El médico individual escoge la dosificacién exacta segin el paciente que va a tratar. La dosificacién y la
administracion se ajustan para proporcionar niveles suficientes del resto activo o para mantener el efecto deseado.
Entre los factores adicionales que se pueden tener en cuenta se incluyen la gravedad de la enfermedad, la edad, el
peso y el sexo del paciente, la dieta, la hora y la frecuencia de administracién, la(s) combinaciones de farmacos, las
sensibilidades de la reaccién y la tolerancia/respuesta al tratamiento. Las composiciones farmacéuticas de accién
prolongada podrian administrar cada 3 a 4 dias, cada semana o una vez cada dos semanas dependiendo de la
semivida y el indice de aclaramiento de la formulacién concreta.

Las cantidades de dosificacion normales varian de 0,1 a 100.000 microgramos, hasta una dosis total de
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aproximadamente 1 g, en funcién de la via de administracién. En la literatura se proporcionan guias en cuanto a
dosificaciones y procedimientos de liberacion (véase, por ejemplo, las patentes de EE.UU. N? 4.657.760, 5.206.344,
0 5.225.212). Los expertos en la técnica usaran diferentes formulaciones para Nod2 y para los inhibidores de Nod2.
La administracién en la médula 6sea puede requerir liberacion de un modo diferente de inyecciones intravenosas.

Seccion experimental

Los ejemplos siguientes se proporcionan con el fin de demostrar e ilustrar adicionalmente determinadas
realizaciones y aspectos preferidos de la presente invencion y no deben interpretarse como limitantes de su @mbito.

En las divulgacion experimental siguiente se aplican las siguientes abreviaturas: eq (equivalentes); M (Molar); uM
(micromolar); N (Normal); mol (moles); mmol (milimoles); umol (micromoles); nmol (nanomoles); g (gramos); mg
(miligramos); ug (microgramos); ng (nanogramos); | or L (litros); ml (mililitros); ul (microlitros); cm (centimetros); mm
(milimetros); um (micrémetros); nm (nandémetros); °C (grados centigrados); U (unidades), mU (miliunidades); min.
(minutos); s (segundos); % (perciento); kb (kilobase); pb (par de bases); PCR (reaccién en cadena de la polimerasa);
BSA (seroalbumina bovina); Fisher (Fisher Scientific, Pittsburgh, PA); Sigma (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO.);
Promega (Promega Corp., Madison, WI); Perkin Elmer (Perkin-Elmer/Applied Biosystems, Foster City, CA);
Boehringer Mannheim (Boehringer Mannheim, Corp., Indianapolis, IN); Clonetech (Clonetech, Palo Alto, CA); Qiagen
(Qiagen, Santa Clarita, CA); Stratagene (Stratagene Inc., La Jolla, CA); National Biosciences (National Biosciences
Inc, Plymouth Minn.) y NEB (New England Biolabs, Beverly, MA), CARD (dominio de reclutamiento de caspasa);
EST (marca de secuencia expresada); HA (hemaglutinina); IkB (inhibidor de NF-kB); IKK (IkB quinasa); LRR
(repeticion ricas en leucina); NBD (dominio de unién al nucleétido); NF-kB (factor nuclear kB); TNFa (factor a de
necrsois tumoral); wt (silvestre); Ab (anticuerpo); IL-1 (interleucina 1); IL-1R (receptor de la IL-1); LPS
(lipopolisacarido); LTA (acido lipoteicoico); PGN (peptidoglicano); SBLP (lipoproteina bacteriana sintética); y TLR
(receptor de tipo toll).

Metodologia

Reactivos. El LPS de varias fuentes en este estudio se obtuvio de Sigma (St. Louis, MO). EI PGN de
Staphylocuccus aureus se obtuvo de Fluka-Chemie (Buchs, Alemania). El manano de Candida albicans 20A fue un
regalo de P. Lehmann (Medical College of Ohio PaM3CysSerLyS4, un analogo de la lipoproteina bacteriana sintética
fue un regalo de A. Zychlinsky (New York University School of Medicine).

Aislamiento del ADNc de Nod2. Las secuencias de nuclettidos que codifican péptidos con homologia con Nod1
(nimeros de acceso en GeneBank AC007728 y AQ534686) se encontraron en la base de datos de genoma publica
usando el programa TBLASTN. La regién de codificacién de la Nod2 humana se obtuvo mediante amplificaciéon con
PCR-transcriptasa inversa (RT) y RACE en 5 usando los fragmentos de ADNc de cebadores oligonucleotidicos
especificos de Nod2 y ARN, de tejido de mama primario como molde. La 5 RACE se realizé usando un kit
comercial (Roche Molecular Biochemicals, Indianapolis, IN). Para la PCR se usaron tres conjuntos de cebadores: 5'-
ATGTGCTCGCAGGAGGCTTTTCAGGCA-3’ (SEC ID N? 37) y 5-CGCCTCACCCACCACCAG-CACAGTGT-3’ (SEC
ID Ne  38); 5-CATGGCTGGACCCCCGCAGAAGAGCCCA-3 (SEC ID Ne 39) vy 5-CA-
TGCCCGGGTTCATCTGGCTCATCCGG-3' (SEC ID N® 40); 5-GCCATGCCCGGGTTCATCTGGCTCATC-3' (SEC
ID N2 41) y 5-TGAGTCGAGACATGGGGAAAGCTGCTTC-3 (SEC ID N? 42). Para 5 RACE, se us6 el cebador
inicial 5’AG-CAGCTCGACCAGCTGGCTCCTCTGT-3 (SEC ID N? 43) y el producto se amplific6 mediante PCR con
el cebador anclado y el segundo cebador especifico de Nod2. 5’-GACAGGCCCAAGTACCCTTATTCCAGA-3 (SEC
ID N2 44). Los fragmentos de ADNc resultantes se digirieron con enzimas de restriccion y se ligaron para generar un
ADNc unico que contenia todo el marco de lectura abierto de Nod2. La secuencia de ADNc Se verific6 mediante
secuenciacion de nucleotidos.

Andlisis mediante transferencia Northern y RT-PCR de la expresion de Nod2. Un fragmento de 3,7 kb que
contiene toda la region de codificacién de Nod2 se radiomarcé mediante cebado aleatorio usando un kit comercial
(Roche Molecular Biochemicals) y se aplico para el andlisis de transferencias de ARN poli(A)’ humana de varios
tejidos (Clontech Laboratories, Palo Alto, CA) de acuerdo con las instrucciones del fabricante Los leucocitos de
sangre periférica se obtuvieron de sangre venosa heparinizada de voluntarios sanos mediante centrifugacién en
gradiente de densidades con Ficoll-Paque (Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Suecia). Los granulocitos se
separaron de los glébulos rojos mediante incubacion breve con tamp6n de lisis hipotonico. La poblacion de células
mononucleares se fraccion6 en linfocitos y monocitos mediante adherencia a placas de plastico. Para el andlisis RT-
PCR, 2 ng del ARN total de cada preparacién celular se usaron para generar el primer ADNc de una hebra usando
un kit comercialmente disponible (Gibco BRL; Gaithersburg, MD). Los fragmentos de ADNc de Nod2
correspondientes a la regién de codificacién de Nod2 se amplificaron mediante PCR usando dos conjuntos de
cebadores especificos; P1: 5-ATGTGCTCGCAGGAGGCTTTTCAGGCA-3' (SEC ID N¢ 45); P2: 5-CGCCTCAC-
CCACCACCAGCACAGTGT-3’ (SEC ID N¢ 46); P3: 5-ATGTGCTCGCAGGAGGCTTTTCAGGCA-3’ (SEC ID N¢ 47)
y P4: 5-CGCCTCACCCACCACCAGCACAGTGT-3" (SEC ID N? 48). Como control, un fragmento de ADNc de la
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa humana se amplificd usando los cebadores 5-
GAGTCAACGGATTTGGTCGTAT-3 (SEC ID N2 49) y 5-AGTCTTCTGGGTGGCAGTGAT-3 (SEC ID N® 50).

Construccion de plasmidoS de expresion. EI| ADNc de Nod2 se cloné en pcDNA3-HA y pcDNA3-Fpk3-Myc
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(Inohara y col., [2000], anteriormente). Los mutantes de Nod?2 dirigidos a sitio y por delecion (129-1040, A125-214, 1-
125, 1-301, 1-744, 265-1040, 126-301, 265744, 744-1040, K305R, 1-744K305R) se construyeron mediante un
procedimiento de PCR y se clonaron en pcDNA3-HA y pcDNA3-Fpk3-Myc (Inohara y col., [2000], anteriormente) La
autenticidad de todas las construcciones se confirmé mediante secuenciacion. Anteriormente se han descrito
pcDNAS3-Flag-RICK, pcDNA3-Flag-RICK(1-374), pcDNAS3-Flag-RICK(374-540), pcDNA3-Myc-RICK (406-540),
pcDNA3-Myc-RIP(558-671), pRK7-Flag-IKKa, pRK7-FlaglKKa-K44A, RSVMad-3MSS(IK-Ba-S32A/S36A), pRK7-
Flag-IKK|3, pRK7-Flag-IKKp-K44A, and pcDNAS-Flag-IKKy(134-419) (Inohara y col., anteriormente, 10). Los
plasmidos de expresion pcDNA3-Nodl-Flag, pcDNA3-Nodl (I -648)-Flag, pcDNA3-Flag-IKKi, pcDNA3CIPER-Flag,
pCMV-ILIR. pCMV-TLR4-Flag, pcDNA3-Flag-RIP, pcDNA3-MyD88 DN (aminoacidos 1-109), pcDNA3-CD14, pCMV-
MD2-FLAG y pcDNA3-p-gal también se han descrito previamente (Inohara y col., [1999], anteriormente; Inohara y
col., [1999], anteriormente; Inohara y col., [2000], anteriormente; Shim ada y col., Int. Immunol., 11:1357-1362
[1999]; Huang y col., PNAS, 94:12829-12832 [1997]; Medzhitov y col., Mol. Cell, 2:253-258 [1998]; Hsu y col.,
Immunity, 4:387-396 [1996]). Para construir el plasmido de expresion que produce interleucina 1 madura marcada
con HA en el extremo C (IL1B), pcDNA3-mIL1B3-HA, la region madura de la IL1B de raton se amplific6 mediante
PCR y se inserté en pcDNA3-HA-pro que contiene la secuencia sefial de protripsina y la marca de HA.

Transfeccion, expresion, inmunoprecipitacion e inmunodeteccion de proteinas marcadas. Las células
HEK293T se co-transfectaron con pcDNA3-Nod2-HA y varios plasmidos de expresion como se ha descrito (Inohara
y col., [1999], anteriormente). Para analizar la interaccion entre la RICK silvestre y las proteinas mutantes de Nod2,
las células HEK293T se cotrasnfectaron con pcDNA3-Flag-RICK y con plasmidos de expresion de Nod2 silvestre o
mutante. Las proteinas co-inmunoprecipitadas con el anticuerpo anti-HA se detectaron con el anticuerpo anti-Flag.
Para analizar la interaccion entre Nod2 silvestre y los mutantes de RICK, las células HEK293T se cotransfectaron
con pcDNA3-HA-Nod2 and pcDNA3-Flag-RICK, pcDNA3-Flag-RICK(1-374) o pcDNA3-Flag-RICK (374-540) (Inohara
y col., [1999] anteriormente). Las proteinas co-inmunoprecipitadas con el anticuerpo anti-HA se detectaron con el
anticuerpo anti-Flag. Las proteinas en el lisado total se detectaron con el anticuerpo monoclonal anti-Flag y anti-HA,
respectivamente.

Ensayos de activacion de NF-kB. Los ensayos de activacion de NF-kB se realizaron como ha descrito (Inchara y
col., [1999] anteriormente, Inohara y col., [2000], anteriormente). Brevemente, fibroblastos de Rat1 y su linea celular
5R derivada (Yamaoka y col., Cell 93: 1231-1240 [1998]) asi como las células HEK293T se contransfectaron con 12
mg de la construccién indicadora pBVIx-Luc, mas cantidades indicadas de cada plasmdiso de expresién y 120 ng de
pEF-BOS-p-gal por triplicado. 24 horas después de la transfeccion se prepararon los extractos celulares y se midié
su actividad relativa de luciferasa como ha descrito (Inchara y col., [1999] anteriormente, Inohara y col., [2000],
anteriormente). Los resultados se normalizaron para la eficiencia de la transfeccion, con valores obtenidos con pEF-
BOS-P-gal.

Ensayo in vitro desunié a LPS 1 x 10° células HEK293T se co-transfectaron con los plasmidos de expresion
indicados en las leyendas de las figuras, como se ha descrito (Inohara y col., [2000], anteriormente). 24 horas
después de la transfeccion se prepararon fracciones S100 de células transfectadas como se describe usando
tampon A (Poltorak y col., [1998], anteriormente). Para la Fig. 10A, el lisado S100 que contenia 5 mg de proteina se
incubé con 300 ng de [*H] LPS (1 X 10° Bg, 347 Bag/ng, List Biological Laboratories, Campbell, CA) de Escherichia
coli K12 KCD25, 6 ug del anticuerpo anti-FLAG M2 (Sigma Chemical), 10 ul Proteina A-Sefarosa y 10 ul de Proteina
G-Sefarosa a 4°C durante 2 horas. Las proteinas unidas a la matriz ase lavaron 5 veces con 1 ml de tampén A. La
radiactividad unida se midi6é usando un contador de centelleo liquido Counter Beckman LS5000LD. Para la Figura 3B
las proteinas se inmunopurificaron primero a partir de 20 mg del lisado S100 como se ha descrito anteriormente y se
incubaron con [3H] LPS en presencia de 10 mg de seroalbumina bovina, fraccién V (Sigma Chemical) a 4 °C durante
2 horas. Tras 5 lavados con 1 ml de tampén A se midié la radiactividad unida. Para monitorizar la expresién de la
proteina en 50 ug del lisado S100 se detecté mediante inmunotransferencia con el Ac anti-FLAG.

Ejemplo 1

Este ejemplo describe la identificacién de Nod2. Para identificar nuevas moléculas de tipo Nod1/Apaf- | se realizaron
busquedas en bases de datos gendmicas publicas de genes que codifican proteinas con homologia con Nod1
(Inohara y col., anteriormente). Se identificé una secuencia genémica en el cromosoma 16 humano (niumero de
acceso en GeneBank AC007728) que codifica un péptido con una homologia significativa con el NBD de Nod1. El
andlisis con GeneFinder de la regién gendmica predijo un gen que codificaba una nueva proteina con una homologia
significativa con Nod1 Para determinar los extremos de la region de codificacion se realizé un 5 RACE usando un
oligonucleétido complementario a las secuencias que codifican el extremo N de la proteina predicha y secuencié
varios ADNc de EST que contienen secuencias parciales del gen (nUmeros de acceso en GeneBank AA775466,
AA910520, A1090427). Para amplificar el ADNc que contiene la totalidad del marco de lectura abierto, se realzé RT-
PCR con tres conjuntos de cebadores correspondientes a las secuencias solapantes de la region de codificacion del
gen. El marco de lectura abierto predicho codifica una proteina de 1040 aminodacidos. Una busqueda BLAST de
bases de datos de proteinas indicd que la proteina codificada por el nuevo marco de lectura abierto era casi
homéloga a Nod1 (34 % de identidad de aminoacidos). Esta proteina se denomindé Nod2 dado su elevado nivel de
homologia con Nod1 y, por tanto, representa un nuevo miembro de la superfamilia de Apaf-I/Nod1 (Fig. 1). El
analisis de la secuencia de nucledtidos revel6 dos posibles sitios de iniciacion de la traduccién en el marco
separados por 81 nucle6tidos. Andlisis adicionales revelaron que ambos sitios de iniciacion de la traduccion se
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pueden usar en las células, aunque preferentemente se usa el marco de lectura abierto mas largo (véase mas
adelante). Por simplicidad, el marco de lectura abierto mas largo se denomina Nod2 y el producto codificado por el
marco de lectura abierto mas corto se denomina Nod2b. Una busqueda BLAST y analisis de dominios revelaron que
Nod2 esta compuesta por dos CARD en NH2 terminal (residuos 28-220) condensados con un dominio NBD
localizado centralmente (residuos 273-577) que contienen los motivos de union al nucleétido consenso, seguidos de
diez LRR en tandem (residuos 744-1020) (Figs. 1 y 2). Cada una de las 10 LRR de Nod2 contenia secuencias
predichas de ahélice y lamina B consistentes con la estructura en forma de herradura prototipica de LRR (Kobe y
Deisenhofer, Curr. Opin. Struct. Biol. 5: 409-416 [1995]) (Fig. 2C). Nod2 es la primera molécula que se sabe que
codifica dos CARD.

Ejemplo 2

Este ejemplo describe la localizacion en el cromosoma y la organizacion genémica del gen humano de Nod2. Se
identificaron dos clones BAC humanos, RPII-327F22 y RPII-401P9, que contenian la secuencia genémica de Nod2
humana (nimeros de acceso en GenBank AC007728 y AC007608, respectivamente). Estos clones BAC se
localizaron en el cromosoma 16 en q12. La comparacién del ADNc de Nod2 y las secuencias genémicas revelo que
el gen de Nod2 contiene doce exones de codificacion.

Ejemplo 3

Este ejemplo demuestra que la expresion de Nod2 es mas abundante en monocitos. El andlisis de transferencia
Northern mostré que Nod2 se expresaba como dos transcritos de 7,0 y 5,5 kb en leucocitos de sangre periférica con
poco o ninguna expresién detectable en varios tejidos humanos (Fig. 3A). Este patron de expresién altamente
restringido contrasta con el de Nod1 y Apaf-1, que se expresan en casi todos los tejidos adultos, aunque a diferentes
niveles (Inohara y col., anteriormente). Para determinar las células que expresan Nod2, los leucocitos de sangre
periférica se fraccionaron en poblaciones de granulocitos, linfocitos y monocitos, y se analizaron mediante analisis
RT-PCR con dos conjuntos diferentes de cebadores oligonucleotidicos complementarios a las secuencias de
codificacion de Nod2. El analisis mostré que Nod2 se expresaba principalmente en monocitos (Fig. 3B). Dado que la
secuencia de Nod2 contenia dos posibles sitios de iniciacién de la traducciéon en el marco separados por 81
nucleétidos (Fig. 3C), su uso se determiné mediante transfecciéon de una construccion de Nod2 que contiene ambos
sitios de iniciaciéon de la traduccion en las células HEK293T. Dado que la diferencia en tamafio entre ambos
productos de Nod2 predichos es de solo 27 aminoé&cidos, los inventores han expresado una Nod2 truncada en el
COOH terminal que carece de los residuos 302-1040 para facilitar la identificacién de los sitios de iniciacion de la
traduccion. Como control, los plasmidos de Nod2 se sometieron a ingenieria para expresar cada sitio de iniciacién de
la traduccion por separado dentro de un motivo canénico de iniciacion de la traduccion de Kozak. El andlisis reveld
que se usaron ambos sitios de iniciacién de la traduccién en el marco de lectura abierto de Nod2, aunque el codén
de iniciacién de la traduccion més en NH2 era més eficiente evaluado mediante inmunotransferencia de extractos
celulares con un anticuerpo que reconoce una cola de HA en el COOH terminal (Fig. 3D).

Ejemplo 4

Este ejemplo describe la activacion de NF-kB por Nod2. Dada la homologia entre Nod1 y Nod1, las pruebas se
realizaron para determinar si la expresion de Nod2 activa NF-kB mediante la transfeccion de los plasmidos de Nod2
en células HEK293. La transfeccion del ADNc de Nod2 silvestre indujo una potente activacion de NF-kB, medida
con una construccion indicadora de luciferasa (véase mas adelante). Ademas, los inventores probaron el ADNc de
Nod2b y obtuvieron resultados similares a los observados con Nod2. Se generé un panel de mutantes de Nod2 para
determinar las regiones de Nod2 requeridas para la activacién de NF-kB (Fig. 4A). El analisis de inmunotransferencia
reveld6 que estas construcciones mutantes se expresaban cuando se transfectaban transitoriamente en células
HEK293T (Fig. 4B). La expresion de tan poco como 3 ng de la Nod2 silvestre indujo una activaciéon por 18 de NF-kB
(Fig. 4C). La expresion de una forma mutante de Nod2 que carece de LRR tuvo como resultado una activacion
potenciada de NF-kB, mientras que los mutantes que expresan las LRR o el NBD solo eran inactivos (Fig. 4C). La
actividad potenciada del mutante de Nod2 que carece de LRR no se pudo explicar mediante la expresion
incrementada del mutante (Fig. 4A). Consistente con estos resultados, se demostrd anteriormente que la delecion de
las LRR de Nod1 y las repeticiones WD-40 de Apaf-I tiene como resultado una mayor activacién de NF-kB y un
incremento de la capacidad para activar la procaspasa-9, respectivamente (Inohara y col., anteriormente, Srinivasula
y col., anteriormente, Hu y col., anteriormente). La deleciéon de los CARD de Nod2, solos o en combinacién, tuvo
como resultado una pérdida total de la actividad de NF-kB (Fig. 4C). No obstante, la expresion de ambos CARD
solos, pero no de cada CARD por separado, fue suficiente para activar NF-kB (Fig. 4C). Por tanto, ambos CARD de
Nod2 son necesarios y suficientes para activar NF-kB, lo que sugiere que las CARD actia como dominio efector en
la sefializacion de Nod2. El residuo de lisina conservado en el bucle P de Nod1 y Apaf-l es importante para las
actividades de estas proteinas (Inohara y co.,[1999] anteriormente, Inohara y col., [2000], anteriormente, Hu y col.,
EMBO J. 18: 3586-3595 [1999]). De un modo similar, la sustituciéon de la correspondiente lisina por arginina en Nod2
tuvo como resultado una disminucién de la actividad de NF-kB que se rescaté al menos en parte mediante la
delecion de las LRR (Fig. 4C)
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También se investigé la capacidad de la Nod2 para inducir apoptosis. La sobreexpresion de Nod2 no indujo
apoptosis por si misma pero potencié la apoptosis inducida por la expresién de caspasa-9. Estos resultados son
similares a los indicados para Nod1 y Apaf-1 (Bertin y col., anteriormente, Inohara y col., [1999] anteriormente).

Ejemplo 5

Este ejemplo demuestra que la activacion de NF-kB inducida por Nod2 requiere IKKy y es inhibida por formas
negativas dominantes de las IKK y RICK, Una via principal de la activacion de NF-kB esta mediada por las kB
quinasa (IKKS) resultante en la fosforilacion de IkB y la liberacion de NF-kB .citoplasmatico (Karin, J. Biol. Chem.
274: 27339-27342 [1999]). Para determinar si Nod2 activa una via dependiente de IKK, la Nod2 se co-expres6 con
formas mutantes de IKKa, IKKB e IkB que se ha demostrado que actlan como inhibidores dominantes de sus
correspondientes homologos enddgenos y/p el complejo IKK (Karin, anteriormente). Ademas, se us6 un mutante
truncado de IKKy/NEMO (residuos 134-419) que es defectuoso en la unién de IKKa y IKKB y actlia como inhibidor de
la activacion de NF-kB inducida por RIP y RICK (Inohara y col., [2000], anteriormente). La actividad de NF-«kB
inducida por Nod2, asi como la inducida por la estimulaciéon del TNF o se vieron considerablemente inhibidas por las
mutantes IKKa, IKKB, IKKy e IkBa (Fig. 5A). Dado que se ha demostrado que RICK sirve como diana cadena abajo
de Nod1 (Bertin y col., anteriormente, Inohara y col., [1999] anteriormente, Inohara y col., [2000], anteriormente), se
us6 una forma truncada de RICK que contiene sus CARD (residuos 406-540) que actia como inhibidor dominante
de la actividad de Nod1 (Bertin y col., anteriormente) para analizar su la activacién de NF-«kB inducida por Nod2 es
inhibida de un modo similar por este mutante de RICK. La activacion de NF-kB inducida por Nod2 fue inhibida por el
mutante de RICK pero no por una forma mutante de RIP que expresa su dominio efector de muerte (Fig. 5A). La
inhibicion por el CARD de RICK fue especifica en cuanto a que no interferia con la capacidad del TNF o para inducir
NF-kB, una actividad inhibida por el mutante RIP (Fig. 5A). Para verificar que Nod2 actlia cadena arriba del complejo
IKK para activar NF-kB, los inventores analizaron la capacidad de Nod2 para activar NF-kB en fibroblastos Rat1
parentales y células 5R, una linea celular derivada de Rat1 que es defectiva en IKKy, una subunidad esencial de los
IKK (Yamaoka y col., anteriormente). La Nod2, asi como la Nod1 y TNFoc, indujo actividad NF-KB en células Rat1
parentales pero no el células 5R deficientes en IKKy (Fig. 5B). Como control, la expresion de IKKB, que funciona
cadena debajo de IKKY, indujo actividad NF-KB en lineas celulares Rat1 y 5R (Fig. 5B). Estos resultados indican que
Nod2 actua a través de IKKy/IKK/IKKy para activar NF-KB.

Ejemplo 6

Este ejemplo demuestra que Nod2 se asocia con RICK a través de una interaccion CARD-CARD homdfila. El motivo
CARD funciona como dominio efector que media en la interaccion homdfila especifica con las moléculas que
contienen CARD cadena abajo (Hofmann y col., Trends Biochem. Sci. 22: 155-156 [1997]). Dado que la activacion
de NF-kB inducida por Nod2 se inhibia por accién de un mutante truncado de RICK, se analizé la capacidad de RICK
para actuar como mediador directo cadena debajo de la sefalizacion de Nod2. Para analizar una asociacion fisica
entre Nod2 y RICK, las células HEK293T se co-transfectaron con plasmidos que expresan formas mutante o
silvestre marcadas con Ha de Nod2 y RICK marcados con flag y los extractos celulares se inmunoprecipitaron con
un anticuerpo anti-HA. La inmunotransferencia con el anticuerpo anti-Flag revelé que RICK se asociaba con Nod2
(Fig. 6A). La asociacion estaba mediada por ambos CARD de Nod2, ya que solo las proteinas de Nod2 que
contenian ambos CARD eran capaces de interaccionar con RICK (Fig. 6A, B). La asociacién de Nod2 con RICJ fue
especifica en cuanto a que Nod2 no se asociaba con varias proteinas que contenian CARD, incluidas Apaf-1,
caspasa-1, caspasa-4, c-IAP-1, c-IAP2, procaspasa-9, Bc1-10, RAIDD y Ced-4 ni con varias moléculas que activan
NF-kB incluidas TRAF-1, TRAF-2, TRAF-5, TRAF-6, RIP, NIK, TRADD, IKKa, IKKp o IKKy. Para determinar la region
de RICK que se asocia con Nod2, las formas mutantes de RICK que expresan el CRD (residuos 374-540) o que
carecen del CARD (residuos 1-374) se coexpresaron con Nod2 y los extractos celulares se inmunoprecipitaron con
anticuerpos anti-Flag. El analisis mostré que solo el CARD de RICK se co-inmunoprecipité con Nod2 (Fig. 6C). Por
tanto, Nod2 y RICK se asocian a través de una interaccion CARD-CARD homofila.

Ejemplo 7

Este ejemplo demuestra que la oligomerizacion forzada de Nod2 induce la activacién de NF-KB. Los estudios
previos mostraron que el NBD de Nod1 y Apaf-1 participa la oligomerizacion de estas moléculas, una actividad que
es crucial para activacion de NF-kB y de la caspasa-9, respectivamente (Srinivasula y col., anteriormente; Hu y col.,
[1998] anteriormente, Inohara y col., [2000], anteriormente). En el caso de Nod2, su oligomerizacion parece estimular
la proximidad de la activacion de RICK y NF-kB. Para analizar un papel similar de Nod2 se construyeron plasmidos
para expresar proteinas quiméricas en las que Nod2 silvestre o mutantes de Nod2 se condensaron con tres
dominios de dimerizacion repetidos en tandem de Fpk (Fpk3), que se pueden oligomerizar por el ligando permeable
a la célula AP1510 (MacCorkle y col., Proc. Nat. Acad. Sci. U. S. A. 95: 3655-3660 [1998]). El analisis de
inmunotransferencia mostré que las construcciones Fpk3-Nod2 quiméricas se expresaban cuando se transfectaban
en células HEK293T (Fig. 7A). Dado que la Nod2 silvestre sola induce activacion de NF-KB, los inventores
expresaron cantidades suboptimas de las construcciones Fpk3-Nod2 quiméricas en células HEK293T. En estas
condiciones experimentales, la expresién de Nod2-Fpk3 indujo activacion de NF-KB de un modo dependiente de
ligando (Fig. 7B). Consistente con los resultados mostrados en la Fig. 4C, la oligomerizacién forzada de ambos
CARD, pero no de cada CARD por separado, indujo activacion de NF-KB (Fig. 7B). De un modo similar la activacion
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de NF-KB inducida por el mutante del bucle P de Nod2 que carece de las LRR (K305RALRR), que tiene menor
capacidad para inducir activacion de NF-KB, se potencid6 mediante la oligomerizacién forzada (Fig. 7C). Una
construccion Nod2-Fpk3 que carece de las LRR indujo activaciéon de NF-KB en ausencia y presencia de AP1510
(Fig.7B). El dltimo resultado podia explicarse por las observaciones de los inventores de que la Nod2 carece de las
LRR tiene una mayor actividad para autoasociarse e inducir NFKB (Fig. 4C).

Ejemplo 8

Este ejemplo describe el papel de Nod1 en la respuesta celular a los componentes microbianos. Las células
HEK293T de rifdn embrionario humano se cotransfectaron transitoriamente con un plasmido de expresién de Nod1
0 un plasmido control y la construccién indicadora de NF-kB en presencia de productos bacterianos o fungicos. No
se observé una induccién significativa de la actividad del gen indicador cuando las células transfectadas con el
plasmido control se expusieron a LPS, PGN, LTA, lipopéptido bacteriano sintético (SBLP) o manano (Fig. 8A). Estos
resultados estan de acuerdo con las observaciones previas en las células HEK293 (Yang y col., Nature, 395:284-288
[1998]; Aliprantis y col., anteriormente; Chow y col., anteriormente; Schwandner y col., J. Biol. chem., 274: 17406-
17409 [2000]). Dado que la sobreexpresién de Nod1 induce activacién de NF-kB (Zou y col., Cell, 90:405-413 [1997];
Bertin y col., J. Biol. Chem., 274:12955-12858 [1999]), la células HEK293T se transfectaron con 0,3 ng de Nod1 y se
midi6 la activacién de NF-kB tras la incubacién con varios componentes patégenos. El LPS, pero no los otros
productos microbianos analizados, indujo una activacioén significativa de NF-kB (por aproximadamente 12) en células
que expresan cantidades minimas de Nod1 (Fig. 8A). Para demostrar que la activacion de NF-kB por el LPS es
especifica de las células que expresan Nod1, las células HEK293T se transfectaron con plasmidos de expresién que
producen el recetor de interleucina 1 (IL1R) y su ligando interleucina 1 B (IL1B) o RIP, un mediador de la via de
senalizacion del TNFa (Huang y col., [1997] anteriormente; Hsu y col., [1996], anteriormente). Como estaba previsto,
la estimulacion de IL1R y la expresiéon de RIP indujeron la activacion de NF-kB en ausencia de LPS (Fig. 8B).
Significativamente, el LPS no potenci6 la activacién de NF-kB inducida por la estimulaciéon de IL1R o RIP (Fig. 8B).

Las proteinas resistentes a enfermedades de plantas tienen LRR en C-terminal que son cruciales para las
respuestas especificas de patdégenos (Dixon y col., [2000], anteriormente). Las alteraciones en sus LRR tiene como
resultado una falta de respuesta a patdégenos concretos (Dixon y col., [2000], anteriormente), lo que sugiere que las
LRR de Nod2 podrian también ser necesarias para la respuesta a LPS. Para comprobar esta hipétesis, las células
HEK293T se transfectaron con plasmidos que expresan Nod1 silvestre 0 mutante truncada que carece de las LRR
(Nod1ALRR) y tratados con LPS. La expresion de Nod1ALRR indujo mayor activacién de NF-kB que la Nod1
silvestre en ausencia de LPS, como se ha indicado previamente (Inohara y col., [1999], anteriormente).
Significativamente, el LPS no potencié la activacién de NF-kB inducida por Nod1ALRR (Fig. 9). Por tanto las LRR
son esenciales para que Nod1 responda al LPS.

En varios estudios se han proporcionado pruebas concluyentes de que TLR4 es un receptor de superficie celular
para LPS (Aderam y Ulevitch, anteriormente, Poltorak y col., Science, 282:2085 [1998]; Chow y col., anteriormente;
Takeuchi y col., Immunity, 4:443 [1999]). Por tanto, es posible que la expresién de Nod1 confiera capacidad de
respuesta a LPS a través de TLR4. Para comprobar esta posibilidad, las células HEK293T se co-transfectaron con
un plasmido de expresion de TLR4 y la actividad de NF-kB se midié en presencia y ausencia de LPS. La expresién
de TLR4 solo no indujo activacion de NF-kB en presencia de LPS, lo que es consistente con recientes informes de
que moléculas de superficie celular adicionales, tales como MD2 y CD14, se requieren para las respuestas de LPS
mediadas por TLR4 (Chow y col., anteriormente; Takeuchi y col., anteriormente). De acuerdo con lo ultimo, la co-
transfeccion de los plasmidos de expresion TLR4, CD14 y MD2 indujo una activacion multiplicada por 8 de NF-kB
(véase la leyenda de la figura de Fig. 8C). Para verificar adicionalmente que Nod1 confiere capacidad de respuesta a
LPS con independencia de TLR, un mutante negativo dominante de MyD88, una molécula de sefalizacién frecuente
de IL-1 y receptores relacionados con Toll incluido el TLR4, se co-expresion con Nod1 o TLR4, CD14 y MD2 como
control, y las células transfectadas se estimularon con LPS. La co-expresion del mutante MyD88 suprimié la
activacion de NF-kB inducida por la estimulacion de TLR4 e ILIR, pero no afecté a la activacion de NF-kB mediada
por LPS inducida por Nod1 (Fig. 8C). Adicionalmente, la expresion de un mutante negativo dominante de TRAF®,
una molécula de senalizacion de las vias de senalizacion de TLR no bloqued la activacién de NF-kB inducida por
Nod2 pero inhibi6 la activacion de NF-kB mediada por TLR4 (Inohara y col., [1999], anteriormente). Estos resultados
indican que la activacion de NF-kB en células que expresan Nod1 inducida por LPS no esta mediada por la via de
sefalizacion de TLR4. Consistente con esta idea son las observaciones recientes que muestran que la via de
sefalizacion de Nod1 que conduce a la activacion de NF-kB es distinta a la de los TLR. Nod1 activa NF-kB mediante
su asociacion con RICK, una proteina quinasa que interacciona directamente con IKKyYNEMO, la subunidad
reguladora del complejo IKB quinasa (Inohara y col., [2000], anteriormente).

El LPS de diferentes bacterias gramnegativas tiene diversas estructuras (Rietschel y col., Curr Top. Microbiol.
Immunol., 216:39-81 [1997]). Para determinar si Nod1 confiere capacidad de respuesta a LPS de varias fuentes
bacterianas. Las células que expresan Nod1 se estimularon con LPS de seis bacterias patogénicas o TNFa como
control positivo. Todas las preparaciones de LPS indujeron activacion de NF-kB en células que expresan Nod1, por
diferentes fuentes de LPS diferian en su capacidad para potenciar la activacion de NF-kB mediada por Nod1 (Fig. 9).
Como se ha encontrado con el LPS de Escherichia coli 055:B5 (Fig. 8B), ninguna de las preparaciones de LPS
indujo una activacion significativa de NF-kB en células que expresan un mutante de Nod1 que carece de las LRR
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(Fig. 9).

Las plantas tiene numerosos genes de resistencia R a enfermedad y las células de mamifero, ademas de las de
insectos, tienen multiples miembros de la familia de TLR que responden a diferentes patégenos (Dixon y col.,
[2000], anteriormente). Notablemente, Nod2, otra proteina de tipo Nod1, que es homéloga a Nod1 (identidad de
aminoacidos del 34 5) esta compuesta por CARD, NBD y LRR terminales. La presencia de multiples familias de Nod
sugiere que Nod1 y Nod2 pueden tener diferentes especificidades por componentes patégenos. Para comprobar
esto, las células HEK293T se co-transfectaron con plasmidos que expresan Nod2 silvestre o0 mutante que carece de
las LRR. Como se observd con Nod1, todas las preparaciones de LPS, incluidas las de bacterias invasivas tales
como Salmonella'y Shigella, estimularon la activacién de NF-kB en células que expresan Nod2 silvestre pero no
Nod2 mutante (Fig. 9). Notablemente, el LPS de Sarratia macreseens y Salmonella typhimurium fue mas eficaz en
la induccion de la activacién de NF-kB en células que expresan Nod2 que Nod1 (Fig. 9). Ademas, la preparacién de
PGN de Staphylococcus aureus estimuld la activacion de NF-kB en células que expresan Nod2 pero no en Nod1
(Fig. 9). La base molecular de la respuesta diferencial de Nod1 y Nod2 al LPS y al PGN no esta clara. Otros andlisis
bioquimicos y determinacion de la estructura del resto LPS reconocido por Nod1 y Nod2 se requieren para entender
la respuesta diferencial de las proteinas Nod1 a componentes bacterianos.

Apaf-1, una molécula de tipo Nod1 que desempeiia un papel crucial en la apoptosis, media en la capacidad de
respuesta al citocromo c de la mitocondria (Dixon y col., anteriormente; Li 'y col., Cell, 91:479-489 [1997]). Apaf-l se
une directamente al citocromo c (Li y col., anteriormente). Para determinar si Nod1 se une al LPS, se prepararon
lisados de células S100 de células HEK293T que expresan Nod1 y la capacidad de Nod1 para unirse al LPS
radiomarcado se analizé mediante un ensayo de inmunoprecipitacion modificado. El LPS se co-inmunoprecipité con
Nod1 marcado con Flag, pero no con otras proteinas control marcadas con Flag (Fig. 10A). Por tanto, Nod1 se
asocia con una actividad de unién a LPS presente en la fraccién citosolica de las células HEK293T. No obstante, es
posible que Nod1 no se una directamente al LPS y que la asociacion requiera otros factores citosélicos. Por ejemplo,
se requieren dATP o ATP para la respuesta de Apaf- | al citocromo ¢ (Li y col., anteriormente). Para comenzar a
analizar esto, primero se inmunoprecipité Nod1 o IKKB, como proteina control, con un anticuerpo anti-Flag y se
analizé la capacidad de las proteinas inmunoprecipitadas para unirse a LPS en tampdn sin nucleétidos. La Nod1
inmunopurificada exhibié actividad de unioén a LPS, pero IKKB control no (Fig. 10). Estos resultados sugieren que
Nod1 se une directamente al LPS. No obstante, no se puede excluir la posibilidad de que Nod1 interaccione con LPS
a través de uno o mas factores citosolicos intrinsecos que esta estrechamente unidos a Nod1 y co-inmunoprecipita
con Nod1 en ausencia de LPS. En plantas, el producto génico de RPS2 de resistencia a la enfermedad por
Arabidopsis thaliana que esté estructuralmente relacionado con Nod1 y Nod2 puede formar un complejo proteico in
vivo con el producto del gen avrRpt2 de la bacteria fitopatégena Pseudomonas syringae, pero el complejo proteico
también contenia al menos una proteina vegetal adicional de aproximadamente 75 kDa (Leister y Katagiri, Plant J.,
22:345-354 [2000]).
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Glu Ala Gln Ala Asp Ser Gln Ser Pro Lys Leu His Gly Cys Trp
8s 90 95

Pro His Ser lLeu His Pro Ala Arg Asp Leu Gln Ser His Arg Pro
100 105 110

Ile Val Arg Arg Leu Hig Ser His Val Glu Asn Met Leu Asp Leu
115 120 125
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Ala

Leu

145

Ala

Gln

Lys

Phe

Glu

Trp

Ser

308

Leu

Phe

Gly

Ser

Trp

130

Pro

Thr

Gl

Lys

Leu

210

Pro

Pro

Ala

Ala
290

Cye

Leu

Gln

Phe

Pro

Glu

Ile

val

Leu

195

Ser

Glu

Gln

Gly

Gly

275

Ala

Phe

Leu

Asp
3s5

Arg

Phe

Lys

Pro

180

Mat

Asn

Lys

His

260

Ser

Gly

Gln

Glu

Leu

340

Glu

Asp

Gly

Thr

Ala

1e5

Val

Ala

val

Ser

245

Leu

Gly

Gln

Leu

His

325

Leu

Phe

Pro
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Phe

Pro

150

Asn

Pro

Lys

Asp

Leu

230

Pro

Aen

Lys

Asp

Gln
10

Cys

Asp

Lys

val

135

Ser

Gly

Leu

Leu

Gly

215

Glu

Asp

Serxr

Phe
29S

His

Phe

Ser

Ser

Gln

Leu

Ala

Arg

209

Ala

val

Asp

280

Gln

Met

Pro

58

Gln

Leu
185

Glu

Trp

Leu

Ala

265

Glu

Ala

Pro

Asp

345

Phe

Gln

Tyxr

Ala

Ala

170

Pro

Ala

Gy

250

Asp

Leu

Phe

Lys

Asp

330

Axrg

Thr

Glu

155

Phe

Leu

val

Asp
235

Leu

Gln

Leu

Pro

315

val

val

Leu

Cys

140

Leu

Glu

Ser

Cys

220

Val

Glu

val

Arg

Phe

300

Leu

Gly

Leu

Leu

Asp

Leu

Ala

Ala

205

Leu

Gly

Glu

Leu

Leu

285

Val

Ser

Gln

Leu

Glu

365

Phe

Glu

Leu

Gln

Ala

190

Gln

Glu

Met

Leu

val

270

His

Phe

vVal

Glu

Thr

350

Asn

Ile
Asp
His
175
Thr
Ser
Asp
Ala
Fhe
255
Val

Leu

Pro

Asp
335
Phe

His

Leu

Arg
Leu

160

vVal

Cys

Arg

Ile

Gly

240

Ser

Gly

Leu

Phe

Thr

320

Ile

hsp

Cys

Leu
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370 37s 380

Gln Gly Agn Leu Leu Lys Asn Ala Arg Lys Val Val Thr Ser Arg Pro
385 390 ags 400

Ala Ala Val Ser Ala Phe Leu Arg Lys Tyr Ile Arg Thr Glu Phe Asn
405 410 415

Leu Lys Gly Phe Ser Glu Gln Gly Ile Glu Leu Tyr Leu Aré Lys Arg
420 425 430

His His Glu Pro Gly Val Ala Asp Arg Leu Ile Arg Leu Leu Gln Glu
435 440 445

Thr Ser Ala Leu His Gly Leu Cys His Leu Pro Val Phe Ser Trp Met
450 455 460

Val Ser Lys Cys His Gln Glu Leu Leu Leu Gln Glu Gly Gly Ser Pro
465 470 ) 47% 480

Lys Thr Thxy Thr Asp Met Tyr Leu Leu Ile Leu Gln His Phe Leu Leu
485 490 48%

His Ala Thr Pro Pro Asp Ser Ala Ser Gln Gly Leu Gly Pro Ser Leu
500 S0S 510

Leu Arg Gly Arg Leu Pro Thr Leu Leu His Leu Gly Arg Leu Ala Leu
518 520 825

Trp Gly Leu Gly Met Cys Cys Tyr Val Phe Ser Ala Gln Gln Leu Gln
530 535 540

Ala Ala Gln Val Ser Pro Asp Asp Ile Ser Leu Gly Phe Leu Val Arg
545 S50 555 560

Ala Lys Gly Vval val Pro Gly Ser Thr Ala Pro Leu Glu Phe Leu His
S65 570 575

Ile Thr Phe Gln Cys Phe Phe Ala Ala Phe Tyr Leu Ala Leu Ser Ala
580 585 550

Asp Val Pro Pro Ala Leu Leu Arg His Leu Phe Asn Cys Gly Arg Pro
595 600 605

Gly Asn Ser Pro Met Ala Arg Leu Leu Pro Thr Met Cys Ile Gln Ala
elo 615 620
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Ser Glu Gly Lys Asp Ser Ser Val Ala Ala Leu Leu Gln Lys Ala Glu
625 ‘ 630 635 640

Pro His Asn Leu Gln Ile Thr Ala Ala Phe Leu Ala Gly Leu Leu Ser
645 650 855

Arg Glu His Trp Gly Leu Leu Ala Glu Cys Gln Thr Ser Glu Lys Ala
660 665 670

Lew Leu Arg Axrg Gln Ala Cys Ala Arg Trp Cys Leu Ala Arg Ser Leu
675 680 685

Arg Lys His Phe His Ser Ile Pro Pro Ala Ala Pro Gly Glu Ala Lys
690 695 700

Ser Val His Ala Met Pro Gly Phe Ile Trp Leu Ile Arg Ser Leu Tyr
708 710 715 720

Glu Met Gln Glu Glu Arg Leu Ala Arg Lys Ala Ala Arg Gly Leu Asn
725 730 735

Val Gly His Lew Lys Leu Thr Phe Cys Ser Val @ly Pro Thr Glu Cys
740 745 750

Ala Ala Leu Ala Phe Val Ley @ln His Leu Arg Arg Pro Val Ala Leu
755 760 765

Gln Leu Asp Tyr Aen Ser Val Gly Asp Ile Gly Val Glu Gln Leu Leu
770 775 780

Pro Cys Leu Gly Val Cys Lys Ala Leu Tyr Leu Arg Asp Asn Asn Ile
785 790 795 800

Ser Asp Arg Gly Ile Cys Lys Leu Ile Glu Cys Ala Leu His Cys Glu
805 8lo B15

Gln Leu Glon Lys Leu Ala Leu Phe Asn Asn Lys Leu Thx Asp Gly Cys
B20 825 830

Ala His Ser Met Ala Lys Leu Leu Ala Cys Arg Gln Asn Phe Leu Ala
835 840 845

Leu Arg Leu Gly Asn Asn Tyr Ile Thr Ala Ala gég Ala Gln Val Leu

[41]
u
Q
o
;]
wn

Ala Glu Gly Leu Arg Gly Asn Thr Ser Leu Gln Phe Leu Gly Phe Trp
865 870 875 880
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Gly Asn Arg Val Gly Asp Glu Gly Ala Gln Ala Leu Ala Glu Ala Leu
88s 13 4] 895

Gly Asp His Gln Ser Leu Arg Trp Leu Ser Leu Val Gly Asn Asn Ile
500 905 910

Gly Ser Val Gly Ala Gln Ala Leu Ala Leu Met Leu Ala Lys Asn Val
915 520 925

Met Leu Glu Glu Leu Cys Leu Glu Glu Asn His Leu Gin Asp Glu Gly
930 935 940

Val Cys Ser Leu Ala Glu Gly Leu Lys Lys Asn Ser Ser Leu Lys Ile
945 950 955 960

Leu Lys Leu Ser Asn Agn Cys Ile Thr Tyr Leu Gly Ala Glu Ala Leu
965 270 975

Leu Gln Ala Leu Glu Arg Asn Asp Thr Ile Leu Glu Val Trp Leu Arg
. 280 28s 990 :

Gly Asn Thr Phe Ser Leu Glu Glu Val Asp Lye Leu Gly Cys Axg Asp
985 . 10600 1005

Thr Arg Leu Leu Leu
1010

<210> 4

<211> 1040

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 4

Met Gly Glu Glu Gly Gly Ser Ala Ser His Asp Glu Glu Glu Arg Ala
1 5 - 10 15

Ser Val Leu Leu Gly His Ser Pro Gly Cys Glu Met Cys Ser Gln Glu
20 25 30

Ala Phe Gln Ala Gln Arg Ser Gln Leu Val Glu Leu Leu Val Ser Gly
35 40 45

Ser Leu Glu Gly Phe Giu Ser Val Leu Asp Trp Leu Leu Ser Trp Glu
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val
&5

Thr

His

Leu

145

Phe

Pro

Asn

Pro

228

Pro

50

Leu

Ser

Ser

Pro

130

His

val

Serxr

Gly

Leu

210

Leu

Gly

Glu

Asp
290

Ser

His

Ala

Gln

118

Ala

Sex

Ser

Gln

Leu

19%5

Ala

Ala

Val

275

Asp

Cys
100

Ser

His

Gln

Arg

180

Ala

Glu

Txp
260

Leu

Ala

Glu

Ala

Gin

Pro

Asp

val

165

Ala

Ala

Pro

Thr
245
Ala

Gly

Asp
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Asp

70

Lys

Lys

Leu

Glu

150

Glu

Phe

Leu

vVal

230

Leu

hAsp

85

Leu

Leu

Gln

135

Asn

Cys

Leu

Gla

215

Ser

Cys

val

Glu

Val
295

Glu

Leu

Ile

His

120

Ser

Met

Asp

Leu

200

Ala

Ala

Leu

Gly

Glu
280

62

Gly Phe

Leu Asp

Ala Ala
105

Gly Cys

His Arg

Leu Asp

Glu Ile

170

Leu Asp
185

Gln Hia

Ala Thr

His
75

Ala

Pro

Leu
155

val

Gln Ser Arg

Glu Asp
250

Met Ala
265

L.eu Phe

val val

Ile

Gly

Ser

Gly

60

Leu

val

Gln

Ala
140

Ala

Ala

Gln

Lys
220

Phe

Pro

Glu
300

Leu

Trp

d3lu

Pro

125

Ile

Trp

Pro

Glu
205

Lys

Leu

Pro

285

Ala

Gly

Ala

110

His

Val

Glu

Ile

val
150

Ser

Glu

Gln

270

Gly

Gln

Lys

95

Gln

Ser

Arg

Arg

Phe

175

Lye

Pro

Met

Asn
285

Lys

His

Gly Ser

Pro

Gly

Ala

Leu

Arg

Gly

160

Ala

Val

Ala

val

Ser

Leu

Gly
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Lys Ser Thr Leu Leu Gln Arg Leu His Leu Leu Trp Ala Ala Gly Gln

305 310 318 320 -

Asp Phe Gln Glu Phe Leu Phe Val Phe Pro Phe Ser Cys Arg Gln Leu
328 330 33s

Gln Cys Met Ala Lys Pro Leu Ser Val Arg Thr Leu Leu Phe Glu His
340 345 350

Cys Cys Trp Pro Asp Val Gly Gln Glu Asp Xle Phe Gln Leu Leu Leu
358 360 365

Asp His Pro Asp Arg Val Leu Leu Thr Phe Asp Gly Phe Asp Glu Phe
370 37%8 380

Lys Phe Arg Phe Thr Asp Arg Glu Arg His Cys Ser Pro Thr Asp Pro
385 390 385 400

Thr Ser Val Gln Thr Leu Leu Phe Asn Leu Leu Gln Gly Asn Leu Leu
405 410 415

Lye Asn Ala Arg Lys Val Val Thr Ser Arg Pro Ala Ala Val Ser Ala
420 425 430

Phe Leu Lys Tyr Ile Arg Thr Glu Phe Asn Leu Lys Gly Phe Ser

440 445

a8
i
wn

Glu Gln Gly Tle Glu Leu Tyr Leu Axrg Lys Arg His His Glu Pro Gly
450 455 460

Val Ala Asp Arg Leu Ile Arg Leu Leu Gln Glu Thr Ser Ala Leu His
465 470 475 480

Gly Leu Cys His Leu Pro Val Phe Ser Trp Met Val Ser Lys Cys His
485 490 495

Gln Glu Leu Leu Leu Gln Glu Gly Gly Ser Pro Lys Thr Thr Thr Asp
500 505 510

Met Tyr Leu Leu Ile Leu Gln His Phe Leu Leu His Ala Thr Pro Pro
51% 520 5§25

Asp Ser Ala Ser Glmn Gly Leu Gly Pro Ser Leu Leu Arg Gly Arg Leu
530 535 540

Pro Thr Leu Leu His Leu Gly Arg Leu Ala Leu Trp Gly Leu Gly Met
545 ) 550 555 560
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Cys Cys Tyr Val Phe Ser Ala Gln Gln Leu Gln Ala Ala Gln Val Ser
565 570 575

Pro Asp Asp Ile Ser Leu Gly Phe Leu Val Arg Ala Lys Gly Val Val
580 585 590

Pro Gly Ser Thr Ala Pro Leu Glu Phe Leu His Ile Thr Phe Gln Cys
59§ 500 605

Phe Phe Ala Ala Phe Tyr Leu Ala Leu Ser Ala Asp Val Pro Pro Ala
610 615 620

Leu Leu Arg His Leu Phe Asn Cys Gly Arg Pro Gly Asn Ser Pro Met
625 €30 635 640

Ala Arg Leu Leu Pro Thr Met Cys Ile Gln Ala Ser Glu Gly Lys Asp
645 650 655

Ser Ser Val Ala Ala Leu Leu Gln Lys Ala Glu Pro His Asn Leu Gln
660 665 670

Ile Thr Ala Ala Phe Leu Ala Gly Leu Leu Ser Arg Glu His Trp Gly
675 €80 685

Leu Leu Ala Glu Cys Gln Thr Ser Glu Lys Ala Leu Leu Arg His Gln
650 695 700

Ala Cys Ala Arg Trp Cys Leu Ala Arg Ser Lew Arg Lys His Phe Hig
705 710 718 720

Ser Ile Pro Pro Ala Ala Pro Gly Glu Ala Lys Ser Val His Ala Met
725 730 735

Pro Gly Phe Ile Trp Leu Jle Arg Ser Leu Tyr Glu Met Gln Glu Glu
740 745 75¢

Arg Leu Ala Arg Lys Ala Ala Arg Gly Leu Asn Val Gly His Leu Lys
755 760 765

Leu Thr Phe Cys Ser Val Gly Pro Thr Glu Cys Ala Ala Leu Ala Phe
770 75 780

val Leu Gln His Leu Arg Arg Pro Val Ala Leu Gln Leu ARsp Tyr Asn
785 790 795 800

Ser Val Gly Asp Ile Gly Val Glu Gln Leu Leu Pro Cys Leu Gly Val
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805 810 815

Cys Lys Ala Leu Tyr Leu Arg Asp Asn Asn Ile Ser Asp Arg Gly Ile
: 820 B82S 830

Cys Lys Leu Ile Glu Cys Ala Leu His Cys Glu Gln Leu Gln Lys Leu
83s B840 845

Ala Leu Phe Asn Asn Lys Leu Thr "Asp Gly Cys Ala His Ser Met Ala
850 855 260

Lys Leu Leu Ala Cys Arg Gln Asn Phe Leu Ala Leu Arg Leu Gly Asn
865 870 875 880

Asn Tyr Ile Thr Ala Ala Gly Ala Gln Val Leu Ala Glu Gly Leu Arg
885 890 895

Gly Asn Thr Ser Leu Gln Phe Leu Gly Phe Trp Gly Asn Arg Val Gly
900 905 910

Asp Glu Gly Ala Gln Ala Leu Ala Glu Ala Leu Gly Asp His Gln Ser
918 920 29258

Leu hrg Trp Leu Ser Leu Val Gly Asn Asn Ile @ly Ser Val Gly Ala
930 @35 S40

Gln Ala Leun Ala Leu Met Leu jla Lys Asn Val Met Leu Glu Glu Leu’
945 950 955 960

Cys Leu Glu Glu Asn His Leu @ln Asp Glu Gly Val Cys Ser Leu Ala
965 270 975

Glu Gly Leu Lys Lys Asn Ser Ser Leu Lys Ile Leu Lys Leu Ser Asn
98¢0 285 9980

Asn Cys Ile Thr Tyr Leu Gly Ala Glu Ala Leuw Leu Gln Ala Leu Glu
995 1000 1005

Arg Asn Asp Thr Ile Leu Glu Val Trp Leu Arg Gly Asn Thr Phe
1010 1018 1020

Ser Leu @Glu Glu Val Asp Lys Leu Gly Cys Arg Asp Thr Arg Leu
1025 1030 1035

Leu Leu
1040
<210>5
<211>97
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 5

65



10

15

Met Ser

Cys

Leu Leu Val

Leu Ser

as

Leu

Leu
50

Gly

val
&5

Trp Asn

Gln Glu Ala

Asp

<210>6

<211> 94

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 6

Ser Leu His
1

Arg Arg Leu

Arg Gly Phe
35

Phe Thr Pro
50

Lys Ala Asn
65

Pro Val Pro

<210>7

<211> 305

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 7
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Gln Glu Ala
5

Ser Gly Ser
20

Trp Glu Val
Gln Pro Leu

Lys Gly Thr
70

Gln Ala Asp
85

Pro Ala Ary
S

His Ser His

20

Val Ser Gln

Ser Gln Arg

Gly Leu Ala
70

Leu Ala Leu
a5

Phe

Leu

Leu

Ser
55

Trp

Ser

Asp

val

Ala
58

Ala

Pro

Gln

Glu

Ser

40

His

Ala

Gln

Leu

Glu

Glu

Phe

Leu

66

Ala
Gly

25

Trp

Cys

Ser

Gln

Asn
25

cye

Arg

Leu

Glu

Gln

10

Phe

Glu

Ala

Gln

Pro
90

Ser

10

Met

Asp

Leu

Leu

Ala
90

Arg

Glu

Asp

Arg

Lys

75

Lys

His

Leu

Glu

Leu

Gln

75

Ala

Ser Gln

Ser Vval

Glu

45

Leu Ile

Leu His

Pro

Asp Leu

Ile Axg

45
Asp
His

val

Thr Cys

Leu
Leu
30

Gly
Leu

Ala

Gly

Ala
Ala
30

Leu
Ala

Gln

Lys

val Glu
15

Asp Trp
Phe His
Asp Thr

Ala Ala
a0

Cys Trp
85

Tle val
15

Trp Glu
Pro Ile
Thr Val

Glu Leu
:]4]



Pro

Asn

Lys

Lys

Lys

Ala

Asp

Ser

Phe

50

Cys

Cys

His

Phe

Ser

130

Asan

Gln

Met

Pro

Ala

Leu

Glu

Ala

Pro

Asp

100

Phe

Gln

Arg

Gly

Asp

Leu

Phe

Lys

Asp

85

Thx

Lys

ES 2400552 T3

Leu Glu

Thr Val

@in arg

Glu

Leu

Leu

. 40

Leu Phe
55

Pro Leu

Val Gly

Val Leu

Asp Arg

Leu Leu

135

Val Vval

val

Ser

Gln

Leu

Glu

120

Phe

Thr

67

Leu

Val

His

Phe

val

Glu

105

Arg

Asn

Ser

Phe
10

val

Pro

Phe

His

Leu

hArg

Ser

Gly

Leu

Phe

Cys

Leu

Pro

Thr

Glu

Ser

60 .

Leu
Phe
aly
Ser
Gln

140

Ala

Pre Gly
Ala Gly
30

Ala Ala
45

Cys Arg
Leu Phe

Gln Leu

Phe Asp
110

Pro Thr
1258

Gly Asn

Ala Val

His

i5

Ser

Gly

Gln

Glu

Leu

85

Glu

Asp

Leu

Sexr

Leu

Gly

Gln

Leu

His

Leu

Phe

Pro

Leu
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15
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14S 150 1S5S

Phe Leu Arg Lys Tyr Ile Arg Thr Glu Phe Asn Leu Lys Gly Phe
165 170 178

Glu Gln Gly Ile Glu Leu Tyr Leu Arg Lys Arg His His Glu Pro
180 185 190

Val Ala Asp Arg Leu Ile Arg Leu Leu Gln Glu Thxr Ser Ala Leu
195 200 205

Gly Leu Cys His Leu Pro Val Phe Ser Trp Met Val Ser Lys Cys
210 215 220

Gln Glu Leu Leu Leu Gln Glu Gly Gly Ser Pre¢ Lys Thr Thr Thr
225 230 235

Met Tyr Leu Leu Ile Leu Gln His Phe Leu Leu His Ala Thr Pro
245 250 255

Asp Ser Ala Ser @ln Gly Leu Gly Pro Ser Leu Leu Arg Gly Arg
260 265 270

Pro Thr Leu Leu His Leu Gly Arg Leu Ala Leu Trp Gly Leu Gly
275 280 285

Cys Cys Tyr Val Phe Ser Ala Gln Gln Leu Gln Ala Ala Gln Val
250 295 300

Pro
305

<210> 8

<211> 28

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 8

150

Ser

Cly

His

His

Asp

2490

Pro

Leu

Met

Ser

Arg Ser Leu Tyr Glu Met Gln Glu Glu Arg Leu Ala Arg Lys Ala Ala

1 5 10 1is

Arg Gly Leu Asn Val Gly His Leu Lys Leu Thr Phe
20 25

<210>9

<211> 28

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 9
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Cys Ser Val Gly Pro Thr Glu Cys Ala Ala Leu Ala Phe Val Leu Gln
1 s 10 15

His Leu Arg Arg Pro Val Ala Leu Gln Leu Asp Tyr
20 25

<210> 10

<211> 25

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 10

Asn Ser Val Gly Asp Ile Gly Val Glu Gln Leu Leu Pro Cys Leu Gly
1 5 10 15

Val Cys Lys Ala Leu Tyr Leu Axrg AsSp
20 25

<210> 11

<211> 28

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 11

Asn Asn Ile Ser Asp Arg Gly Ile Cys Lys Leu Ile Glu Cys Ala Leu
1 -4 10 . 15

His Cys Glu Gln Leu Gln Lys Leu Ala Leu Phe Asn
20 25

<210> 12

<211> 28

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 12

hsn Lys Leu Thr Asp Gly Cys Ala His Ser Met Ala Lys Leu Leu Ala
1 5 10 1S

Cys Arg Gln Asn Phe Leu Ala Leu Arg Leu Gly Asn
20 25

<210> 13

<211> 28

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 13

Asn Tyr Ile Thr Ala Ala Gly Ala Gln Val Leu Ala Glu Gly Leu Arg
1 5 10 15

Gly Asn Thr Ser Leu Gln Phe Leu Gly Phe Trp Gly
20 ) 25
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<210> 14

<211> 28

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 14

Asn Arg Val Gly Asp Glu Gly Ala Gin Ala Leu Ala Glu Ala Leu Gly
1 5 10 15

Asp His Gln Ser Leu Arg Trp Leu Ser Leu Val Gly
20 25

<210> 15

<211> 28

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 15

Asn Asn Ile Gly Ser Val Gly Ala Gln Ala Leu Ala Leu Met Leu Ala
1 5 10 15

Lys Asn Val Met Leu Glu Glu Leu Cys Leu Glu Glu
20 25

<210> 16

<211> 28

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 16

Asn His Leu Gln Asp Glu Gly Val Cys Ser Leu Ala Glu Gly Leu Lys
1 S 10 15

Lys Asn Ser Ser Leu Lys Ile Leu Lys Leu Sex Asn
20 25

<210> 17

<211> 28

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 17

Asn Cys Ile Thr Tyr Leu Gly Ala @¢lu Ala Leu Leu Gln Ala Leu Glu
1 5 10 15

Arg Asn Asp Thr Ile Leu Glu Val Trp Leu Arg Gly
20 25

<210> 18

<211>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 18
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15

20

25

<210> 19
<211>5
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 19

<210> 20
<211>92
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 20

Glu Ser
1

val Thr

Thr Gln
50

Gly Glu
65

Asp Ala

<210> 21
<211>92
<212> PRT

His Pro

Hig Ile
20

Tyr Phe
35

Pro Asp

Glu val

Tyr Val

<213> Homo sapiens

<400> 21

ES 2400552 T3

Glu Ala Gly Ser Gly Lys Ser

kN

5

Leu Leu Thr Phe Asp

1

His Ile Gln Leu
5

Arg Asn Thr Gln

Ser Ala Glu Asp

Lys Val Arg Lys
55

Ser Glu Phe Phe

70

Asp Leu Arg Pro
85

71

Leu
Cys
25

Ala

Ile

Trp

5

Lys Ser

10

Leu Val

Glu Ile

Leu Asp

Tyr Leu
75

Leu Leu

Asn Arg Glu

Asp Asn Leu
30

Val Cys Ala
45

Leu Val Gln
60

Leu Gln Gln

Glu

Leu

Leu

Cys

Ser

Leu

Leu

Lys

Pro

Lys

Ala
80
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15

ES 2400552 T3

Gly Ile Ala Gln Gln Trp Ile Gln Ser Lys Aryg Glu Asp Ile Val Asn
1 5 10 1s

Gln Met Thr Glu Ala Cys Leu Asn Gln Ser Leu Asp Ala Leu Leu Ser
20 25 30

Arg Asp Leu Ile Met Lys Glu Asp Tyr Glu Leu Val Ser Thr Lys Pro
35 40 4S

Thr Arg Thr Ser Lys Val Arg Gln Leu Lieu Asp Thr Thr Asp Ile Gln
50 85 60

Gly Glu Glu Phe Ala Lys Val Ile Val Gln Lys Leu Lys Asp Asn Lys
65 70 75 8o

Gln Met Gly Leu Gln Pro Tyr Pro Glu Ile Leu Val
85 80

<210> 22

<211> 93

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 22

Glu Arg Pro Ser Glu Thr Ile Asp Arg Glu Arg Lys Arg Leu Val Glu
1 S 19 1s

Thr Leu Gln Ala Asp Ser Gly Leu Leu Leu Asp Ala Leu Val Ala Arg
20 25 30

Gly Val Leu Thr Gly Preo Glu Tyr Glu Ala Leu Asp ﬁa Leu Pro Asp
35 40

Ala Glu Arg Arg Val Arg Arg Leu Leu Leu Leu Val Gln Ser Lys Gly
50 S5 60

Glu Ala Ala Cys Gln Glu Leu Leu Arg Cys Ala Gln Gln Thr Val Ser
65 70 75 80

Met Pro Asp Pro Ala Trp Asp Trxrp Gln His Val Gly Pro
85 90

<210> 23

<211> 94

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 23

72
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15

Met Glu
Gly Ala
Glu Gly

Thr Gly
50

Gly Pro
65

Trp Val

<210> 24
<211> 91
<212> PRT

Ala

Glu

Ile

Leu

Lys

<213> Homo sapiens

<400> 24

Met His
1

Ala Lys

Asp Ile

Ser Phe
50

Pro Gln
&85

Gly His

<210> 25
<211> 91
<212> PRT

Pro

&Gln

Ile
35

Ser

Ala

<213> Homo sapiens

<400> 25

Arg

val

20

Leu

Arg

Ala

Glu

His

Leu

20

Thr

Gln

Phe

Glu

ES 2400552 T3

Asp Lys
Leu Val
Thr Glu
Lys Thr
Phe Asg

Lys Leu
85

His Gln
5

Leu Leu

Leu Glu

aAsn Val

Asp Ala
70

Asp Met
85

Gln val

Glu Gly

Asn His

Met Leu

5S

Thx Phe

Lys Lys

Glu Thr

Ser Glu

Met Arg
Glu Leu
55

Phe Cys

Leu Leu

73

Leu

Leu

25

Ile

Leu

Leu

Ala

Leu

Leu

25

Glu

Leu

Glu

Arg
10

Val
Sln
Leu
Asp

Arg
90

10

Leu

Leu

Asn

Thr
90

Ser

Leu

Glu

Asp

Ser

75

Glu

Lys

Glu

Ile

Leu

Leu

Leu

Leu

Gln

Ile

Ile

Leu

Glu

Asn

His

Gln

Leu
60

Arg

Asn

45

Leu

Gln

Ala

Ala
45

Pro

Glu

Leu

30

Ala

Pro

Glu

Met

val

Leau

30

Lys

Lys

Glu Leu
1s

Tyr Gln

Gln Thr

‘Ser Arg

Fhe Pro
80

Val Leu
15

Glu Lys

val Gly

Arg Gly

Lys Gln
80O



10

15

Met Arg
1

Ser Ser
@ln val
Val Arg

Asp Val

65

Glu Gly

<210> 26
<211>90
<212> PRT

50

Gln

His

Leu

35

Glu

Ala

Leu

<213> Homo sapiens

<400> 26

Leu
1

Ile

AsSn

Ser
65

His

<210> 27
<211> 93
<212> PRT

Hise

Ile

Leu

50

Glu

Leu

Glu

Asp

Phe

as

Glu

Leu

Ala

<213> Homo sapiens

<400> 27

As=p

Leu

Asn

Lys

Phe

Ala

Ile

Phe

Thr

Arg

Gly

Asp

ES 2400552 T3

Arg Arg Ser Leu Leu
5

Lys Val Asp Glu Ile

25

Ser Asp Asn Gly Asp
40

Arg Arg Glu Ile Val
55 '

Asp Ala Phe Tyr Asp
70

Glu Val Leu Glu Pro

a8s

Glu

Glu

Glu

Ile

Pro

Phe
8S

Cys Arg Ala Leu
Pro Arg Asp Ala
25

Asp His Ser Glu
40

Ala Asn Phe Leu
S5

Leu Ile Asp Phe
70

Leu Glu Asp Tyr

74

Glu Arg Asn

Leu

Met

Lys

Ala

Leu
20

Ser

10

Leu

Leu

Arg

Phe

Ile
90

Glu

Ile

Len
75

Ala

Thx

Thr

Ile

Ile

Asn

Val

Asn

Val

60

Arg

Ala

Ser

Ile

Ser
45
Gln

Ser

His
Leu
Lys
45

Arg

Met Met Phe
1S

Ile Ala Lys
30

Cys Gly Thr
Arg Arg Gly

Thr Gly His
80

Thr Arg Leu
15

Glu Gly Lys
30

Met Ser Thr

Arg Gln Ala

Azn Gln Ser
80



10

15

Met Asp
1l

val Glu

Glu Leu

Gly Ser
50

Arg Gly
65

Gly Gln

<210> 28
<211> 93
<212> PRT

Glu Ala Asp
S

Glu Leu Gln
20

Phe Arg Pro
35

Arg Arg Asp

Ser @Gln Ala

ES 2400552 T3

Axrg Arg

Val Asp

His Met

Gln Ala
SS

Leu Pro
70

ABp Met Leu Ala Ser

85

<213> Homo sapiens

<400> 28

Met Asp
1

Glu Lys

Gly Phe

Gln Gln
S0

Asn Asp
65

Lys Asp

<210> 29
<211>92
<212> PRT

Ala Lys Ala
5
Asp Ile Lys
20
Lieu Thr Ile
35 .
Gln Arg Ala

Ser Tyr Val

Leu Ala Ala

<213> Homo sapiens

<400> 29

Arg Asn

Thr Ser

Ser Glu

Ala Met
S5

Ser Phe
70

Leu Leu

Leu Leu

Gln Leu
25

Ile Glu
10

Arg Gln

Leu Phe
75

Fhe Leu

Cys Leu Leu Gln
10

Tyr Ile Met Asp
25

Glu Glu Lys Val
40

I.eu Ile Lys Met
Tyr Asn Ala Leu

75

His Asp Gly Ile
80

75

45

60

Arg Thr Asn Arg
0

His Arg

His Met

Arg Asn
45

Ile Leu
60

Lew His

Pro Val

Arg Arg Cys Arg Leu Arg Leu
10 15

Trp Asp Val Leu Leu Ser Arg

30

Asp Ile Gln Arg Ala Gly Ser

Leu Ile Ile Asp Leu Glu Thr

Ile Ser Cys Leu Glu Asp Thr

80

Glu Ala Leu
15

Ile Ser Asp
30
Glu Pro Thr

Lys Lys Asp

Glu Gly Tyr
80
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Met Ala Ser Asp Asp Leu Ser Leu Ile Arg Lys Asn Arg Met Ala Leu
1 5 10 i5

Fhe Gln Gln Leu Thr Cys Val Leu Pro Ile Leu Asp Asn Leu Leu Lys
20 25 30

Ala Asn Val Ile Asn Lys Gln Glu His Asp Ile Ile Lys Gln Lys Thr
35 40 45

Gln Ile Pro Leu Gin Ala Arg Glu Leu Ile Asp Thr Ile Trp Val Lys
50 55 60

Gly Asn Ala Ala Ala Asn Ile Phe Lys Asn Cys Leu Lys Glu Ile Asp
€5 70 75 a0

Ser Thr Leu Tyr Lys Asn Leu Phe Val Asp Lys Asn
85 90

<210> 30

<211> 320

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 30

76



Thr

Asp

Trp

Axg

65

Gin

Glu

Phe

Pro

Ala
145

Glu

Ala

Ala
50

Cys

Asp

Val

Asp

Asp

130

Asn

Ser

aly

dly
35

Leu

Phe

dly

115

Ser

Leu

Len

Ile

Val

Gly

Met

Leuw

Ala

100

Leu

Ser

Leu

Gly

Leu

Gly

Phe
FPhe
85

Phe

Asp

Ser

ES 2400552 T3

Ser

asn

Lys

Leu

Ser

Lys

Leu

Glu

Pro

Gly
150

Glu

Ser

Asp

55

His

Leu

Leu

Asn

Gln

Met

40

Ala

Phe

His
120

Trp Glu

Lys

Leu

77

Ser Leu
10

Gly Glu

Leu Leu

Gly Val

Lys Glu

Phe Pro
105

Ser Asp

Pro Ala

Leu Lys

Ala

Gln

Lys

Ser

75

Pro

His

His

Ile

Phe

60

Asp

Glu

val

Asp

Pro
140

Gly Ala

155

Leu

Phe

Lieu

Phe

Arg

Leu
125

Leu

Ser

Ile

30

Gln

Phe

Leu

Leu

110

Ser

Val

Lys

Asp
15

Len
Ser
His
cys
Pro

95

Phe

His

Gly

Leu

Phe

Leu

Glu

Thr

val

Leu

Leu
160



ES 2400552 T3

Thr Ala Arg Thr Gly Ile Glu Val Pro Arg Gln Phe Leu Arg Lys Lys
165 170 178

Val Leu Leu Arg Gly Phe Ser Pro Ser His Leu Arg Ala Tyr Ala Arg
180 185 150

Arg Met Phe Pro Glu Arg Ala Leu Gln Asp Arg Leu Leu Ser Gln Leu
195 200 205

Glu Ala Asn Pro Asn Leu Cys Ser Leu Cys Ser Val Pre Leu Phe Cys
210 215 220

Trp Ile Ile Phe Arg Cys Phe Gln His Phe Arg Ala Ala Phe Glu Gly
225 230 235 240

Ser Pro Gln Leu Pro Asp Cys Thr Met Thr Leu Thr Asp Val Phe Val
245 250 255

Leu Val Thr Glu Val His Leu Asn Arg Met Gln Pro Ser Ser Leu Val
260 265 270

Gin Arg Asn Thr Arg Ser Pro Val Glu Thr Leu His Ala Gly Arg Asp
275 280 285 .

Thr Leu Cys Ser Leu Gly Gln Val Ala His Arg Gly Met Glu Lys Ser
290 295 300

Leu Phe Val Phe Thr Gln Glu Glu Val Gln Ala Ser Gly Leu Gln Glu
305 310 315 320

<210> 31

<211> 308

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 31

Pro Val Val Phe Val Thr Arg Lys Lys Leu Val Asn Ala Ile Gln Gln
1 . 5 10 15

Lys Leu Ser Lys Leu Lys Gly Glu Pro Gly Trp Val Thr Ile His Gly
20 25 30

Met Ala Gly Cys Gly Lys Ser Val Leu Ala Ala Glu Ala Val.A:g Asp
3s 40 45

78



His

Val

Cys

Asn

His

Lys

145

Glu

vVal

Lys

Leu

Asn

225

Ile

Val

Val

Ser

Gly

Ile

Pro

Lys

130

Ser

Ser

Asn

Glu

210

Lys

Leu

Lys

Pro

Glu

Leu Leu

Lys Gln

Arg Leu

Glu Glu
100

Arg Ser
115

Ala Phe

Val Thr

Ser Leu

Met Lys
180

Cys Lys
1395

Asp Phe

Gln Phe

Asp Glu

Thr Lys
275

Agp Ile

290

Asp Arg
305

Glu

Asp

Asp

Ala

Leu

Rsp

Gly
165
Lys
aly
Pro
Lys

Ala

ES 2400552 T3

Gly

Lys

70

Gln

Lys

Leu

Ser

Ser

150

Lys

Ala

Ser

Asn

Axg

230

Met

245 .

Val

Leu

Asn

Leu

Gln

Gly

Cys

55

Ser

Asp

Asp

Ile

Gin

135

Val

Glu

Asp

Pro

215

Ile

Ser

Asp

Glu

Phe

Gly

Glu

Axg

Lieu
120

Cys

Met

Lys

Leu

Leu
200

Ile

Leu

Ile

280

Phe

79

Pro

Leu

Ser

Leu

108

Asp

Gln

Gly

Gly

Pro

185

val

Glu

Lys

Ser

Ser

265

Leu

val

295

Gly

Leu

Phe

990

Asp

Ile

Pro

Leu

170

Glu

val

Ser
Val

250

Ile

Asn

Gly

Met

75

Ser

Ile

Val

Leu

Lys

155

Glu

Gln

Ser

Ser
235
Glu

Leu

Lys

Gln

Leu

Leu
140

Tyr

Ile

Ala

Leu

Leu

220

Ser

Met

Gln

Met

Ser

His

Leu

Met
Asp
125
Val
Leu
His
Ile

205

Lys

Leu
Lys
Glu
285

Leu

Gln

Leu

Leu

110

Ser

Thr

Val

Ser

Ser

190

Gly

Gln

Asp

Asp
270

Leu

300

val

Asn

Pro
85

Txp

Arg

Pro

Leu

17s

Ile

Ala

Leu

Glu

258

vVal

Glu

Phe

Ser

Leu

Leu

Lys

val

Asp

val

1690

Ile

Leu

Gln

Giu

240

Asp

Lys

Glu



<210> 32
<211> 315
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 32

Met
1

Ser

Asp

65

Glu

Ile

Glu

145

Ile

Asp

Asp

Ser

His

Asp

130

dlu

Cys

Glu

Gly

35

Gln

Gly

Met

Val

115

Ile

val

Met

Ser

Leu

Thr

Leu

100

Pro

Arg

Val

Thr

Ile

Cys

Gly

Ile

Ala

Lys

B85

Ser

Trp

Glu

Ser
i65

ES 2400552 T3

Arg

Asp

Lys

Gly

Pro

70

Ser

Val

Thr

Ile
150

Leu

Glu

Leu

Ser

Ile

58

Lys

Glu

val

Leu

Gln

135S

Ser

Glu

Tyr

Asp

val

40

Asn

Ser

Asp

Phe

12¢

Glu

Asn

Ile

80

His

Ser

Ile

Lys

105

Val

Leu

Ala

Asp

Val Asp Arg Val

10

Phe

Ala

Asp

Phe

Leu

Phe

Arg

Ala

Phe

Ser

Ser

Asp

75

Leu

Met

Asp

Leu

Ser
155

Leu

Gin

Ile

Leu

Asn

Ile

Asp

Arg

140

Gln

Phe

Ala

45

val

Phe

Phe

val
125

Glu Cys Tyr Asp

170

Ile

Thr

Pro

Asn

110

val

Phe

Lys

15

His

Ser

Leu

Asp

Gln

val

Glu

Leu
1758

Lys

Gly

Lys

Lys

Ile

80

Val

Glu

Thr

Phe

180

Glu



10

Asn

Phe

Lys

Phe

Gly Met

180

Thr
185

Ile

Lys Ser

210

Asn

228

Pro

Val

Pro

val

Asn

Tvr

Leu

Pro

AsSp

Lys

Ser

Pro

Glu

Glu

Lys

ES 2400552 T3

Met Pro

Leu Ser

Glu Pro

215

Ser
230

Ser Leu

245

Ser

28
4]
o

Cly val

275

Ile

250

Asp
305

<210> 33
<211> 4486
<212> ADN

Leu Lys

<213> Homo sapiens

<400> 33

gtagacagat
ctaccegeag
ggttecagecct
tgtgaaatgt
gtetecagggt
ctetectggg

aggcgectte

gotgeccaag

cecaggetoac
atgccatgec
ctcacgatga
gctegeagga
cecctggaagg
aggactacga
tggacacegt

aagocecagge

Glu

Asp

Ser

Asp

Ile Pro

Glu
295

Leu Ser

310

cagtectgtyg
tgecteccoca
ggaggaaaga
ggettttcayg
cttecgagagt
gggcttecac
ctggaataag

cgacagcecad

Val
i85

Ser
200

Lys

Gly

Gly Glu Lys

Gly aAsn Pro

Thr Phe Glu

Leu Val Gly

Met Ala Leu

Glu

Ala

Lys
220

val
235

Gln

250

Ser
265

val
280

Glu

Lys

ccactgggcet
goctaatggg
gcaagtgtece
geacagagga
gtectggact
ctectgggec

ggtacttggy

tceooccaage

81

Ala Leu Ala

Lys Leu Trp

Glu Gln Leu

Phe

Ser

Asp
300

Arg Gly Ala

315

tttggegtte
ctttgatggg
teccteggaca
gcecagcetggt
ggctgetgte
agcctectete
cctgtcagaa

tgcaiggctg

Glu Asp val

1390

Thr
205

Leu Met

Met Ala Gln

Glu Cys Ile

Val
255

Cys

Ala val

270

val

Cys Val Iie

Glu val

tgcacaagge
ggaagagggt
ttctecgggt
cgagetgetg
ctgggaggtc
ccacttggoe
gctoatogeyg

ctgggaccec

Leu’

Met

Thr
240

Glu

Met

Pro

60 ‘
120
130
240
300
360
420

480



cactegetee
cacagccatg
gaatgtgatg
gatcttgeea
ttaccagtce
ctgaggacca
ctcoctgectgg
getggaceee
ggccacctca
agcacgctec
ctotttgtet
cggactctac
ttactcctty
ttcaggttea
ckgctettea
cgtceggeceyg
ggcttetctg
geggacegee
cotgtetict
toeccaaaga
acceccccag
accctcectge
tcageccage
gtgegtgeca
ttccagtact
ctcagacace
acgatgtgea
gocgageege
cactggggcece
tgtgcccgcet

gcacegggiyg

acccagceceg
tggagaacat
aaatcaggtt
cggtgaaage
cattggecet
cggtgtctge
aggacatata
cgcagaagayg
atgacgatge
tgcagegget
tocccattcag
tctttgagca
accaccetga
cggategtga
accttetgea
ctgtgtegygc
aacagggcat
tcatecogeet
catggatggt
ccactacaga
actcagette
acctgggeag
agctceagge
aaggtgtcgt
tetttgecye
tettoaattg
tcecaggecte
acaaccttea
tgctggctga
ggtgtctgge

aggccaagag

ES 2400552 T3

agacectgeag
gctggacetg
geccgatctio
gaatggatty
geectttggaa
tcagtctcge
cacagagaat
cccagecage
ggacactgtg
gcacttgetg
ctgooggcag
ctgctgttgy
cegtgteoctyg
acgecagtyge
gggcaacctg
gttectecagy
cgagctgtac
gctocaagag
gtcecaaatge
tatgtacetg
ccaaggtetg
actggetetg
agcacaggtce
gccagggagt
gttctaccty
tagcaggoca
gyagggaaad
gatcacageca
gtgoccagaca
cegeagecte

cgtgcatgec

agtcaccgge
gcatgggage
acaccgtece
getgecttee
getgcecacat
ttcoctcagta
gtectggagyg
ctgggeoctygy
ctggtggtgy
tgggctgeay
ctgcagtgea
cctgatgttg
ttaaccttty
toceogacey
ctgaagaatg
aagtacatce
ctgaggaagc
acctcagecc
caccaggaac
ctgattctge
ggacceagtc
tggggectag
agecctgaty
agggcogeoee
gcactcagtg
ggcaacteac
gacagcagey
gecttectgg
tctaagaagg
cgcaageact

atgeccegggt

82

cagccategt
ggggtttogt
agagggcaay
ttctacaaca
gcaagaagta
cctatgakgyg
tctgggcaga
aggagctctt
gtgaggcggg
ggcaagactt
tggccaaacc
gtcaagaaga
atggctttg;
accecaccto
ccocgeaaggt
gcaccgagtt
gccatcatga
tgcacggtit
tgttgetgea
agcattttet
ttettegggg
goatgtgetg
acatttcetet
tggaatteet
ctgatgtgce
caatggccag
tggcagetet
cagggatgtt
cectgeteoeg
tecactecat

tcatctgget

caggaggcte
cagccagtat
aaggetgett
tgttcaggaa
tatggeccaag
agcagagacyg
tgtgggcatyg
cageacecect
cagtggcaag
ccaggaattt
actctetgtyg
catcttccag
cgagttcaag
tgtccagace
ggtgaccage
caaccteaag
gccegggaty
gtgeccacctyg
g9agggggag
getgeatgee
écgcctcccc
ctacgtgtte
tggettectyg
tcacatcact
accagetttg
geteckgeee
gctgeagaag
gteeecgggag
gogecaggec
cccgecagcet

catccggage

540

600

660

720

780

8440

200

560
1020
1080
1140
1200
1260
1220
1380
1440
1500
1560
1620
is80
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280

2340



ctgtacgaga
cacctcecaagt
ctgeageace
ggcgtggage
aatatctecag
cagaagttag
ctecettgeat
gcgggageoc
ttoctggygea
cacecagagcet
gecttggcac
catctecagg
aaaatectga
gececttgaa
agaggaggtet
ggatgttegt
acatgtgttg
tgggaacacc
tagactttte
tacaaggaca
cgtgtgggte
cccggectet
ataattcagg
ctggtteete
gaatattagt
ggtgggaagg
gggacacgtyg
acactccagc
taagectttg
tgggccagaa

gacaacagae

tgcaggagga
tgacattttg
teeggeggece
agctgctgece
accgaggcat
ctctattcaa
gcaggcagaa
aagtgctggco
acagagtggg
tgaggtggct
tgatgctgge
atgaaggtgt
agttgtccaa
aggaatgaca
gacaagcteg
cteoagtttgt
gecagectett
ataggtcace
ccaagcctac
gceectecte
agtggggccec
cacaaaagac
aagcagettt
cectectect
gacctcaget
gctacacctt
acageoegttt
tgggatcaca
gaaacagcte
tttcaaacgy

ttetgaaata

ES 2400552 T3

geggetggct
cagtgtggge
cgtggeectyg
ttgecettggt
ctgeaagete
caacaaattg
cttettggea
cgaggggete
tgacgagggg
cagcctggty
aaagaacgte
atgttectete
taactgcatce
ccatectygga
getgeaggga
ttgtgagecag
caaaatgagc
tttattectgg
ttttgecatt
catagtatgg
atggatgtgc
cccttaceac
ccecatgtet
ggactcctge
ttgatattte
agectgeccet
gttoocccaag
tgtggacttt
gactttaaaa
cctecactagg

gacccacaag

cggaaggctg
cccactgagt
cagctggact
gtctgcaagg
attgaatgtyg
actgacggct
ttgaggetgg
cgaggcoaaca
gcceaggece
gyggaacaaca
atgctagaag
geagaaggac
acctacctag
agtctggcte
caccagacte
gotgtgagte
cekbgtectge
cagaggagag
gacttettee
gactggecte
ttgttaactg
tgctectgaty
cgacteoatec
acacgctcct
acttacagcea
ecttteocggt
acattctagg
tatttecagt
agctcecaaac
cttctgattyg

aggcagtteco

ctttaggatyg tacagttatg gattgaaagt ttacaggaaa

aaagcaaatg tcttcctgga ttattcaaaa tgatgkbatgt

agatgetgtg caaatgttat tattttaaac attatgatgt

ataggtcact ttgtitttact gtcttaagtt tatactctta

tttatgctgt aaataatcag aggggaataa actgttgagt

83

cacgtggect
gtgotgeoocet
acaactctgt
ctetgtattt
ctetitcactg
gtgcacacte
ggaataacta
cctecttgea
tggctgaagce
ttggcagtygt
aactctgeet
tgaagaaaaa
gggeagaagce
cgagggaaca
ttgetttgaa
tgggceocccag
ctaaggctga
agcatcagtg
caagattcaa
tgctgatcet
agtgectttt
aagaggagta
atecaggcea
tectetgagg
cccccaacec
gtttaagaca
tttgcaagaa
gaaatcagtt
gecagetttaa
atgcetgtga
atttecatttg

aaaaattagy
tgaagecttt
gtgaaaactg
tagacaacat

Caaaac

gaatgttggg
ggcctctgtg
gggtgacatt
gcgegataac
cgagcaattg
catgactaag
catcactgee
gttocctggga
cttgggtgat
gggkgcccaa
ggaggagaac
ttcaagttty
cctoctgeag
ctttectetet
gtctecegaga
aggctgggtyg
acttgttttc
cccteocagga
toccaggatyg
ceccaggette
ggtggagagyg
cacagaacac
ttceecgtet
ctgaaattca
tggcacccay
cttttggaag
aaatatgacc
actetteagt
azaattaate
actgaactct
tgceagaatg
cegttootte
gtaaattgte
gttaatattt

ggccgtgaac

2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
28890
2940
3000
3060
3120
3180
32490
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140

4200

4260
4320
4380
4440

1486



<210> 34
<211> 1007
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 34

Met
i

Ser

Ser

Val

&5

Leu

Asp

Hig

Leu
145

Gly

Val

Phe

Leu

50

Leu

Ser

Trp

Ser

Pro

130

His

Glu
Leu
Gln
Glu
Se?
His
Ala
Gln
118

Ala

Ser

Glu
Leu
20

Ala

Gly

Cys
100

Ser

His

ES 2400552 T3

Gly Gly

Gly His

Gln Arg

Phe Glu

Glu Asp

Ala Arg

85

Gln Lys

Pro Lys

Asp Leu

Val Glu
15¢

Ser

Ser

Ser

Ser
55

Leu

Gln
135

Pro

Glin

40

Val

Glu

Ile

His

120

Ser

Met

84

Ser

Gly

25

Leu

Leu

Gly

Leu

Alas

105

Gly

His

Leu

His
io

Cys

val

Asp

Phe

Asp

Asp

Glu

Glu

Trp

His

75

Ala

Pro

Leu
158

Glu

Met

Leu

Leu

60

Leu

Vail

Gln

Als
140

Ala

Glu

Cys
Leu
45

Leu

Leu

Glu

Pro

125

Ile

Tcp

Glu

Ser

30

Val

Ser

Gly

Ala

110

His

val

Glu

Arg Ala

Gln Glu

Ser Gly

Trp Glu

Gln Pro

Lys Gly

95

Gln Ala

Ser Leu

Arg Arg

Arg Gly
160



Phe

Pxo

Pro
Lys

228

Asp

Pro
Asn
Lys
305

Asp

Gln

Asp

Lys
385

val

Ser

Gly

Leu

210

Leu

Gly

Glu

Ala

Asp

290

Ser

Phe

Cys
His
370

Phe

Ser

Ser

Gln

Leu

195

Ala

Ala

Gln

Arg

180

Ala

Leu

Glu

val Trp

275

Gln

Arg

val

Leu

Ala

Glu

Alz

340

Pro

Asp

Phe

Gln

Tyx

165

Ala

Ala

Pro

Gly

Asp

Leu

Phe
325

Lys

Asp

Thr
405

ES 2400552 T3

Glu

Phe

Leu

val

230

Leu

Asp

Leu

Gln

310

Leu

Pro

val

val

Asp
390

Glu
215

Ser

Val

Glu

val
295

Fhe

Gly

Leu
a7s

Leu

Asp

Leu

200

Ala

Ala

Leu

Gly

Glu

280

Leu

val

Ser

Gln

360

Leu

Glu

Phe

85

Glu

Leu

185

Ala

Gln

Glu

Met

265

Leu

val

His

Phe

val

345

Glu

Thr

Axrg

Asn

Ile
170

Asp

His

Ser

Asp

250

Ala

Phe

val

Leu

Pro

330

Asp

Phe

His

Leu
410C

Leu

Val

Cys

Ile

Gly

Serxr

Gly

Leu

31s

Phe

Ile

Leu

Ala

Gin

Lys
220

Phe

Glu
300

Trp

Ser

Phe

Gly

380

Ser

Gln

Pro

Glu
205

Lys

Leu

Pro

Pro

285

Ala

Ala

Cys

ieu

Gln

365

Phe

Pro

Gly

Ile
Val

130

Leu

Ser
Glu
Gln
270
Gly
Gly
Ala
Arg
Phe
as50

Leu

Asp

Asn

Phe
17s

Lys

Pro

Met

Asn

255

Lys

His

Ser

Gly

GEln

338

Glu

Leu

Glu

Asp

Leu
415

Thr

Val

Ala

Ser

Gly

Gin

320

Leu

His

Leu

Phe

Pro

400

Leu



Lys

Phe

Glu

val

465

Gly

dln

Met

Pro

545

Pro

Pro

Phe

Leu

€25

Ser

Asn

Gln

450

Ala

Leu

Glu

Ser
530

Asp

Gly

Phe

610

Leu

Arg

Ser

Ala

Leu
515
Ala

Leu

ABp
Ser

595

Ala

val

Arg

Lys

Ile

His

Leu

500

Leu

Ser

Leu

Val

Ile

580

Thr

Ala

His

Leu

Ala

Lys

Glu

Leun

485

Leu

Ile

Gln

His

Phe

5€5

Ser

Ala

Phe

Leu

Pro

645

ala

ES 2400552 T3

val

Ile

Leu

Ile

470

Pro

Gln

Leu

Gly

Leu

550

Ser

Leu

Pro

Phe
&30

Thr

Leu

val

Tyr

455

val

Glu

Gln

Leu
535

Thr
440

Leu

Phe

Gly

His

520

dly

Gly Arg

Ala

Gly

Leu

Leau

615

Asn

Met

Leu

Gln

Phe

Glu

600

Ala

Cys

Gln

86

Ser Arg
425

Glu Phe

Arg Lys

Leu Gln

Ser Trp

Gly Ser
505

Phe Leu

Pro Ser

Leu Ala

Gln Leu
570

Leu Val
585

Phe Leu

Leu Ser

Gly Arg

Ile Gln
650

Lys Ala

Pro

Asn

Glu

475

Met

Pro

Leu

Leu
555

Gln

His

Pro
635

Ala

Glu

Ala

Leu

His

460

Thx

val

Lys

His

Leu
540

Trp

Ala

Ala

Ile

Asp

.620

Gly

Ser

Pro

Ala

Lys

445

His

Ser

Ser

Ala

525

Gly

Ala

Lys

605

Val

Asn

Glu

His

val
430
Gly
Glu
Ala
Lys
Thx
8510
Gly
Leu
Gln
Gly
590
Phe
Pro
Ser

Gly

Asn

Ser

Phe

Pro

Leu

Cys
495

Thr

Pro

Gly

val

578

Val

Gln

Pro

Pro

Lys

655

Leu

Ala
Ser
Gly
His
480
His
Asp

Pro

Met
560

Ser

Val

Ala
Met
640

Asp

Glno



Ile

Leu

Ala

705

Ser

Pro

val
785

Ser

Cys

Ala

Lys
865

Gly

Leu
690

Cys

Ile

Gly

Leu

770

Leu

Val

Lys

Lys

Leu

850

Leu

Asn

Ala

675

Ala

Ala

Pro

Phe

Ala

755

Phe

Gln

Gly

Ala

Leu

835

Phe

Ile

660

Ala

Glu

Pro

Ile
740

His

ASp

Leu

820

Ile

Asn

Ser
900

Phe

Cys

Trp

Ala
725

Trp

Lys

Ser

Leu

Ile

805

Gla

Asn

Cys

Ala
885
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Gln

Cys

710

Ala

Leu

Ala

Vval

790

Gly

Leu

Lys

870

Ala

Gln

Ala

Thr

695

Leu

Pro

Ile

Gly

775

Arg

val

Axrg

hla

Leu

8585

Gln

Gly

Phe

Gly
680
Ser

Ala

Gly

665

Leu

GElu

Glu

Ser
745

Arg Gly

Pro

Pro

Glu

Asp

Lau

840

Thr

Ala

Leu

87

val

Gln

ABsn

825

His

Asp

Phe

Gln

Ay
905

Leu

Lys

Ser

Ala

730

Leu

Leu

Glu

Ala

Leu
810

Cys

aly

Leu

Val

850

Phe

Ser

Leu
718

Lys

Aen

Cys

Leu

795

Leu

Ile

Glu

Cys

Ala
875

Leu

Leu

700

Ser

Glu

Val

Ala

780

Gln

Pro

Ser

Gln

Ala

860

Leu

Ala

Gly

Glu
685

Leu

Lys

Val

Met

Gly

765

Ala

Leu

Cys

Asp

Leu

845

His

Glu

Asn

€70

His

His

His

Gln

750

His

Leu

Asp

Leu

Ser

Trp

Phe
Ala

735

Glu

Ala

Gly

815

Gly

Lys

Met

Gly

Leu

8ss

Val

Gly

Gln

His

720

Met

Glu

Lys

Phe

Asn

800

Val

Ile

Leu

Ala

Asn

880

Arg

Gly
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Asp Glu Gly Ala Gln Ala Leu Ala Glu Ala Leu Gly Asp His Gln Ser
915 920 925

Ile Gly Ser Val Gly Ala
940

Leu Arg Trp Leu Ser Leu Val Gly Asn Asn
930 935

Gln Ala Leu Ala Leu Met Leu Ala Lys Asn Val Met Leu Glu Glu Leu
945 950 955 860

Ser Leu Ala
975

Cys Leu Glu Glu Asn His Leu Gln Asp Glu Gly Val Cys
965 970

Glu Gly Leu Lys Lys Asi: Ser Ser Leu Lys Ile Leu Lys Leu Ser Asn

10

20

88

280 985 290
Asn Cys Ile Thr Tyr Leu Gly Ala Glu Ala Leu Lew Gin Ala Pro
255 1000 1005

<210> 35

<211> 360

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 35
cagacatgag caggatgtgt ctaagggaca ggtgggcttc agtagactgg ctaactcctg 60
cagtctcttt aactggacag tttcaagagg aaaaccaaga atccttgaag ctcaccattg 120
tatcttecttt, tccaggttgt ccaataactg catcacctac ctaggggcag aagccctcet 180
gcaggcectt gaaaggaatg acaccatcct ggaagtctgg taaggcccct gggcaggect 240
gttttagcte tccgaacctc agtttttcta tctgtaaaat ggggtgacgg gagagaggaa 300
tggcagaatt ttgaggatcc cttctgattc tgacattcag tgagaatgat tctgcatgtg 360

<210> 36

<211> 361

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 36
cagacatgag caggatgtgt ctaagggaca ggtgggcttc agtagactgg ctaactectyg €0
cagteteottt aactggacag tttcaagagg asaaccaaga atccttgaag ctcaccattg 120
tatcttettt teccaggttgt ccaataactg catcacctac ctaggggeag aagcecteet 180
gcaggcccet tgaaaggaat gacaccatcc tggaagtcotg gtaaggceccc tgggcaggec 240
tgttttaget ctccgaacct cagtttttet atctgtaaaa tggggtgacyg ggagagagga 300
atggcagaat tttgaggatec ccttetgatt ctgacattea gtgagaatga ttctgeatgt 360
g 36l

<210> 37
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15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<211> 27
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 37
atgtgctecge aggaggcttt tcaggca

<210> 38

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 38
cgcctcacce accaccagca cagtgt

<210> 39

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 39

catggctgga ccccecgeaga agagecca

<210> 40

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 40
catgcceggyg ttcatctgge tcatcegg

<210> 41

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 41
gccatgecceg ggttcatetg getcatev

<210> 42

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 42
tgagtcgaga catggggaaa gctgcttc

<210> 43

ES 2400552 T3
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<211> 27
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 43
agcagctcga ccagetggct cctetgt

<210> 44

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 44
gacaggccca agtaccctta ttccaga

<210> 45

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 45
atgtgctcge aggaggcitt tcaggca

<210> 46

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 46
cgcctcacce accaccagca cagtgt

<210> 47

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 47
atgtgctcge aggaggcttt tcaggcea

<210> 48

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 48
cgcctcacce accaccagca cagtgt

<210> 49

ES 2400552 T3
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<211> 22
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 49
gagtcaacgg atttggtcgt at 22

<210> 50

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 50
agtcttctgg gtggcagtga t 21

<210> 51

<211> 27

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 51

Leu Ser Asn Asn Cys Ile Thr Tyr Leu Gly Ala Glu Ala Leu Leu Gln
1 -3 1o 15

Ala Leu Glu Arg Asn Asp Thr Ile Leu Glu Val
20 25

<210> 52

<211> 18

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 52
Leu Ser Asn Asn Cys Ile Thr Tyr leu @Gly Ala Glu Ala Leu Leu Gln
1 5 10 15

Als Pro

91
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REIVINDICACIONES

1. Un &cido nucleico aislado y purificado que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que
consiste en las SEC ID N? 1 y 33 y las secuencias que tienen una identidad de al menos 80 % con las SEC ID N1 y
33.

2. La secuencia de acido nucleico de la reivindicacion 1, en la que dicha secuencia esta unida operablemente a un
promotor heterélogo.

3. La secuencia de acido nucleico de la reivindicacion 1, en la que dicha secuencia esta contenida dentro de un
vector.

4. La secuencia de acido nucleico de la reivindicacion 3, en la que dicho vector esta dentro de una célula huésped.

5. La secuencia de &cido nucleico de la reivindicacion 1, en la que dicha secuencia codifica una proteina que activa
NF-kB.

6. Un vector que comprende la secuencia del acido nucleico de la reivindicacién 1.
7. Una célula huésped que comprende el vector de la reivindicacion 6.

8. La célula huésped de la reivindicacion 7, en la que dicha célula huésped se localiza en un organismo seleccionado
del grupo que consiste en una planta y un animal.

9. Una proteina seleccionada del grupo que consiste en las SEC ID N® 2 ;3 y 34 y las secuencias que tienen una
identidad de al menos 90% con las SEC ID N° 2, 3 y 34, en la que dicha proteina tiene al menos una actividad de
Nod2.

10. La proteina de la reivindicacion 9, en la que dicha actividad es activacién de NF-kB.
11. La proteina de la reivindicacién 9, en la que dicha actividad es unién a RICK.

12. Un procedimiento ex vivo para la deteccion de un polinucleétido que codifica la proteina Nod2 en una muestra
biolégica que se sospecha que contiene dicho polinucledtido que codifica la proteina Nod2, que comprende la etapa
de hibridar la secuencia polinucleotidica de la reivindicacion 1 al acido nucleico de dicha muestra bioldgica en
condiciones de rigurosidad baja, en el que dichas condiciones de rigurosidad baja comprenden condiciones
equivalentes a la union o hibridacién a 42 °C en una solucion que consiste en 5X SSPE, 0,1% de SDS, 5X de
reactivo de Denhardt, 5 g de BSA y 100 ug/ml de ADN desnaturalizado de esperma de salmén seguido de lavado en
una solucion que comprende 5X SSPE, 0,1% de SDS a 42°C cuando se usa una sonda de aproximadamente 500
nucleétidos de longitud para producir un complejo de hibridacion.

13. El procedimiento de la reivindicacion 12, que ademas comprende la etapa de detectar dicho complejo de
hibridacion, en el que la presencia del complejo de hibridacién indica la presencia de un polinucleétido que codifica
Nod2 en dicha muestra bioldgica.

14. El procedimiento de la reivindicacion 13, en el que antes de dicha hibridacién se amplifica dicho acido nucleico
de dicha muestra biolégica.

15. La proteina de la reivindicacion 9, en la que dicha proteina tiene una secuencia de aminoacidos seleccionada del
grupo que consiste en la SEC ID N° 2, 3y 34.

16. El acido nucleico de la reivindicacion 1, en el que dicho acido nucleico tiene una secuencia seleccionada del
grupo que consiste en la SEC ID N® 1 y 33.

17. El procedimiento de la reivindicaciéon 13, en el que dicho polinucleétido que codifica Nod2 tiene la secuencia de
acidos nucleicos de la SEC ID N° 33.
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GTAGACAGATCCAGGCTCACCAGTCCTGTGCCACTGGGCTTTIGG 45
COTTCTGCACGAGGCCTACCCGCAGATGCCATGCCTGCTCCCCCA 90

95

38kDa

Figura 3

H

GATGAGGAGGAAAGAGCAAGTGTCCTCCTCGGACATTCTCCGGGT 180

M G E E G G 8§ A §
L L GH S P G

—

GCCTAATGGGCTTTGATGGGGGAAGAGGGTGETTCAGCCTCTCAC 135

—

E EERASYVY

TGTGAAATGTGCTCGCAGGAGGCTTTTCAGGCACAGAGGAGCCAG 225

C EMCS QEATFOQAOQRSDQ
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gtagacagat
ctacccgcag
ggttcagcet
tgtgaaatgt
gtctcagggt
Ctctectggg
aggegcctte
gectgecccaag
cactecgctoe
Cacagccatg
gaatgtgatg
gatcttgeca
ttaccagtce
c¢tgaggacca
ctetgectgg
gectggaceoc
ggccacctea
agecacgctce
ctctttgtet
cggactctac
ttactccttg

tteaggttea

Secuencia del ADNc de Nod2

ccaggctcac
atgccatgee
ctcacgatga
gctegcagga
ccctggaagg
aggactacga
tggacacegt
aagcccagge
acccagcecg
tggagaacat
aaatcaggtt
cggtgaaage
cattggcect
cggtgtctge
aggacatata
cgcagaagag
atgacgatgc
tgcagcgget
tccecatteag
tctttgagea
accaccetga

cggatcgtga
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Figura 11

SEC ID N2 33

cagtectgtg
tgctccceca
ggaggaaaga
ggcttttcag
cttcgagagt
gggcttccac
ctggaataag
cgacagccag
agacctgeag
getagacetg
geegatette
gaatggattg
gcctttggaa
tcagtctcgce
cacagagaat
cccagccace
ggacactgtg
gcacttgctg
ctgccggeag
ctgectgttgg
cegtgtectyg

acgccactgce

ccactgggcet
gectaatggyg
geaagtgtee
gcacagagga
gtectggact
ctcctgggec
ggtacttggy
tecccccaage
agtcaccgge
gcatgggage
acaccgtcce
getgecttee
gectgecacat
ttectcagta
gtcctggagg
ctgggectgg
ctggtggtgy
tgggctgecag
ctgcagtgca
cctgatgttg
ttaacctttg

tcccecgaceg
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tttggegttce
ctttgatggg
tccteggaca
gccagetggt
ggctgetgte
agectctete
cctgtcagaa
tgcatggctg
cagccattgt
ggggtttegt
agagggcaag
ttctacaaca
gcaagaagta
cctatgatgg
tctgggcaga
aggagctett
gtgaggeggg
ggcaagactt
tggccaaace
gtcaagaaga
atggctttga

accccaccte

tgcacaaggc

ggaagagagt

ttctcegggt -

cgagctgctg
ctgggaggte
ccacttggece
gctcatcgeg
ctgggaccec
caggaggcte
cagccagtat
aaggctgctt
tgttcaggaa
tatggccaag
agcagagacg
tgtgggcatg
cagcacccct
cagtggcaag
ccaggaattt
actctetgtg
catcttccag
cgagttcaag

tgtccagace

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

300

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320



ctgetcttea
cgtecggeeyg
ggcttctctg
gcagaccgece
cctgtettet
tecccaaaga
accccoccceag
accctectge
tcagpccage
gtgcgtgeea
tteccagtget
ctcagacace
acgatgtgca
gecgagcecge
cactggggee
tgtgecceget
gcaccgggtg
ctgtacgaga
cacctcaagt
ctgcagcace
ggegtggage
aatatctcag
cagaagttag
ctcettgeat
gecgggagecce
ttctggggca
caccagagcet
gccttggcac

catctccagg

aaaatcctga

accttctgca
ctgtgtcgge
aacagggcat
tcatccgect
caktggatggt
ccactacaga
actcagcttc
acctgggcag
agctccagge
aaggtgtcgt
tetttgecge
tettcaattg
tccaggecte
acaaccttca
tgectggcetga
ggtgtctgge
aggccaagag
tgcaggagga
tgacattttyg
tceggeggee
agctgcetgece
accgaggcat
ctectattcaa
gcaggcagaa
aagtéctggc
acagagtggg
tgaggtgget
tgatgctgge
atgaaggtgt

agttgtccaa
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gggcaacctg
gttectecagg
cgagctgtac
gctccaagag
gtccaaatge
tatgtacectg
ccaaggtctg
actggctcetg
agcacaggte
gccagggagt
gttctacctg
tggcaggcca
ggagggaaag
gatcacagca
gtgecagaca
ccgcagccte
cgtgcatgce
gecggetgget
cagtgtggyce
cgtggecctg
ttgcettgat
ctgcaagectc
caacaaattg
cttcttggca
cgagggyctc
tgacgagagg
cagcctggtyg
aaagaacgtc
atgttectctc

taactgcatc

ctgaagaatg
aagtacatcc
ctgaggaagc
acctcagcce
caccaggaac
ctgattectge
ggacccagte
tggggectgg
agccectgatg
acggcgcccece
gcactcagtg
ggcaactcac
gacagcagcg
gccttectgg
tctgagaagg
cgcaagcact
atgcccgggt
cggaaggetyg
cccactgagt
cagctggact
gtctgcaagg
attgaatgtg
actgacggcet
ttgaggctag
cgaggcaaca
gcccaggeee
gggaacaaca
atgctagaag
gcagaaggac

acctacctag
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cccgcaaggt
gcacegagtt
gcecatcatga
tgcacggttt
tgttgctgea

agcattttet

‘ttcticgagg

gcatgtgetg
acatttctect
tggaattcct
ctgatgtgece
caatggccag
tggcagettt
cagggctgtt
cecetgeteeg
teccactccat
tecatectgget
cacgtggect
gtgctgeeet
acaaétctgt
ctctgtattt
ctcttcactg
gtgcacactc
ggaataacta
ccteecttgea
tggetgaagce
ttggecagtgt
aactctgect
tgaagaaaaa

gggcagaage

ggtgaccage
caacctcaag
geceggggtg
gtgccacctg
g9ag999999
gectgeatgee
ccgectccee
ctacgtgttc
tggcttectg

tcacatcact

accagectttyg -

getectgece
gctgcagaag
gtecegggag
gegecaggece
cccgecagct
catccggagce
gaatgttggg
ggcctttgtg
gggtgacatt
gcdacgataac
cgagcaattg
catggctaag
catcactgee
gttcctggga
cttgggtgat
gggtgcccaa
ggaggagaac
ttcaagtttg

cctcctgeag

1380

1440

1500

_1560

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

3120



ES 2400552 T3

gccecttgaaa ggaatgacac catcctggaa gtctggectce gagggaacac tttctceteta 3180
gaggaggttg acaagctcgg ctgcagggac accagactct tgetttgaag tctccgggag 3240
gatgttegte tcagtttgtt tgtgagcagg ctgtgagttt gggccccaga ggetgggtga 3300
catgtgttgy cagcctcttc aaaatgagcc ctgtoctgece taaggotgaa cttgttttcet 3360
gggaacacca taggtcacct ttattcetggc agaggaggga gcatcagtge cctccaggat 3420
agacttttce caagectact tttgecattg acttetteec aagattcaat cecaggatgt 3480
acaaggacag cccctcctec atagtatggg actggcectct getgatecte ccaggcetteco 3540
gtgtgggtca gtggggccca tggatgtgct tgttaactga gtgccttttg gtggagagge 3600
ceggectete acaaaagace cpttaecact getetgatga agaggagtac acagaacaca 3660
taattcagga agecagetttc cccatgtete gactcateca tecaggccat tceccegtete 3720
tggttcetec cctectectg gactectgeca cacgotoctt cctctgagge tgaaatteag .. 3780
aatattagtg acctcagett tgatatttca cttacagcac cecccaaccct ggcacccagg 3840
gtgggaaggg ctacacctta gectgcecte cttteeggtg tttaagacat ttttggaagg 3900
ggacacgtga cagccgtttg ttccccaaga cattctaggt ttgcaagaaa aatatgacca 3960
cactccagct gggatcacat gtggactttt atttcecagtg aaatcagtta ctcttcagtt 4020
aagcctttgg aaacagetcg actttaaaaa getccaamatg cagctttaaa aaattaatet 4080
gggccagaat ttcaaacggc ctcactaggc ttctggttga tgcocctgtgaa ctgaactcetg 4140
acaacagact tctgaaatag acccacaaga ggcagttcca tttcatttgt gccagaatge 4200
tttaggatgt acagttatgg attgaaagtt tacaggaaaa aaaattaggc cgttccttea 4260
aagcaaatgt cttcotggat tattcaaaat gatgtatgtt gaagcctttg taaattgtca 4320
gatgctgtgec aaatgttatt attttaaaca ttatgatgtg tgaaaactgg ttaatattta 4380
taggtcactt tgttttactg tcttaagttt atactcttat agacaacatg gcegtgaact 4440
ttatgctgta aataatcaga ggggaataasa ctgttgagtc aaaac 4485
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gtagacagat
ctacccgcag
ggttcagect
tgtgaaatgt
gtctcagggt
ctctectggyg
aggegcctte
getgccecaag
cactecgetec
cacagccatg
gaatgtgatg
gatettgecea
ttaccagtcce
ctgaggacca
ctctgectgg
gctggacecece
ggccacctea
agcacgctcce
ctetttgtet
cggactctac
ttactccttg

ttcaggttca

Secuencia de ADNc de Nod2

ccaggctcac
atgccatgece
ctcacgatga
gctegecagga
ccctggaagg
aggactacga
tggacaccgt
aagcccaggce
acccagceeg
tggagaacat
aaatcaggtt
cggtgaaage
cattggccct
cggtgtetge
aggacatata
cgcagaagag
atgacgatgc
tgcagegget
tcccattcag
tctttgagea
accaccctga

cggatcgtga

ES 2400552 T3

Figura 12
SEC ID N2 1

cagtcectgtg ccactgggct
tgctcecceca goctaatggg
ggaggasaga gcaagtgtee
ggetttteag gcacagagga
cttcgagagt gtcctggact
gggcttccac ctcctgggec
ctggaataag ggtacttggg
cgacagccag tcccccaagce
agacctgcag agtcaccggce
gctggacctg gcatgggagce
gecgatettc acaccgtcce
gaatggattg gctgecttce
gcctttggaa getgecacat
tcagtctege ttectcagta
cacagagaat gtectggagyg
cccageccace ctgggcctgg
ggacactgtg ctggtggtgg
gcacttgctg tgggctgcag
ctgceggeag ctgeagtgea
ctgctgttgg cctgatgttg
ccgtgtectg ttaacctttg

acgccactge tccccgaccg
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tttggegtte
ctttgatggg
tecteggaca
gccagetggt
gactgctgtc
agcctctcte
cctgtcagaa
tgcatggetg
cagccattgt
ggggtttcegt
agagggcaag
ttctacaaca
gcaagaagta
cctatgatgg
tctgggcaga
aggagctctt
gtgaggcggg
ggcaagactt
tggccaaacce
gtcaagaaga
atggctttga

accccaccte

tgcacaaggc

ttcteceggat o

cgagectgctg
ctgggaggtc
ccacttggee
gcteategeg
ctgggaccce
caggaggcte
cagccagtat
aaggetgett
tgttcaggaa
tatggccaag
agcagagacyg
tgtgggcatg
cagcaccect
cagtggcaag
ccaggaattt
actctctgtg
catctteccag
cgagttcaag

tgtccagace

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

200

1020

1080

1140

1200

1260

1320



ctgetettca
cgtccggeceyg
ggcttectectg
geggacegcee
cctgtecttct
tcceccaaaga
acccccceag
accctcecectge
tcagcccage
gtgegtgeca
ttecagtget
ctcagacacc
acgatgtgea
gccgageege
cactggggce
tgtgcceget
gcaccgggtg
ctgtacgaga
cacctcaagt
ctgcagcacc
ggcgtggage
aatatctcag
cagaagttag
ctcecttgeat
gcgggagecc
ttctaggggea
caccagagct
geccttggeac
catctccagg

aaaatcctga

accttetgca
ctgtgtegge
aacagggcat
tcateccgect
catggatggt
ccactacaga
actcagctte

acctgggcag
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gggcaacctg
gttecctcagg
cgagetgtac
gctccaagag
gtccaaatge
tatgtacctg
ccaaggtctg

actggctctg

agetccagge ‘agcacaggtc

aaggtgtegt
tctttgeege
tctteaattg
tccaggecetc
acaaccttca
tgctggetga
ggtgtetgge
aggccaagag
tgcaggagga
tgacattttg
tceggegace
agctgctgce
accgaggcat
ctctattcaa
gcaggcagaa
aagtgctgge
acagagtggg
tgaggtgget
tgatgctgge
atgaaggtgt
agttgtccaa

gccagggagt
gttetacctyg
tggcaggcca
ggagggaaag
gatcacagca
gtgccagaca
ccgeagecte
cgtgcatgcc
geggetgget
cagtgtggge
cgtggeectg

ctgaagaatg
aagtacatcc
ctgaggaagc
acctcageece
caccaggaac
ctgattetge
ggacccagte
tggggcctgag
agccctgatg
acggcgeccce
gcactcagtg
ggcaactcac
gacagcagceg
gccttcetga
tctgagaagg
cgcaageact
atgccegggt
cggaaggctg
cccactgagt

cagctggact

cccgcaaggt
gcaccgagtt
gccatcatga
tgcacggttt
tgttgctgca
agcattttet
ttcttegggg
gcatgtgctg
acatttctct
tggaattcct
ctgatgtgee
caatggccag
tggcagcttt
cagggcetgtt
ccectgeteeg
tccactccat
tcatctggcet
cacgtggcct

gtgectgeect

ggtgaccage
caacctcaag
gccoggggty
gtgeccacctg
g99agggg99y
gctgcatgec
cecgecetceee
ctacgtgttc
tggcttectg

tcacatcact

accagetttg -

gctecctgeee
getgcagaag
gtcccgggag
gegecaggcee
cccgecaget
catccggage
gaatgttgag

ggcetttgtg

ttgccttggt gtctgcesagg
ctgecaagete attgaatgtg
caacaaattg actgacggct
cttcttggea ttgaggetgg
cgaggggcte cgaggcaaca
tgacgagggg goccaggccoe
cagcctggtg gggaacaaca
aaagaacgtc atgctagaag
atgttctctc gcagaaggac

taactgcatc acctacctag
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acaactctgt gggtgacatt
ctctgtattt gegcgataac
ctcttcactg cgagcaattg
gtgcacactc catggctaag
ggaataacta catcactgcc
cctececttgea gttoctggga
tggctgaage cttgggtgat
ttggcagtgt gggtgcocaa
aactctgect ggaggagaac
tgaagaaaaa ttcaagtttg

gggcagaagc cctectgeag

1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1820
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060

3120



gcccttgaaa
gaggaggttg
gatgttegte
catgtgttgg
gggaacacca
agacttttcc
acaaggacag
gtgtgggtca
ccggectcete
taattcagga
tggttectee
aatattagtg
gtgggaaggg
ggacacgtga
cactccagct
aagcctttgg
gggccagaat
acaacagact
tttaggatgt
aagcaaatgt
gatgetgtge
taggtcactt

ttatgctgta

ggaatgacac
acaagctcgg
tcagtttgtt
cagectette
taggtcacct
caagcctact
cccctectee
gtggggceca
acaaaagacc
agcagctttc
cctectectg
acctcagett
ctacacctta
cagccgtttg
gggatcacat
aaacagctcg
ttcaaacgge
tctgaaatag
acagttatgg
cttectggat
aaatgttatt
tgttttactg

aataatcaga
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catcctggaa
ctgcagggac
tgtgagcagg
aaaatgagcc
ttattectgge
tttgcecattg
atagtatggg
tggatgtget
ecttaccact
cccatgtete
gactectgea
tgatatttca
gcctgececte
ttccccaaga
gtggactttt
actttaaaaa
ctcactaggce
acccacaaga
attgaaagtt
tattcaaaat
attttaaaca
tcttaagttt

ggggaataaa

gtctggetcc
accagactct
ctgtgagttt
ctgtectgec
agaggaggga
acttettcec
actggcctcet
tgttaactga
gctctgatga
gactcatcca
cacgctectt
cttacagcac
cttteeggtg
cattctaggt
atttccagtg
gctccaaatg
ttctggttga
ggcagttcca
tacaggaaaa
gatgtatgtt
ttatgatgty
atactcttat

ctgttgagte

108

gagggaacac
tgctttgaag
gggceccaga
taaggctgaa
gcatcagtge
aagattcaat
gctgatecte
gtgecttttg
agaggagtac
tcecaggeeat
cctctgagge
ccccaacect
tttaagacat
ttgcaagaaa
aaatcagtta
cagctttaaa
tgcctgtgaa
tttcatttgt
aaaattaggc
gaagcctttg
tgaaaactay
agacaacatyg

aaaac

tttctectcta
tctecegggag
ggctgggtga
cttgttttct
cctccaggat
cccaggatgt
ccaggcttce
gtggagaggc
acagaacaca

teeccegtete

tgaaattcag..

ggcacccagg
ttttggaagg
aatatgacca
ctcttecagtt
aaattaatct
ctgaactctyg
gccagaatgce
cgttccttca
taaattgtca
ttggtattta

gccgtgaact

3180
3240
3300

_3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3500
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440

4485



MGEEGGSASH
LSWEVLSWED
GCWDPHSLHP
ARRLLDLATV
DGAETLCLED
AGSGKSTLLQ
EDIFQLLLDH
KVVTSRPAAV
GLCHLPVFSW
RGRLPTLLHL
FLHITFQCFF
ALLQKAEPHN
SIPPAAPGER
ALAFVLOHLR
HCEQLQKLAL
LOFLGFWGNR
CLEENHLODE

DEEERASVLL
YEGFHLLGQP
ARDLQSHRPA
KANGLAAFLL
IYTENVLEVW
RLHLLWAAGQ
PDRVLLTFDG
SAFLRKYIRT
MVSKCHQELL
GRLALWGLGM
AAFYLALSAD
LOITAAFLAG
KSVHAMPGFI
RPVALQLDYN
FNNKLTDGCA
VGDEGAQALA
GVCSLAEGLK
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Figura 13
SEC ID N2 2

GHSPGCEMCS
LSHLARRLLD
IVRRLHSHVE
QHVQELPVPL
ADVGMAGPPQ
DFQEFLFVFP
FDEFKFRFTD
EFNLKGFSEQ
LOEGGSPKTT
CCYVFSAQQL
VPPALLRHLF
LLSREHWGLL
WLIRSLYEMQ
SVGDIGVEQL
HSMAKLLACR
EALGDHQSLR
KNSSLKILKL

NTFSLEEVDK LGCRDTRLLL *

QEAFQAQRSQ
TVWNKGTWAC
NMLDLAWERG
ALPLEAATCK
KSPATLGLEE
FSCRQLQCMA
RERHCSPTDP
GIELYLRKRH
TDMYLLILOH
QAAQVSPDDI
NCGRPGNSPM
AECQTSEKAL
EERLARKAAR
LPCLGVCKAL
ONFLALRLGN
WLSLVGNNIG
SNNCITYLGA

109

LVELLVSGSL -EGFESVLDWL

QKLIARAQEA
FVSQYECDEI
KYMAKLRTTV
LFSTPGHLND
KPLSVRTLLF
TSVQTLLFNL
HEPGVADRLI
FLLHATPPDS
SLGFLVRAKG
ARLLPTMCIQ
LRRQACARWC
GLNVGHLKLT
YLRDNNISDR
NYITAAGAQV
SVGAQALALM
EALLQALERN

QADSQSPKLH
RLPIFTPSQR
SAQSRFLSTY
DADTVLVVGE
EHCCWPDVGQ
LQGNLLKNAR
RLLQETSALH
ASQGLGPSLL
VVPGSTAPLE
ASEGKDSSVA
LARSLRKHFH
FCSVGPTECA
GICKLIECAL
LAEGLRGNTS
LAKNVMLEEL
DTILEVWLRG



MCSQEAFQAQ
LLDTVWNKGT
HVENMLDLAW
VPLALPLEAA
PPQKSPATLG
VFPFSCRQLQ
FTDRERHCSP
SEQGIELYLR
KTTTDMYLLI
QQLQAAQVSP
HLFNCGRPGN
GLLAECQTSE
EMQEERLARK
EQLLPCLGVC
ACRONFLALR
SLRWLSLVGN
LEKLSNNCITY

RSQLVELLVS
WACQKLIAAA
ERGFVSQYEC
TCKKYMAKLR
LEELFSTPGH
CMAKPLSVRT
TDPTSVQTLL
KRHﬁEPGVhD
LOHFLLHATP
DDISLGFLVR
SPMARLLPTM
KALLRRQACA
AARGLNVGHL
KALYLRDNNI
LGNNYITAAG
NIGSVGAQAL
LGAEALLOAL
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Figura 14
SECID N23

GSLEGFESVL
QEAQADSQSP
DEIRLPIFTP
TTVSAQSRFL
LNDDADTVLV
LLFEHCCWPD
FNLLQGNLLK
RLIRLLQETS
PDSASQGLGP
RAKGVVPGSTA
CIQASEGKDS
RWCLARSLRK
KLTFCSVGPT
SDRGICKLIE
AQVLAEGLRG
ALMLAKNVML
ERNDTILEVW

DWLLSWEVLS
KLHGCWDPHS
SQRARRLLDL
STYDGAETLC
VGEAGSGKST
VGQEDIFQLL
NARKVVTSRP
ALHGLCHLPV
SLLRGRLPTL
PLEFLHITFQ
SVAALLQKAE
HFHSIPPAAP
ECARLAFVLQ
CALHCEQLQK
NTSLQFLGFW
EELCLEENHL
LRGNTFSLEE

110

WEDYEGFHLL
LHPARDLQSH
ATVKANGLAA
LEDIYTENVL
LLORLHLLWA
LDHPDRVLLT
AAVSAFLRKY
FSWMVSKCHQ

"LHLGRLALWG

CFFAAFYLAL

PHNLOQITAAF

GEAKSVHAMP

HLRRPVALQL
LALFNNKLTD
GNRVGDEGAQ
QDEGVCSLAE
VDKLGCRDTR

GQPLSHLARR
RPAIVRRLHS
FLLOEVQELP
EVWADVGMAG
AGQDFQEFLF
FDGFDEFKFR
IRTEFNLKGF
ELLLQEGGSP
LGMCCYVFSA
SADVPPALLR
LAGLLSREEW
GFIWLIRSLY
DYNSVGDIGV
GCAHSMAKLL
ALABALGDHQ
GLKKNSSLKI
LLL*



MGEEGGSASH
LSWEVLSWED
GCWDPHSLHP
ARRLLDLATV
DGAETLCLED
AGSGKSTLLQ
EDIFQLLLDH
KVVTSRPAAV
GLCHLPVFSW
RGRLPTLLHL
FLHITFQCFF
ALLQKAEPHN
SIPPAAPGEA
ALAFVLQHLR
HCEQLOQKLAL
LOFLGFWGNR
CLEENHLQDE

Secuencia AA de Nod2, mutante

DEEERASVLL
YEGFHLLGQP
ARDLQSHRPA
KANGLAAFLL
IYTENVLEVW
RLHLLWAAGQ
PDRVLLTFDG
SAFLRKYIRT
MVSKCHQELL
GRLALWGLGM
AAFYLALSAD
LQITAAFLAG
KSVHAMPGFI
RPVALOLDYN
FNNKLTDGCA
VGDEGAQALA
GVCSLAEGLK
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Figura 15

SECID

GHSPGCEMCS
LSHLARRLLD
IVRRLHSHVE
QHVQELPVPL
ADVGMAGPPQ
DFQEFLFVFP
FDEFKFRFTD
EFNLKGFSEQ
LQEGGSPKTT
CCYVFSAQQL
VPPALLRHLF
LLSREHWGLL
WLIRSLYEMQ
SVGDIGVEQL
HSMAKLLACR
EALGDHQSLR
KNSSLKILKL

111

N2 34

QEAFQAQRSQ
TVWNKGTWAC
NMLDLAWERG
ALPLEAATCK
KSPATLGLEE
FSCRQLOCMA
RERHCSPTDP
GIELYLRKRH
TDMYLLILQH
QAAQVSPDDI
NCGRPGNSPM
AECQTSEKAL
EERLARKAAR
LPCLGVCKAL
QNFLALRLGN
WLSLVGNNIG
SNNCITYLGA

LVELLVSGSL
QKLIAAAQRA
FVSQYECDEI
KYMAKLRTTV
LFSTPGHLND
KPLSVRTLLF
TSVQTLLFNL
HEEPGVADRLI
FLLHATPPDS
SLGFLVRAKG
ARLLPTMCIQ
LRRQACARWC
GLNVGHLKLT
YLRDNNISDR
NYITAAGAQV
SVGAQALALM
EALLQAP*

EGFESVLDWL
QADSQSPKLH
RLPIFTPSQR
SAQSRFLSTY
DADTVLVVGE
EHCCWPDVGQ
LQGNLLKNAR
RLLOETSALH
ASQGLGPSLL
VVPGSTAPLE
ASEGKDSSVA
LARSLRKHFH
FCSVGPTECA
GICKLIECAL
LAEGLRGNTS
LAKNVMLEEL
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FIGURA 16

Exon 11 de Nod2, silvestre

cagacatgag caggatgtgt ctaagggaca ggtgggcttc agtagactgg ctaactcctg

cagtctcttt aactggacag tttcaagagg aaaaccaaga atccttgaag ctcaccattg

tatcttcttt tccagGTTGT CCAATAACTG CATCACCTAC CTAGGGGCAG AAGCCCTCCT

L § N N C I T Y L G A E A L L

GCAGGCCCTT GAAAGGAATG ACACCATCCT GGAAGTCTGg taaggcccct gggcaggect

Q A L E R N D T I L E V
gttttagctc tccgaacctc agtttttcta tctgtaaaat ggggtgacgg gagagaggaa
tggcagaatt ttgaggatce cttctgattce tgacattcag tgagaatgat tctgcatgtg

Exén 11 de Nod2, mutante

cagacatgag caggatgtgt ctaagggaca ggtgggcttc agtagactgg ctaactcctg

cagtctcttt aactggacag tttcaagagg aaaaccaaga atccttgaag ctcaccattg

tatcttettt tccagGTITGT CCAATAACTG CATCACCTAC CTAGGGGCAG AAGCCCTCCT
L s N N C I T ¥ L G A B A L L

GCAGGCCCCT TGAAAGGAAT .GACACCATCC TGGAAGTCTGE gtaaggcccc tgggcaggec
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tgttttagct ctccgaacct cagtttttet atctgtaaaa tggggtgacg ggagagagga

atggcagaat tttgaggatc ccttctgatt ctgacattca gtgagaatga ttctgcatgt
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