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DESCRIPCION

Gen de la fibrosis quistica.

La presente invencion se refiere, en general, al gen de la fibrosis quistica (CF, del inglés cystic fibrosis) y, mas
particularmente, a la identificacion, al aislamiento y a la clonacién de la secuencia de ADN correspondiente a los
genes de CF normal y mutante asi como sus transcritos y productos génicos. La presente invencion se refiere también
a métodos para el rastreo y la deteccidn de portadores de CF, la diagnosis de CF, el rastreo y diagnosis prenatal de CF
y la terapia génica utilizando tecnologias recombinantes y la terapia de farmacos utilizando la informacién derivada
del ADN, proteina y la funcién metabdlica de la proteina.

La fibrosis quistica (CF) es el trastorno genético recesivo autosomal grave mas comun en la poblacion caucasiana.
Afecta aproximadamente a 1 de 2000 partos vivos en Norte América [Boat et al, The Metabolic Basis of Inherited
Disease, 6° ed., pags. 2649-2680, McGraw Hill, NY (1989)]. Aproximadamente 1 de cada 20 personas son portadores
de la enfermedad.

Aunque la enfermedad se describi6é por primera vez a finales de los afios 30, el defecto basico permanece siendo
desconocido. Los sintomas principales de la fibrosis quistica incluyen una enfermedad pulmonar crénica, insuficiencia
exocrina pancredtica y elevados niveles de electrélitos en el sudor. Los sintomas son consistentes con que la fibrosis
quistica es un trastorno exocrino. Aunque se han realizado avances recientes en el andlisis del transporte de iones a
través de la membrana apical del epitelio de células de pacientes de CF, no esta claro que la regulacion anormal de
los canales cloruro represente el defecto principal en la enfermedad. Dada la carencia de comprension del mecanismo
molecular de la enfermedad, se ha realizado por lo tanto un enfoque alternativo en un intento de comprender la
naturaleza del defecto molecular a través de la clonacion directa del gen responsable sobre la base de su localizacion
en el cromosoma.

Sin embargo, no existe ningtin fenotipo claro que dirija un enfoque a la naturaleza exacta de la base genética de la
enfermedad, o que permita una identificacion del gen de la fibrosis quistica. La naturaleza del defecto de CF en relacion
con los datos de la genética de poblacién no ha sido facilmente evidente. Tanto la prevalencia de la enfermedad como
la heterogeneidad clinica han sido explicadas por varios mecanismos diferentes: elevada tasa de mutacion, ventaja de
heterozigotos, desviacién genética, muiltiples loci y compensacién reproductora.

Muchas de las hipétesis no pueden ser ensayadas debido a la carencia de conocimiento del defecto basico. Por lo
tanto, se han dirigido enfoques alternativos para la determinacién y caracterizacién del gen de CF en un intento de
identificar la localizacién del gen mediante andlisis genéticos.

El andlisis del enlace del gen de CF a los marcadores antigénico y de proteinas se intenté en los afios 50, pero no
se obtuvieron resultados positivos [Steinberg et al Am. J. Hum. Genet. 8: 162-176, (1956); Steinberg y Morton Am. J.
Hum. Genet. 8: 177-189, (1956); Goodchild et al J. Med. Genet. 7: 417-419, 1976].

Mis recientemente, ha resultado posible utilizar RFLPs para facilitar el andlisis del enlace. El primer enlace de un
marcador RFLP al gen de CF se describi6 en 1985 [Tsui et al. Science 230: 1054-1057, 1985], en el que el enlace
se encontro entre el gen de CF y un marcador DOCRI-917 no caracterizado. La asociacién se encontré en un andlisis
de 39 familias con nifios afectados por CF. Esto demostré que, a pesar que no se habia establecido la localizacion en
el cromosoma, la localizacion del gen de la enfermedad se habia reducido hasta aproximadamente el 1% del genoma
humano, o aproximadamente 30 millones de pares de bases de nucleétidos.

La localizacion en el cromosoma de la sonda DOCRI-917 se estableci6 utilizando lineas de células hibridas de
roedores-seres humanos que contenian diferentes complementos de cromosoma humano. Se demostré que DOCRI-
917 (y, por lo tanto, el gen de CF) se correlaciona con el cromosoma 7 humano.

Se continué con estudios de enlace fisico y genético adicionales en un intento de detectar la localizacién del gen
de CF. Zengerling et al [Am. J. Hum. Genet. 40: 228-236 (1987)] describen el uso de hibridos de células somaticas de
seres humanos-raton para obtener una relacion fisica mas detallada entre el gen de CF y los marcadores que se sabe
se enlazan con el mismo. Esta publicacién demuestra que el gen de CF puede asignarse a la region distal de la banda
q22 o ala regién proximal de la banda q31 en el cromosoma 7.

Rommens et al [Am. J. Hum. Genet. 43: 645-663, (1988)] dan una discusién detallada del aislamiento de muchas
nuevas sondas 7q31. El enfoque esbozado condujo al aislamiento de dos nuevas sondas D7S5122 y D75340, que son
préximas una a otra. La representacion en el mapa de la electroforesis en gel de campo pulsado indica que estos dos
marcadores RFLP se encuentran entre dos marcadores que se sabe flanquean el gen de CF, MET [White, R., Woodward
S., Leppert M., et al. Nature 318: 382-384, (1985)] y D7S8 [Wainwright, B. J., Scambler, P. J., y J. Schmidtke, Nature
318: 384-385 (1985)], por lo tanto en la regién del gen de CF. El descubrimiento de estos marcadores proporciona un
punto de partida para el desplazamiento y salto de cromosomas.

Estivill et al, [Nature 326: 840-845 (1987)] describen que se localizé y caracterizé parcialmente un gen de ADNc
candidato. Sin embargo, esto no ensefia la localizacién correcta del gen de CF. La referencia describe un gen de ADNc
candidato situado mds abajo de una isla CpG, que son regiones ricas en nucleétidos GC submetiladas situadas mas

2



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2210224 T3

arriba de muchos genes de vertebrados. La localizacién cromosémica del locus candidato se identifica como la region
XV2C. Esta region se describe en la solicitud de patente europea 88303645.1. Sin embargo, esa region real no incluye
el gen de CF.

Una dificultad principal en identificar el gen de CF ha sido la carencia de redisposiciones o deleciones cromo-
somicas detectables por citologia, que facilitaron grandemente todos los éxitos previos de la clonacién de genes de
enfermedades humanas mediante el conocimiento de la posicién en el mapa.

Redisposiciones y deleciones de este tipo pudieron observarse citolégicamente y, como resultado, se podria corre-
lacionar una localizacion fisica sobre un cromosoma particular con la enfermedad particular. Ademds, esta localiza-
cidn citolégica se podria correlacionar con una localizacién molecular basada en la relaciéon conocida entre sondas
de ADN prublicamente disponibles y alteraciones citolégicamente visibles en los cromosomas. El conocimiento de
la localizacién molecular del gen para una enfermedad particular permitiria la clonacidn y secuenciacion de ese gen
mediante procesos rutinarios, particularmente cuando el producto génico es conocido, y el éxito de la clonacién se
puede confirmar mediante el inmunoensayo de productos de expresion de los genes clonados.

En contraposicion, en la técnica anterior no se conocia ni la localizacién citoldgica ni el producto génico del
gen para la fibrosis quistica. Con la reciente identificacién de MET y D788, marcadores que flanqueaban el gen de CF
pero que no detectaban su localizacion en la molécula, los autores de la presente invencién proyectaron diversas nuevas
estrategias para la clonacién de genes para obtener un acercamiento al gen de CF de acuerdo con la presente invencion.
Los métodos empleados en estas estrategias incluyen el salto de cromosomas desde los marcadores flanqueantes, la
clonacion de fragmentos de ADN desde una regién fisica definida con el uso de la electroforesis en gel de campo
pulsado, una combinacién de técnicas de clonacién de hibridos de células somdticas y moleculares, disefiadas para
aislar fragmentos de ADN procedentes de islas CpG submetiladas préximas a CF, microdiseccién y clonacién de
cromosomas, y clonacién por saturacién de un gran nimero de marcadores de ADN procedente de la regién 7q31. Por
medio de estas nuevas estrategias, los autores de la presente invencion fueron capaces de identificar el gen responsable
de la fibrosis quistica en donde la técnica anterior era incierta o, incluso en un caso, incorrecta.

La aplicacion de estas estrategias de clonacion genética y molecular ha permitido el aislamiento y la clonacién de
ADNCc del gen de la fibrosis quistica sobre la base de su localizacién en el cromosoma, sin el beneficio de redisposicio-
nes gendmicas para detectar el camino. La identificacion de las formas normal y mutante del gen y productos génicos
de CF ha permitido el desarrollo de ensayos de rastreo y diagnéstico para CF utilizando sondas de dcidos nucleicos
y anticuerpos contra el producto génico. A través de la interaccion con el producto génico defectuoso y el recorrido
en el que este producto génico estd implicado, se hacen ahora posibles una terapia a través de la suplementacién del
producto génico normal y una manipulacién y suministro de genes.

El gen implicado en el proceso de la enfermedad de la fibrosis quistica, denominado en lo que sigue el “gen de
CF” y sus equivalentes funcionales, ha sido identificado y aislado y clonado el ADNc, y sus transcritos y productos
génicos han sido identificados y secuenciados. Se ha determinado que una delecion de tres pares de bases que conduce
a la omisién de un residuo fenilalanina en el producto génico corresponde a las mutaciones del gen de CF en aproxi-
madamente un 70% de los pacientes afectados de CF, con diferentes mutaciones implicadas en la mayoria, si no en
todos, los casos restantes.

Con la identificacién y secuenciacion del gen y de su producto génico, se pueden utilizar sondas de dcidos nucleicos
y anticuerpos dirigidos contra el producto génico en una diversidad de ensayos de hibridacién e inmunolégicos para
rastrear y detectar la presencia de un gen o producto génico de CF normal o uno defectuoso. También se pueden
proporcionar estuches o kits de ensayo para un rastreo y diagnosis de este tipo.

La terapia del paciente a través de la suplementacién con el producto génico normal, cuya produccién se puede
amplificar utilizando técnicas genéticas y recombinantes, o su equivalente funcional, puede ser ahora posible. La
correccién o modificacién del producto génico defectuoso a través de medios de tratamiento con farmacos puede
ser ahora posible. Ademds, la fibrosis quistica se puede curar o controlar a través de una terapia génica corrigiendo el
defecto del gen in situ o utilizando vehiculos recombinantes u otros vehiculos para suministrar una secuencia de ADN,
capaz de la expresion del producto génico normal, a las células del paciente.

De acuerdo con un aspecto de la invencién, se proporciona una molécula de ADN purificada que comprende un
gen de fibrosis quistica, comprendiendo dicho gen una secuencia de ADN seleccionada del grupo que consiste en:

(a) secuencias de ADN que corresponden a la secuencia de ADN de la figura 1 desde la posicién 1 a la posicion
1480 del residuo aminodcido o una forma polimérfica de dicha secuencia de ADN en la que la sustitucién de
nucledtidos de dicha secuencia de ADN no afecta a la funcién esencial del polipéptido codificado con ello;

(b) secuencias de ADN que codifican un polipéptido regulador de la conductancia de la transmembrana de fibrosis
quistica (CFTR, del inglés cystic fibrosis transmembrane conductance regulator) normal que tiene la secuencia
de acuerdo con la figura 1 desde la posicion 1 a la posicién 1480 de un residuo aminodcido o una forma
polimoérfica de dicho polipéptido, en el que la sustitucion de aminodcidos en las regiones variables de dicho
polipéptido con la secuencia de acuerdo con la figura 1 no afecta al funcionamiento esencial de la misma o su
perfil hidropético o estructura secundaria o terciaria;
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(c) secuencias de ADN que corresponden a un fragmento de la secuencia de ADN de la figura 1 que incluyen al
menos 16 nucleétidos secuenciales entre las posiciones 134 y 4573 de la secuencia de nucleétidos y que pueden
rastrear y detectar la presencia de un gen o producto génico de la fibrosis quistica normal o defectuoso;

(d) secuencias de ADN que comprenden al menos 16 nucleétidos y que codifican un fragmento de la secuencia de
aminodcidos de la figura 1 que pueden rastrear y detectar la presencia de un gen o producto génico de la fibrosis
quistica normal o defectuoso; y

(e) secuencias de ADN que codifican un epitopo codificado por al menos 18 nucledtidos secuenciales en la secuen-
cia de ADN de la figura 1 entre las posiciones 1 y 1480 del residuo aminodcido.

E1 ADN puede ser, por ejemplo, ADNc.

De acuerdo con otro aspecto de la presente invencion, se proporciona una molécula de ADN purificada de (a), (b)
o (c) seglin se ha definido antes, que contiene, ademds, al menos una mutacién en la secuencia de ADN que, si se
expresa en células del cuerpo humano, se asocia con la funcién celular alterada que se correlaciona con la fibrosis
quistica, en donde dicha mutacién incluye una delecion de tres nucledtidos que codifican fenilalanina en la posicién
508 del residuo aminoécido.

De acuerdo con otro aspecto de la invencion, se proporciona una sonda de dcido nucleico purificado que comprende
una secuencia de nucleétidos de ADN o ARN que corresponde a la secuencia de acuerdo con las caracteristicas (c),
(d) o (e) segun se define antes.

De acuerdo con otro aspecto de la invencion, se proporciona un vector de clonacién recombinante que comprende
una molécula de ADN de acuerdo con la invencién. El vector, de acuerdo con un aspecto de esta invencion, estd ope-
rativamente enlazado a una secuencia de control de la expresién en la molécula de ADN recombinante, de manera que
se puede expresar la proteina CFTR normal o, alternativamente, con la otra secuencia de ADN mutante seleccionada
se puede expresar el polipéptido CFTR mutante. La secuencia del control de la expresion se selecciona del grupo
que consiste en secuencias que controlan la expresion de genes de células procaridticas o eucaridticas y sus virus y
combinaciones.

En otro aspecto, la invencién comprende un huésped no humano, transformado con un vector de la invencién.

De acuerdo con otro aspecto de la invencidn, se proporciona un método para producir un polipéptido regulador de
la conductancia de la transmembrana de la fibrosis quistica (CFTR) normal o mutante, que comprende las etapas de:

(a) cultivar una célula huésped transfectada con el vector de la invencion en un medio y en condiciones favorables
para la expresién de un polipéptido CFTR normal o mutante; y

(b) aislar el polipéptido CFTR normal o mutante expresado.

De acuerdo con otro aspecto de la invencion, se proporciona una molécula de ADN purificada que comprende
una secuencia de ADN que codifica un polipéptido regulador de la conductancia de la transmembrana de la fibrosis
quistica (CFTR) mutante que tiene la secuencia de acuerdo con la figura 1 para las posiciones 1 a 1480 del residuo
aminodcido, o una forma polimérfica de dicho polipéptido en la que la sustitucién del aminodcido en las regiones
variables de dicho polipéptido con la secuencia de acuerdo con la figura 1 no afecta a su funcionamiento esencial, o su
perfil hidropético o estructura secundario o terciaria, caracterizado ademds por una delecién de tres nucledtidos que
codifican fenilalanina en la posicién 508 del residuo aminoécido.

De acuerdo con otro aspecto de la invencion, se proporciona un polipéptido regulador de la conductancia de la
transmembrana de la fibrosis quistica (CFTR) purificado, caracterizado por tener un peso molecular del péptido de
aproximadamente 170.000 dalton, seleccionado del grupo que consiste en:

(a) un polipéptido CFTR normal que tiene actividad que afecta a la conductancia de iones de la transmembrana de
la célula y que tiene la secuencia de acuerdo con la figura 1 para las posiciones 1 a 1480 del amino4cido o una
forma polimérfica de dicho polipéptido CFTR normal, en que la sustitucién del aminoécido en las regiones va-
riables de dicho polipéptido con la secuencia de acuerdo con la figura 1 no afecta a su funcionamiento esencial,
o su perfil hidropatico o estructura secundaria o terciaria; y

(b) un polipéptido CFTR mutante que tiene actividad de fibrosis quistica en células humanas y que tiene la secuencia
de acuerdo con la figura 1 para las posiciones 1 a 1480 del aminodcido, excepto por la delecion de fenilalanina
en la posicion 508 del residuo aminodcido.

De acuerdo con otro aspecto de la invencidn, se proporciona un polipéptido codificado por la expresién de una
secuencia de ADN de acuerdo con la invencion, exhibiendo dicho polipéptido la actividad inmunolégica o bioldgica
de polipéptido CFTR normal o mutante.
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De acuerdo con otro aspecto de la invencion, se proporciona un procedimiento para aislar la proteina CFTR normal
o mutante de acuerdo con la invencién a partir de células que contienen dicha proteina, que comprende las etapas de:

(a) solubilizar la proteina de una membrana celular seleccionada en la que se expresa dicha proteina CFTR normal
o mutante, para proporcionar una solucién de dicha proteina CFTR;

(b) separar dicha proteina CFTR de dicha solucién poniendo en contacto dicha solucién con anticuerpos contra
dicha proteina CFTR normal o mutante, estando dichos anticuerpos inmovilizados sobre un sustrato,

(c) aclarar dicho sustrato para separar proteina no adherida a dichos anticuerpos;
(d) liberar dicha proteina CFTR de dichos anticuerpos para aislar con ello dicha proteina CFTR, y
(e) purificar dicha proteina CFTR para separar cualquier otra proteina de mamifero remanente.

De acuerdo con otro aspecto de la invencién, un método de rastrear a un sujeto para determinar si dicho sujeto es
un portador de fibrosis quistica (CF) o un paciente de CF comprende:

proporcionar un ensayo para detectar en una muestra bioldgica a rastrear la presencia de al menos un miembro
procedente del grupo que consiste en un gen de CF normal, productos génicos de CF normal, un gen de CF
mutante, productos génicos de CF mutantes y sus mezclas, un polipéptido CFTR normal con una actividad que
afecta a la conductancia de iones en la transmembrana de la célula y que tiene la secuencia de acuerdo con la
figura 1 para las posiciones 1 a 1480 del amino4cido o una forma polimétfica de dicho polipéptido CFTR normal
en que la sustitucién de aminodcidos en las regiones variables de dicho polipéptido con la secuencia de acuerdo
con la figura 1 no afecta a su funcionamiento esencial, o su perfil hidropatico o estructura secundaria o terciaria,
un polipéptido CFTR mutante con actividad de fibrosis quistica en células humanas y que tiene la secuencia de
acuerdo con la figura 1 para las posiciones 1 a 1480 de aminodcidos excepto la delecién de fenilalanina en la
posicién 508 del residuo aminodcido, en donde el ensayo es

(1) un ensayo que implica hibridacion, o
(i1) un ensayo inmunolégico,

y/o se consigue utilizando una o mds hibridaciones que utilizan oligonucleétidos especificos, secuenciacion de
ADN directa, enzimas de restriccion, discriminacion sobre la base de la movilidad electroforética en geles con
agente desnaturalizante, proteccion de RNasa, escision quimica o el proceso de deteccién mediado por ligasa.

El ensayo de hibridacion puede incluir el uso de uno o més nucledtidos de acuerdo con la invencién, en donde dos
nucleétidos no son los mismos, nucleétidos que pueden ser marcados por cualquier medio conveniente.

En los casos en los que el método de ensayo es inmunoldgico y la muestra bioldgica incluye un polipéptido
regulador de la conductancia de la transmembrana de la fibrosis quistica (CFTR) normal del sujeto y/o un polipéptido
CFTR mutante del sujeto: teniendo dicho polipéptido CFTR normal la secuencia de acuerdo con la figura 1 para
las posiciones 1 a 1480 del aminoédcido o una forma polimérfica de dicho polipéptido en la que la sustitucion del
aminodcido en las regiones variables de dicho polipéptido con la secuencia de acuerdo con la figura 1 no afecta a su
funcionamiento esencial, o su perfil hidropatico o estructura secundaria o terciaria; y teniendo dicho polipéptido CFTR
mutante la secuencia de acuerdo con la figura 1 para las posiciones 1 a 1480 del aminoécido, excepto la delecién de
fenilalanina en la posicién 508 del residuo aminoécido.

El método de ensayo inmunolégico puede incluir anticuerpos especificos para un polipéptido CFIR normal y/o
mutante. Los anticuerpos para uso en el método pueden ser monoclonales.

De acuerdo con otro aspecto de la invencidn, el método de rastreo de un sujeto de la invencion se lleva a cabo en
un feto en el ttero.

De acuerdo con otro aspecto de la invencion, se proporciona un procedimiento para rastrear un portador o paciente
de fibrosis quistica (CF) potencial para identificar la presencia de una mutacion de la fibrosis quistica identificada en
el gen de CF que codifica un polipéptido regulador de la conductancia en la transmembrana de la fibrosis quistica
(CFTR) que tiene la secuencia de acuerdo con la figura 1 desde la posicién 1 a la posicién 1480 del aminoacido o
una forma polimérfica de dicho polipéptido, en cuya sustitucién de aminodcido en las regiones variables de dicho
polipéptido con la secuencia de acuerdo con la figura 1 no afecta a su funcionamiento esencial, o su perfil hidropatico
o estructura secundaria o terciaria, incluyendo dicho procedimiento las etapas de:

(a) hibridar una sonda de ADN de acuerdo con la reivindicacién 3 sobre ADN genémico aislado procedente de
dicho portador de CF potencial o dicho paciente potencial, abarcando dicha sonda de ADN dicha mutacién de
fibrosis quistica en dicho gen de CF, en donde dicha sonda de ADN es capaz de detectar dicha mutacién de la
fibrosis quistica; y
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(b) tratar dicho ADN genémico para determinar la presencia o ausencia de dicha sonda de ADN vy, con ello, indicar,
de acuerdo con una manera predeterminada de hibridacion, la presencia o ausencia de dicha mutacién de fibrosis
quistica.

En un aspecto adicional, la invencién comprende un procedimiento para detectar portadores o pacientes de fibrosis
quistica, en donde dicho procedimiento consiste en poner en contacto un gen de CF del paciente o portador con una
endonucleasa de restriccion, determinar la presencia o ausencia de un sitio de endonucleasa de restriccion en el gen
de CF y comparar el modelo de los sitios de endonucleasa de restriccion en el gen de CF con un gen de CF normal
que corresponde a la secuencia de nucledtidos que codifica el polipéptido entre el residuo aminoécido en la posicién
1y 1480 de la figura 1, la presencia de sitios adicionales al gen de CF normal o la ausencia de sitios en el gen de CF
normal indicativos de un gen de CF mutante.

En otro aspecto de la invencion, se proporciona un procedimiento para detectar portadores de fibrosis quistica, en
donde dicho procedimiento consiste en determinar una movilidad diferencial de productos de PCR heteroduplex en
geles de poliacrilamida como resultado de inserciones o deleciones en el gen de CF mutante comparado con el gen de
CF normal correspondiente a la secuencia de nucleétidos que codifica el polipéptido entre el residuo aminoécido en la
posicién 1y 1480 de la figura 1.

De acuerdo con otro aspecto de la invencién, se proporciona un estuche para someter a ensayo, mediante inmunoen-
sayo, la presencia de un gen de CF normal correspondiente a la secuencia de nucleétidos que codifica al polipéptido
entre el residuo aminodcido en la posicién 1y 1480 de la figura 1 o un gen de CF mutante que tiene al menos una
delecion de tres pares de bases en el gen de CF normal, delecién que da como resultado la delecion de una fenilalanina
procedente de un residuo aminoacido de la posicién 508 de la figura 1, que comprende:

(a) un anticuerpo que se une especificamente a un producto génico del gen de CF normal o el gen de CF mutante;
(b) medios de reactivos para detectar la unién del anticuerpo al producto génico; y

(c) estando los medios de anticuerpo y reactivos cada uno presentes en cantidades eficaces para llevar a cabo el
inmunoensayo.

De acuerdo con un aspecto adicional de la invencién, se proporciona un estuche para someter a ensayo la presencia
de un gen de CF normal correspondiente a la secuencia de nucleétidos que codifica el polipéptido entre el residuo
aminodcido en la posicién 1 y 1480 de la figura 1 o un gen de CF mutante que tiene al menos una delecion de tres
pares de bases en el gen de CF normal, delecién que da como resultado la delecién de una fenilalanina procedente del
residuo aminodcido en la posicién 508 de la figura 1, mediante hibridacién, que comprende:

(a) unasonda de oligonucleétido que se une especificamente al gen de CF normal o al gen de CF mutante;

(b) medios de reactivos para detectar la hibridacién de la sonda de oligonucleétido al gen de CF normal o al gen de
CF mutante; y

(c) estando presentes cada uno de los medios de sonda y reactivos en cantidades eficaces para llevar a cabo el
ensayo de hibridacion.

De acuerdo con un aspecto adicional de la invencidn, se proporciona un anticuerpo regulador de la conductancia en
la transmembrana anti-fibrosis quistica (CFTR), policlonal o monoclonal, inmunolégicamente activo, especifico para
un polipéptido CFTR de acuerdo con la invencién. Es un aspecto adicional de la invencion un hibridoma que produce
el anticuerpo monoclonal de la invencidn.

En otro aspecto, la invencién comprende una composicion para el tratamiento de la fibrosis quistica en un paciente
que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de un polipéptido CFTR normal purificado de la invencién. El
vehiculo puede incluir una proteina tensioactiva de los pulmones para facilitar 1a aplicacién de la composicion a células
epiteliales respiratorias.

De acuerdo con otro aspecto de la invencién, se proporciona una composicion para la terapia génica de la fibrosis
quistica, que comprende una molécula de ADN de acuerdo con la invencién y un vehiculo para suministrar dicha
molécula de ADN a una célula de un paciente de fibrosis quistica. El vehiculo puede ser, por ejemplo, un vector
recombinante.

De acuerdo con otro aspecto de la invencion, se proporciona un animal no humano que comprende un sistema
de células heterdlogo que comprende un vector de clonacién recombinante de acuerdo con la invencidn, vector que
induce sintomas de fibrosis quistica en dicho animal.

De acuerdo con otro aspecto de la invencion, un ratén transgénico que exhibe sintomas de fibrosis quistica se
puede obtener mediante las etapas que comprenden introducir un gen de fibrosis quistica que codifica una proteina
reguladora de la conductancia en la transmembrana de la fibrosis quistica mutante que incluye al menos una delecién
de fenilalanina en la posicién correspondiente a 508 en la figura 1 en un oocito de ratén, o un embrién de ratén;
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y opcionalmente, inactivar el gen de la fibrosis quistica de ratén endégeno.

Con el fin de entender con mayor detalle la invencién se hard ahora referencia a los dibujos que se acompafian, en
los que:

la figura 1 es la secuencia de nucleétidos del gen de CF y la secuencia de aminoécidos de la proteina CFTR;

la figura 2 es un mapa de restriccion del gen de CF y la estrategia esquemdtica utilizada para el desplazamiento y
el salto del cromosoma al gen;

la figura 3 es un mapa de electroforesis en gel de campo pulsado de la regién que incluye y rodea al gen de CF;

las figuras 4A, 4B y 4C muestran la deteccién de secuencias de nucledtidos conservadas mediante hibridacién en
especies cruzadas;

la figura 4D es un mapa de restriccién de segmentos solapantes de sondas E4.3 y H1.6;

la figura 5 es un andlisis de hibridacion de borrones de ARN utilizando sondas gendmicas y de ADNc. Se muestra
la hibridacién de ARN a fibroblastos, traquea (normal y CF), pancreas, higado, HL.60, T84 y cerebro;

la figura 6 es el estado de metilacion de la regién clonada E4.3 en el extremo 5’ del gen de CF;

la figura 7 es un mapa de restriccién del ADNc de CFTR que muestra la alineacién del ADNc con respecto a los
fragmentos de ADN gendmico;

la figura 8 es un andlisis de los borrones de gel de ARN que describe la hibridacién mediante una porcién del
ADNCc de CFTR (clon 10-1) a un transcrito de ARNm de 6,5 kb en diversos tejidos humanos;

la figura 9 es un andlisis de hibridacién de un borrén de ADN que representa la hibridacién mediante los clones de
ADNCc de CFTR al ADN genémico digerido con Eco RI y Hind I1I;

la figura 10 es un experimento de extension del cebador que caracteriza los extremos 5’ y 3° del ADNc de CFTR;

la figura 11 es un perfil de hidropatia y muestra estructuras secundarias predichas de CFTR;

la figura 12 es un andlisis mediante matriz de puntos de homologfas internas en el polipéptido de CFTR predicho;

la figura 13 es un modelo esquemaético de la proteina de CFTR predicha;

la figura 14 es un diagrama esquematico de polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccién (RFLP’s, del
inglés restriction fragment length polymorphisms) estrechamente ligados al gen de CF, en el que el tridngulo invertido

indica la localizacién de la delecion de tres pares de bases F508;

la figura 15 representa la deteccion de la mutacién de F508 mediante hibridacién de oligonucleétidos, detectando
la sonda N la secuencia normal y detectando la sonda F la secuencia mutante de CF;

la figura 16 representa la alineacién de los segmentos mds conservados de los NBI's extendidos de CFTR con
regiones equiparables de otras proteinas;

la figura 17 es la secuencia de ADN en torno a la delecién F508;

la figura 18 es una representacion del gel de secuenciacién de nucleétidos que muestra la secuencia de ADN en la
delecion F508;

las figuras 19A y 19B son geles de poliacrilamida tefiidos de azul Coomassie después de la electroforesis de
proteinas procedentes de lisados bacterianos (JM 101), bacterias que fueron transformadas con los plasmidos pGEX;

la figura 20 son inmuno-borrones de lisados bacterianos que contienen la proteina de fusién n° 1 (en la Tabla 8)
con sueros pre-inmunes e inmunes procedentes de dos conejos diferentes;

La figura 21 es un inmuno-borrén de membranas T-84 utilizando suero inmune procedente del conejo n° 1 de la
figura 20; y

la figura 22 son borrones de inmuno-puntos sondados con sueros pre-inmunes € inmunes de un conejo inmunizado
con el conjugado KLH del péptido n° 2 de la Tabla 8.

Con el fin de poder entender con mayor detalle la invencién, se describirdn ahora realizaciones de la misma, sélo
a modo de ilustracion.
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1. Definiciones

Con el fin de facilitar la revision de las diversas realizaciones de la invencién y comprender los diversos elementos
y constituyentes utilizados en la realizacién de la invencion y utilizando la misma, la siguiente definicién de términos
y expresiones utilizados en la descripcion de la invencion es como sigue:

CF - fibrosis quistica

Portador de CF - una persona de salud aparente cuyos cromosomas contiene un gen de CF mutante que puede ser
transmitido a la descendencia de esa persona.

Paciente de CF - una persona que porta un gen de CF mutante en cada cromosoma, de modo de exhiben los
sintomas clinicos de fibrosis quistica.

Gen de CF - el gen cuyas formas mutantes se asocian con la enfermedad fibrosis quistica. Se entiende que esta
definicién incluye los diversos polimorfismos de la secuencia que existen, en donde sustituciones de nucleétidos en la
secuencia del gen no afectan a la funcién esencial del producto génico. Este término se refiere principalmente a una
secuencia codificada aislada, pero también puede incluir alguna o la totalidad de los elementos y/o intrones reguladores
flanqueantes.

CF-PI - fibrosis quistica pancredtica insuficiente, el subgrupo clinico principal de pacientes de fibrosis quistica,
caracterizados por una funcién exocrina pancreatica insuficiente.

CF-PS - fibrosis quistica pancredtica suficiente, un subgrupo clinico de pacientes de fibrosis quistica con una
funcién exocrina pancredtica suficiente para la digestién normal de los alimentos.

CFIR - proteina reguladora de la conductancia de la transmembrana de fibrosis quistica, codificada por el gen de
CF. Esta definicién incluye la proteina segtin se aisla de fuentes humanas o animales, segtin se produce por organismos
recombinantes, y segun se sintetiza quimica o enzimaticamente. Se entiende que esta definicién incluye las diveras
formas polimorfas de la proteina en donde sustituciones de aminodcidos en las regiones variables de la secuencia no
afectan al funcionamiento esencial de la proteina o su perfil hidropatico o estructura secundaria o terciaria.

ADN - la nomenclatura convencional se utiliza para identificar las bases.

ADN sin intrones - un trozo de ADN que carece de los segmentos no codificadores internos, por ejemplo ADNc.

Secuencia del locus IRP - (relacionada con proto-oncogen int-1), un gen localizado préximo al gen de CF.

CFTR mutante - una proteina que es muy andloga a CFTR en trminos de estructuras primaria, secundaria y
terciaria, pero en donde un pequefio nimero de sustituciones y/o deleciones y/o inserciones de aminodcidos dan como
resultado un deterioro de su funcién esencial, de modo que organismos cuyas células epiteliales expresan CFTR
mutante més que CFTR muestran los sintomas de la fibrosis quistica.

mCF - un gen de ratén ortélogo al gen de CF humano

NBFs - pliegues de unién de nucleétidos (ATP)

OREF - marco de lectura abierta

PCR - reaccién en cadena de la polimerasa

Proteina - se utiliza una nomenclatura convencional de una sola letra para identificar los amino4cidos

Dominio R - un dominio citopldsmico muy cargado de la proteina CFTR

RSV - virus del sarcoma de Rous

SAP - proteina tensioactiva

RFLP - polimorfismo de la longitud del fragmento de restriccion
2. Aislamiento del gen de CF

Utilizando el desplazamiento y salto de cromosomas y la hibridacién de ADNc, se han aislado secuencias de
ADN que abarcan > 500 pares de kilobases (kb) a partir de una region en el brazo largo del cromosoma 7 humano que
contiene el gen de la fibrosis quistica (CF). En esta region se han identificado varias secuencias transcritas y segmentos
conservados. Uno de éstos corresponde al gen de CF y abarca aproximadamente 250 kb de ADN genémico. Clones

de ADN complementario (ADNCc) solapantes han sido aislados de bancos de células epiteliales con un segmento
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de ADN gendmico que contiene una porcion del gen de la fibrosis quistica. LLa secuencia de nucleétidos del ADNc
aislado se muestra en la figura 1. En cada fila de las respectivas secuencias, la fila inferior es una lista, en nomenclatura
convencional, de la secuencia de nucledtidos. La fila superior en cada fila respectiva de secuencias es una nomenclatura
convencional de una sola letra para el aminoacido correspondiente al respectivo codon.

Transcritos de un tamaiio de aproximadamente 6500 nucleétidos se pueden detectar en tejidos afectados en pacien-
tes con CF. En base a la secuencia de nucledtidos aislada, la proteina predicha consiste en dos regiones similares, cada
una de las cuales contiene un primer dominio que tiene propiedades consistentes con la asociacion de la membrana y
un segundo dominio que se piensa estd implicado en la unién a ATP.

Una delecién de 3 pb da como resultado la omisién de un residuo fenilalanina en el centro del primer dominio de
unién de nucleétidos predicho (posicién del aminodcido 508 del producto génico CF) ha sido detectada en pacientes
de CF. Esta mutacion en la secuencia de ADN normal de la figura 1 corresponde a aproximadamente el 70% de las
mutaciones en pacientes de fibrosis quistica. Datos de haplotipo ampliados, basados en marcadores de ADN estrecha-
mente enlazados al supuesto gen de la enfermedad sugieren que el resto de la agrupacion de genes mutantes de CF
consiste en miltiples mutaciones diferentes. Un pequefio conjunto de estos tiltimos alelos mutantes (aproximadamente
el 8%) puede conferir una funcién exocrina pancredtica residual en un subgrupo de pacientes que son pancredticos
suficientes.

2.1. Marcha y salto de los cromosomas

Grandes cantidades del ADN que rodea a las regiones de enlace D7S122 y D75340 de Rommens et al supra se
investigaron en cuanto a secuencias de genes candidatas. Ademds de los métodos de marcha de cromosomas conven-
cionales, se emplearon técnicas de salto de cromosomas para acelerar el proceso de investigacién. A partir de cada
punto extremo de salto se podria iniciar una nueva marcha bidireccional. Marchas secuenciales retenidas por regiones
“no clonables”, con las que a menudo se topa en el genoma de mamiferos, podrian ser evitadas mediante un salto del
cromosoma.

El banco de saltos de cromosomas utilizado ha sido previamente descrito [Collins et al, Science 325, 1046 (1987);
Tanuzzi et al, Am. J. Hum. Genet. 44, 695 (1989)]. El banco original se prepar a partir de un gel de campo pulsado
preparativo y se pretendi6é que contuviera fragmentos parciales de Eco RI de 70-130 kb; la subsiguiente experiencia
con este banco indica que también estaban representados fragmentos mas pequefios, y se han encontrado tamafios
de saltos de 25-110 kb. El banco se extendié en placas sobre MC1061 huésped sup~ y se rastre6 mediante técnicas
convencionales [Maniatis et al]. Los clones positivos se subclonaron en pBRA23Ava, y el comienzo y final del salto se
identific6é mediante digestion con Eco RI 'y Ava 1 segtin se describe en Collins, Genome analysis: A practical approach
(IRL, Londres, 1988), pags. 73-94). Para cada clon, se verificé un fragmento desde el extremo del salto para confirmar
su localizacion en el cromosoma 7. La region del cromosoma contigua cubierta por la marcha y salto del cromosoma
era de aproximadamente 250 kb. La direccién de los saltos se desvié mediante una eleccion cuidadosa de las sondas,
segtin se describe por Collins et al e Ianuzzi et al, supra. La region completa clonada, incluidas las secuencias aisladas
con el uso del ADNc del gen de CF, es de aproximadamente 500 kb.

La representacion esquemadtica de la estrategia de marcha y salto de los cromosomas se ilustra en la figura 2. Los
exones del gen de CF se indican mediante nimeros romanos en esta figura. Las lineas horizontales por encima del
mapa indican las etapas de marcha, mientras que los arcos por encima del mapa indican las etapas de salto. La figura
avanza de izquierda a derecha en cada una de las seis filas, con la direccidn de los extremos hacia 7cen y 7qter como se
indica. Fl mapa de restriccion para las enzimas Eco RI, Hind III y Bam HI se muestra por encima de la linea continua,
que abarca la regién completa clonada. Sitios de restriccion indicados con flechas mds que lineas verticales indican
sitios que no han sido inequivocamente posicionados. Sitios de restriccién adicionales para otras enzimas se muestran
por debajo de la linea. Los huecos en la region clonada se indican mediante.

Estos se producen tnicamente en la porcién detectada por los clones de ADNc del transcrito de CF. En base a la
representacion en mapa de campo pulsado de la regién, no es probable que los huecos sean grandes. LLos clones de
marcha, segiin se indica por las flechas horizontales por encima del mapa, tienen la direccion de la flecha que indican
el progreso de la marcha obtenido con cada uno de los clones. L.os clones c6smidos comienzan con la letra c¢; todos
los otros clones son fagos. El césmido CF26 demostré ser una quimera; la porcién de linea discontinua se deriva
de un fragmento gendémico diferente en otro cromosoma. LLos nimeros romanos I a XXIV indican la localizacién de
exones del gen de CF. Los recuadros horizontales mostrados por encima de la linea son sondas utilizadas durante los
experimentos. Tres de las sondas representan la subclonacién independiente de fragmentos previamente identificados
para detectar polimorfismos en esta regién: H2.3A corresponde a la sonda XV2C (X. Estivill et al, Nature, 326: 8§40
(1987)), la sonda E1 corresponde a KM19 (Estivill, supra), y la sonda F4.1 corresponde a Mp6d.9 (X. Estivill et al.
Am. J. Hum. Genet. 44, 704 (1989)). G-2 es un subfragmento de E6 que detecta una secuencia transcrita. R161, R159
y R160 son oligonucledtidos sintéticos construidos a partir de partes de la secuencia del locus de IRP [B. J. Wainwright
etal, EMBO J., 7:1743 (1988)], indicando la localizacién de este transcrito en el mapa genémico.

Dado que los dos marcadores de ADN independientemente aislados, D7S122 (pH131) y D7S340 (TM58), estaban
tnicamente separados aproximadamente 10 kb (figura 2), las marchas y los saltos se iniciaron esencialmente desde un
tnico punto. La direccién de la marcha y salto con respecto a MET y D7S8 se estableci6 luego con el cruzamiento
de varios sitios de reconocimiento de la endonucleasa de restriccién que corta contadas veces (tales como para Xho
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I, Nru Iy Not I, véase la figura 2) y con referencia al mapa fisico de largo intervalo de J. M. Rommens et al. Am.
J. Hum. Genet., en prensa; A. M. Poustka, et al, Genomics 2, 337 (1988); M. L. Drumm et al. Genomics 2, 346
(1988). Los datos de la representacién en mapa de campo pulsado revelaron también que el sitio Not I identificado
por los autores de la presente invencion (véase la figura 2, posicion 113 kb) correspondia al previamente encontrado
asociado con el locus IRP (Estivill et al 1987, supra). Dado que los subsiguientes estudios genéticos demostraron que
CF estaba localizado, lo més probablemente, entre IRP y D7S8 [M. Farrall et al, Am. J. Hum. Genet. 43, 471 (1988),
B. - S. Kerem et al. Am. J. Hum. Genet. 44, 827 (1989)], el esfuerzo de marcha y salto continué exclusivamente hacia
Ia clonacién de este intervalo. Sin embargo, se aprecia que se localizaron e investigaron ampliamente otras regiones
codificantes, segun se identifica en la figura 2, por ejemplo G-2, CF14 y CF16. Investigaciones extensas de este tipo
de estas otras regiones revelaron que éstas no eran el gen de CF basado en los datos genéticos y en el andlisis de la
secuencia. Dada la carencia de conocimientos de la localizacién del gen de CF y sus caracteristicas, el examen extenso
y laborioso de las presuntas regiones codificantes contiguas no avanzo la direccion de investigacion del gen de CF. Sin
embargo, estas investigaciones eran necesarias con el fin de excluir la posibilidad de que el gen de CF se encontrara
en estas regiones.

Se encontr6 que tres regiones en el segmento de 280 kb no eran facilmente recuperables en los bancos genémicos
amplificados inicialmente utilizados. Estas regiones menos clonables estaban situadas préximas a los segmentos de
ADN H2.3A y X.6, y justo mas alld del cosmido cW44, en las posiciones 75-100 kb, 205-225 kb y 275-285 kb en la
figura 2, respectivamente. Se encontré que los clones recombinantes proximos a H2.3A eran muy inestables con redis-
posiciones drdsticas sélo después de unos cuantos pasos de cultivo bacteriano. Para rellenar los huecos resultantes, se
construyeron bancos de marcha primarios utilizando sistemas de huésped-vector especiales, de los que se ha resefiado
permiten la propagacion de secuencias inestables [A. R. Wyman, L. B. Wolfe, D. Botstein, Proc. Nat. Acad. Sci. U. S.
A. 82,2880 (1985); K. F. Wertman, A. R. Wyman, D. Botstein, Gene 49, 253 (1986); A. R. Wyman, K. F. Wertman, D.
Barker, C. Helms, W. H. Petri, Gene, 49, 263 (1986)]. A pesar de que la regién préxima al césmido cW44 permanece
sin recuperar, la regién proxima a X.6 se rescaté con éxito con estos bancos.

2.2 Construccion de bancos gendmicos

Los bancos gendmicos se construyeron segun los procesos descritos en Maniatis, et al., Molecular Cloning: A
Laboratory Manual (Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, Nueva York 1982) y se listan en la Tabla
1. Esta incluye bancos de ocho fagos, uno de los cuales fue proporcionado por T. Maniatis [Fritsch et al, Cell, 19:959
(1989)]; el resto se construy6é como parte de este trabajo de acuerdo con los procesos descritos en Maniatis et al,
supra. Se clonaron cuatro bancos de fagos en ADASH (comercialmente disponible de Stratagene) y tres en AFIX
(comercialmente disponible de Stratagene), con los brazos del vector proporcionados por el fabricante. Se construy6
un banco ADASH a partir de ADN parcialmente digerido con Sau 3A procedente de un hibrido humano-hamster que
contenfa el cromosoma 7 humano (4AF/102/K015) [Rommens et al Am. J. Hum. Genet 43, 4 (1988)] y otros bancos
a partir de la digestion parcial con Sau 3A, total con Bam HI o total con Eco RI de la sangre periférica humana o de
ADN linfoblastoide. Para evitar la pérdida de secuencias inestables, se propagaron cinco de los bancos de fagos en
los huéspedes DB1316 (recD™), CES 200 (recBC™) [Wyman et al, supra, Wertman et al supra, Wyman et al supral; o
TAPI0 [Patterson et al Nucleic Acids Res. 15:6298 (1987)] deficientes en la recombinacién. Luego se construyeron
tres bancos de césmidos. En uno de ellos, se utilizé el vector pCV108 [Lau et al Proc. Natl, Acad. Sci USA 80:5225
(1983)] para clonar ADN parcialmente digerido (Sau 3A) a partir de 4AF/102/K015 [Rommens et al Am. J. Hum.
Genet. 43:4 (1988)]. Se prepard un segundo banco de c6smidos clonando ADN linfoblastoide humano parcialmente
digerido (Mbo I) en el vector pWE-IL2R, preparado al insertar el ADNc impulsado por el promotor de RSV (virus
del sarcoma de Rous) para la cadena « del receptor de interleuquina-2 (suministrada por M. Fordis y B. Howard) en
el lugar del gen de resistencia a neo de pWE15 [Wahl et al Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84:2160 (1987)]. Se prepard
un banco de césmidos adicional parcial de Mbo I en el vector pWE-IL2-Sal, creado al insertar un enlazador Sal I en
el sitio de clonacién Bam HI de pWE-EL2R (M. Drumm, datos no publicados); esto permite el uso de la técnica de
relleno parcial para ligar los extremos Sal I y Mbo I, evitando inserciones en tandem [Zabarovsky et al Gene 42:19
(1986)]. Los bancos de césmidos se propagaron en cepas huésped de E .coli DH1 0 490A [M. Steinmetz, A. Winoto,
K. Minard, L. Hood, Cell 28, 489 (1982)].
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TABLA 1

Bancos gendmicos

Fuente de ADN humano

Ref.
A Charon
4A

pCV108

Adash

Adash

Adash

Adash

AFIX

AFIX

AFIX

pWE-IL2R

PWE-IL2R-

Sal

ACh3Aa
Alac
(salto)

ADN total de higado
humano parcialmente
digerido con
Hae II/Alu I

ADN parcialmente
digerido con Sau 3A
procedente de 4AF/KO15

ADN parcialmente
digerido con Sau 3A
procedente de 4AF/KO1l5

ADN total de la sangre
periférica humana par-
cialmente digerido con
Sau 3A

ADN total de la sangre
periférica humana par-

cialmente digerido con
Bam HI

ADN total de la sangre
periférica humana par-
cialmente digerido con
Eco RI

ADN linfoblastoide
humano parcialmente
digerido con Mbo I

ADN linfoblastoide
humano parcialmente
digerido con Mbo I

ADN linfoblastoide
humano parcialmente
digerido con Mbo I

ADN linfoblastoide
humano parcialmente
digerido con Mbo 1

ADN linfoblastoide
humano parcialmente
digerido con Mbo I

ADN linfoblastoide

humano parcialmente
digerido con Mbo I

{24-110 kb)

11

Huésped

LE392

DK1

LE392

DB1316

DB1316

DB1316

LE382

CE200

TAP30

4390A

490A

MC1061

Complejidad

1 x 10°
(amplificado)

Lawn
et al
1980

3 x 10°
(amplificado)

1 x 10°
(amplificado)

1,5 x 10°

1,5 x 10°

8 x 10°

1,5 x 10°

1,2 x 10°

1,3 x 10°

5 x 10°

1,2 x 10°

3 x 10° collins
et al
supra e
Ianuzzi

et al

supra
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Tres de los bancos de fagos se propagaron y amplificaron en la cepa bacteriana LE392 de E .coli. Cuatro bancos
subsiguientes se extendieron en placas sobre los huéspedes DB1316 (recD™) o CES200 (rec BC™) deficientes en
la recombinacién [Wyman 1985, supra; Wertman 1986, supra; y Wyman 1986, supra] o en un caso TAP90 [T.A.
Patterson y M. Dean, Nucleic Acids Research 15, 6298 (1987)].

Se purificaron segmentos de ADN de una copia sencilla (exentos de elementos repetitivos) proximos a los extremos
de cada inserto de fago o césmido y se utilizaron como sondas del rastreo de bancos para aislar fragmentos de ADN
solapantes mediante procesos convencionales. (Maniatis, et al, supra).

1-2 x 10° clones de fagos se extendieron en 25-30 placas de Petri de 150 mm con el huésped bacteriano indicador
apropiado y se incubaron a 37°C durante 10-16 h. Se prepararon “elevadores” por duplicado para cada placa con
membranas de nitrocelulosa o nilén, se prehibridaron e hibridaron en las condiciones descritas [Rommens et al, 1988,
supra). Las sondas se marcaron con **P hasta una actividad especifica de > 5 x 10® cpm/ug utilizando el proceso
de imprimacion aleatorio [A. P. Feinberg y B. Vogelstein, Anal. Biochem. 132, 6 (1983)]. El banco de césmidos se
esparci6 sobre placas que contenian ampicilina y se rastreo de una manera similar.

Las sondas de ADN que dieron altas sefiales de fondo pudieron utilizarse de nuevo con més éxito pre-asociando
la sonda en ebullicién con 250 ug/ml de ADN de la placenta desnaturalizada, cizallada durante 60 minutos antes de
afiadir la sonda a la bolsa de hibridacién.

Para cada etapa de marcha, la identidad del fragmento de ADN clonado se determiné mediante hibridacién con
un panel hibrido de células somaticas para confirmar su localizacién en el cromosoma, y mediante representacion en
mapa de restriccion y andlisis de transferencia Southern para confirmar su colinearidad con el genoma.

Laregion clonada combinada total de las secuencias de ADN gendmico aisladas y los clones de ADNc solapantes
se extendieron > 500 kb. Para asegurar que los segmentos de ADN aislados por los procesos de marcha y salto del
cromosoma fueran colineares con la secuencia genémica, cada segmento se examing:

(a) mediante andlisis de hibridacién con lineas de células hibridas somaticas de seres humanos-roedores para con-
firmar la localizacién del cromosoma 7,

(b) electroforesis en gel de campo pulsado, y
(c) comparacién del mapa de restriccion del ADN clonado con el del ADN genémico.

Por consiguiente, secuencias de ADN humano de una copia sencilla se aislaron de cada fago recombinante y del
clon del césmido y se utilizaron como sondas en cada uno de estos andlisis de hibridacién segun se realiza por el
proceso de Maniatis, et al, supra.

Mientras que la mayoria de los materiales aislados de fagos y cosmidos representaban clones de marcha y salto
correctos, unos pocos procedian de artefactos de clonacién o secuencias de hibridacién cruzada procedentes de otras
regiones en el genoma humano o del genoma de hamster en los casos en los que los bancos se derivaban de una linea
de células hibridas de ser humano-hdmster. La confirmacién de la localizacion correcta era particularmente importante
para clones aislados mediante el salto del cromosoma. Se consideraron muchos clones de salto y dieron como resultado
una informacién no conclusiva que conducia a la direccién de investigacion fuera del gen.

2.3 Confirmacion del mapa de restriccion
La confirmacién adicional del mapa fisico global de los clones solapantes se obtuvo mediante un andlisis de

representacion en mapa de restriccion de intervalo amplio con el uso de electroforesis en gel de campo pulsado (J. M.
Rommens, et al. Am. J. Hum. Genet. en prensa, A. M. Poustka et al, 1988, supra, M. L. Drumm et al, 1988 supra).

Las figuras 3A a 3E ilustran los hallazgos del estudio de la representacién en mapa de restriccion de amplio
intervalo, en el que en el panel E se da una representacion esquematica de la region. EI ADN procedente de la linea de
células de ser humano-hdmster 4AF/102/K015 se digeri6 con las enzimas (A) Sal I, (B) Xho I, (C) Sfil y (D) Nae I,
se separ6 mediante electroforesis en gel de campo pulsado y se transfirié a Zetaprobe® (BioRad). Para cada enzima,
un borrén sencillo se hibridé secuencialmente con las sondas indicadas por debajo de cada uno de los paneles de las
figuras A a D, con una separacion por arrastre del borrén entre hibridaciones. LLos simbolos para cada enzima de la
figura 3E son: A, Nae [; B, Bss HII; F. Sfi I; L, Sal I; M, Mlu [; N, Not I; R, Nru I; y X, Xho 1. C corresponde a
la region de la zona de compresion del gel. Los preparados de ADN, la digestioén por restriccién y los métodos de
electroforesis en gel de campo cruzado han sido descritos (Rommens et al, en prensa, supra). Los geles en la figura
3 se extendieron en 0,5 x TBE a razén de 7 voltios/cm durante 20 horas con una conmutacién de una rampa lineal
de 10-40 segundos para (A), (B) y (C), y a razén de 8 voltios/cm durante 20 horas con una conmutacién con una
rampa lineal de 50-150 segundos para (D). Para cada panel se indican a continuacién interpretaciones esquematicas
del modelo de hibridacion. Los tramos de fragmento se dan en kilobases y se dimensionaron mediante comparacion
con el bacteri6fago AADN oligomerizado y cromosomas de Saccharomyces cerevisiae.

H4.0, J44, EG1.4 son sondas gendémicas generadas a partir de los experimentos de marcha y salto (véase la figura
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2). J30 ha sido aislado mediante cuatro saltos consecutivos desde D7S8 (Collins et al, 1987, supra; lanuzzi et al, 1989,
supra; M. Dean et al, sometido a publicacién). 10-1, B.75 y CE1.5/1.0 son sondas de ADNc que cubren diferentes
regiones del transcrito de CF: 10-1 contiene los exones I-VI, B.75 contiene los exones V-XII y CE1.5/1.0 contiene los
exones XII-XXIV. En la figura 3E se muestra un mapa compuesto del intervalo completo de MET - D7S8. La region
encuadrada indica el segmento clonado mediante marcha y salto, y la porcion de barras indica la regién cubierta por
el transcrito de CF. La region rica en CpG asociada con el locus D7523 (Estivill et al, 1987, supra) se encuentra en
el sitio Not I mostrado entre paréntesis. Este y otros sitios mostrados entre paréntesis o corchetes no se cortan en
4AF/102/K0135, sino que se han observado en lineas de células linfoblastoides humanas.

2.4 Identificacion del gen de CF

Basado en los hallazgos de la representacion en mapa de restriccion de amplio intervalo detallada anteriormente,
se determiné que el gen de CF completo estd contenido en un fragmento Sal I de 380 kb. La alineacién de los sitios
de restriccion derivados del andlisis en gel de campo pulsado con los identificados en los clones de ADN genémico
parcialmente solapantes revelaron que el tamafio del gen de CF era de aproximadamente 250 kb.

La enzima de restriccién mds informativa que servia para alinear el mapa de los fragmentos de ADN clonados y
el mapa de restriccion de amplio intervalo era Xho I; la totalidad de los 9 sitios Xho I identificados con los clones
de ADN recombinante parecieron ser susceptibles a al menos una escision parcial en el ADN genémico (compérense
los mapas de las figuras 1 y 2). Ademds, andlisis de hibridacién con sondas derivadas del extremo 3’ del gen de CF
identificaron 2 sitios Sfil y confirmaron la posicion de un sitio Nae I anticipado.

Estos hallazgos sustentan ademds la conclusion de que los segmentos de ADN aislados por procesos de marcha y
salto de cromosoma eran colineares con la secuencia genuina.

2.5 Criterios de identificacion

Un resultado positivo basado en uno o mas de los siguientes criterios sugirié que un segmento de ADN clonado
puede contener secuencias de genes candidatos:

(a) deteccion de secuencias de hibridacién cruzada en otras especies (dado que muchos genes muestran una con-
servacion evolutiva),

(b) identificacion de islas de CpG que a menudo marcan el extremo 5° de los genes de vertebrados [A. P. Bird,
Nature, 321, 209 (1986); M. Gardiner-Garden y M. Frommer, J. Mol. Biol. 196, 261 (1987)],

(c) examen de posibles transcritos de ARNm en tejidos afectados en pacientes de CF,
(d) aislamiento de secuencias de ADNc correspondientes,
(e) identificacion de marcos de lectura abierta mediante secuenciacién directa de segmentos de ADN clonados.

La hibridacion de especies cruzadas mostr6 una fuerte conservacioén de la secuencia entre ADN humano y bovino
cuando como sondas se utilizaron CF14, E4.3 y H1.6, cuyos resultados se muestran en las figuras 4A, 4B y 4C.

ADNs gendémicos humanos, bovinos, de ratén, hamster y pollo se digerieron con Eco RI (R), Hind III (H) y Pst I
(P), se sometieron a electroforesis y se transfirieron a Zetabind® (BioRad). Los procesos de hibridacién de Rommens
etal, 1988, supra, se utilizaron con el lavado més estricto a 55°C, 0,2 X SSC y SDS al 0,1%. Las sondas utilizadas para
la hibridacién, en la figura 4, incluyen: (A) el césmido CF14 completo, (B) E4.3, (C) H1.6. En la vista esquemadtica de
la figura (D) la regién sombreada indica la zona de la conservacién de especies cruzadas.

El hecho de que en ADN bovino se detectaran diferentes conjuntos de bandas con dos segmentos de ADN sola-
pantes (H1.6 y E4.3) sugiri6 que las secuencias conservadas estaban localizadas en los limites de la regién solapada
(figura 4, (D)). Cuando estos segmentos de ADN se utilizaron para detectar transcritos de ARN procedentes de una
diversidad de tejidos, no se detect6 ninguna sefial de hibridacién. En un intento de comprender la regién de hibridacién
cruzada y de identificar posibles marcos de lectura abierta, se determinaron las secuencias de ADN del H1.6 completo
y parte del fragmento E4.3. Los resultados mostraron que, excepto para un largo tramo de secuencia rica en CG que
contenia los sitios de reconocimiento para dos enzimas de restriccién (Bss HII 'y Sac II), que se encuentran a menudo
asociadas con islas CpG metiladas, sélo existian cortos marcos de lectura abierta que no podian explicar con facilidad
las fuertes sefales de hibridacion de especies cruzadas.

Para examinar el estado de metilacion de esta regién muy rica en CG revelada mediante secuenciacion, muestras de
ADN genémico preparadas a partir de fibroblastos y linfoblastos se digerieron con las enzimas de restriccién Hpa Il y
Msp I y se analizaron mediante hibridacién de borrén en gel. La enzima Hpa II corta la secuencia de ADN 5°-CCGG-
3’ s6lo cuando la segunda citosina no estd metilada, mientras que Msp I corta esta secuencia independientemente
del estado de metilacién. Para ambas enzimas se generaron pequeiios fragmentos de ADN, indicando que esta regién
rica en CpG estd de hecho submetilada en ADN genémico. La hibridacién por borrén en gel con el segmento E4.3
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(figura 6) revela fragmentos de hibridacién pequefios con ambas enzimas, indicando la presencia de una isla CpG
hipometilada.

Los resultados anteriores sugieren fuertemente la presencia de una regién codificadora en este locus. Dos segmen-
tos de ADN (E4.3 y H1.6) que detectaban sefiales de hibridacién de especies cruzadas procedentes de esta zona se
utilizaron como sondas para rastrear bancos de ADNc preparados a partir de varios tipos de tejidos y células.

Los bancos de ADNc procedentes de células epiteliales cultivadas se prepararon como sigue. Células de las glan-
dulas sudoriparas derivadas de un individuo no CF y de un paciente CF se desarrollaron hasta un primer paso segun
se describe [G. Collie et al, In Vitro Cell. Dev. Biol. 21, 592, 1985]. En estas células se confirm¢é la presencia de
canales rectificadores hacia afuera (J. A. Tabcharani, T. J. Jensen, J. R. Riordan, J. W. Hanrahan, J. Memb. Biol., en
prensa), pero las células CF eran sensibles a la activacion por parte de AMP ciclico (T. J. Jensen, J. W. Hanrahan,
J.A. Tabcharani, M. Buchwald y J. R. Riordan, Pediatric Pulmonology, Suplemento 2, 100, 1988). El ARN se aisl6
de ellas mediante el método de J. M. Chirgwin et al (Biochemistry 18, 5294, 1979). Se seleccioné ARN de poli A+
(H. Aviv y P. Leder, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 69, 1408, 1972) y se utiliz6 como plantilla para la sintesis de ADNc
con oligo (dT) 12-18 como cebador. La segunda hebra se sintetizé de acuerdo con Gubler y Hoffman (Gene 25, 263,
1983). Esta se metilé con Eco RI metilasa y los extremos se nivelaron con T4 ADN polimerasa. Los enlazadores
Eco RI fosforilados se ligaron al ADNc y se restringieron con Eco RI. La separacion de enlazadores en exceso y el
fraccionamiento del tamaifio parcial se consiguié mediante cromatografia en Biogel A-50. A continuacién, los ADNcs
se ligaron en el sitio Eco RI del lamdba ZAP comercialmente disponible. Recombinantes se empaquetaron y propa-
garon en E .coli BB4. Partes de las mezclas de envasado se amplificaron y el resto se retuvo para el rastreo antes de
la amplificacion. Se utilizaron los mismos procesos para construir un banco a partir de ARN aislado de cultivos pre-
confluentes de la linea de células de carcinoma de colon T-84 (Dharmsathaphorn, K. et al. Am. J. Physiol. 246, G204,
1984). Los nimeros de recombinantes independientes en los tres bancos eran: 2 x 10° para las células de glandulas
sudoriparas no CF, 4,5 x 10° para las células de las glandulas sudoriparas CF y 3,2 x 10° de células T-84. Estos fagos
se extendieron en placas a razén de 50.000 por cada placa de 15 cm y se realizaron elevaciones de placas utilizando
membranas de nilén (Biodyne) y se sondearon con fragmentos de ADN marcados con **P utilizando ADN polimerasa
I y una mezcla aleatoria de oligonucleétidos como cebador. Las condiciones de hibridacién estaban de acuerdo con G.
M. Wahl y S. L. Berger (Meth. Enzymol. 152, 415, 1987). Plasmidos Bluescript® se rescataron de clones purificados
en placa mediante escision con fago M 13 helper. Los bancos de pulmones y pancreas se adquirieron de Clontech Lab
Inc. con tamafios resefiados de 1,4 x 10° y 1,7 x 10° clones independientes.

Después de rastrear 7 bancos diferentes cada uno con 1 x 10° - 5 x 10° clones independientes, se aislé un clon
tnico (identificado como 10-1) con H1.6 a partir de un banco de ADNc preparado a partir de las células epiteliales de
las gldndulas sudoriparas cultivadas de un individuo no afectado (no CF).

El andlisis de la secuenciacion de ADN demostré que 10-1 contenia un inserto de 920 pb de tamafio y un marco de
lectura abierta (ORF, del inglés open reading frame) largo potencial. Dado que un extremo de la secuencia compartia
una identidad de secuencia perfecta con H1.6, se concluyé que el clon de ADNc se derivaba probablemente de esta
region. Sin embargo, la secuencia de ADN comuin era sélo de 113 pb de longitud (véanse las figuras 1y 7). Como
se detalla mas abajo, esta secuencia corresponde de hecho al exén 5’ -préximo del gen de CF putativo. Asi, el solapa-
miento de la secuencia corta explicaba las débiles sefiales de hibridacién en el rastreo del banco y la incapacidad de
detectar transcritos en el andlisis por borrén en gel de ARN. Ademads, la orientacién de la unidad de transcripcion se
estableci6 provisionalmente sobre la base de la alineacién de la secuencia de ADN gendmico con el presunto ORF de
10-1.

Dado que se estim6 que el correspondiente transcrito tenfa una longitud de aproximadamente 6500 nucledtidos
mediante experimentos de hibridacién por borrén en gel de ARN, se requirié un rastreo del banco de ADNc adicional
con el fin de clonar el resto de la region codificante. Como resultado de varios rastreos sucesivos con bancos de ADNc
generados a partir de la linea de células de carcinoma de colon T84, células de las gldandulas sudoriparas normal y
CF;, pancreas y pulmones de adultos, se aislaron 18 clones adicionales (figura 7, como subsiguientemente se comenta
con mayor detalle). Fl andlisis de la secuencia de ADN revelé que ninguno de estos clones de ADNc correspondia
a la longitud del transcrito observado, pero fue posible derivar una secuencia consensuada basada en las regiones de
solapamiento. Clones de ADN adicionales correspondientes a los extremos 5’ y 3’ del transcrito se derivaron de los
experimentos de la extension del cebador en 5° y 3. Juntos, estos clones abarcan un total de aproximadamente 6,1 kb
y contienen un ORF capaz de codificar un polipéptido de 1480 residuos aminoécidos (figura 1).

Fra inusual observar que la mayoria de los clones de ADNc aislados en este caso contenian inserciones en la
secuencia en diversas localizaciones del mapa de restriccion de la figura 7. El mapa detalla la estructura genémica del
gen de CE Se indican limites de exén/intrén en los que la totalidad de los clones de ADNc aislados se representan
esquematicamente en la mitad superior de la figura. Muchas de estas secuencias extras correspondian claramente a
regiones de intrén transcritas inversamente durante la construccién del ADNc, segtin se reveld tras la alineacion con
secuencias de ADN genémico.

Dado que el nimero de clones de ADNc recombinantes para el gen de CF detectado en el rastreo del banco era mu-
cho menor que el que cabria esperar de la abundancia de transcrito estimado a partir de los experimentos de hibridacion
con ARN, parecié probable que los clones que contuvieran estructuras aberrantes serian preferentemente retenidos,
mientras que los clones adecuados se perderian durante la propagacién. Consistente con esta interpretacion, se observé
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un desarrollo deficiente para la mayoria de los clones recombinantes aislados en este estudio, independientemente del
vector utilizado.

Los procesos utilizados para obtener los extremos 5 y 3” del ADNc eran similares a los descritos (M. Frohman et
al, Proc. Nat. Acad. Sci, USA, 85, 8998-9002, 1988). Para los clones del extremo 5°, muestras de pancreas total y de
ARN de poli A + de T84 se transcribieron inversamente utilizando un cebador (10b) que es especifico para el exén 2
de modo similar a como se ha descrito para la reaccidn de extensién del cebador, excepto que en la reaccién se incluyé
el trazador radioactivo. Las fracciones recogidas a partir de una columna de perlas de agarosa de la primera sintesis
de la hebra se analizaron mediante reaccion en cadena de la polimerasa (PCR-del inglés polymerase chain reaction)
de fracciones eluidas. Los oligonucleétidos utilizados se encontraban dentro de la secuencia de 10-1 (separados 145
nucleétidos), justo en 5’ del cebador de extension. Las fracciones mds tempranas que proporcionaban producto de
PCR se agruparon y se concentraron mediante evaporacion y subsiguientemente se agregaron con desoxinucleotidil
transferasa terminal (BRL Labs.) y dATP segiin se recomienda por el suministrador (BRL Labs.). A continuacion, se
llev6 a cabo una segunda sintesis de la hebra con Taq polimerasa (Cetus, AmpliTaq®) utilizando un oligonucleétido
que contenia una secuencia de enlazador agregada 5’CGGAATTCTCGAGATC(T),,3’.

La amplificacién mediante un experimento anclado (PCR) utilizando la secuencia de enlazador y un cebador
interno al cebador de extension que poseia el sitio de restriccién Eco RI en su extremo 5°. Después de la restriccion
con las enzimas FEco RI y Bgl Il y de la purificacién en gel de agarosa, productos seleccionados en tamaiio se clonaron
en el plasmido Bluescript KS disponible de Stratagene mediante procesos convencionales (Maniatis et al, supra).
Esencialmente, la totalidad de los clones recuperados contenian insertos de menos de 350 nucleétidos. Para obtener
los clones del extremo 3’, se preparé ADNc de primera hebra con la transcripcion inversa de 2 ug de ARN de poli A
de T84 utilizando el oligonucléotido de enlazador agregado previamente descrito con condiciones similares a las de la
extension del cebador. Después se llevé a cabo la amplificacién mediante PCR con el oligonucleétido enlazador y tres
oligonucléotidos diferentes correspondientes a secuencias conocidas del clon T16-4.5. Se llevé a cabo una reaccién a
escala preparativa (2 x 100 ul) con uno de estos oligonucleétidos con la secuencia 5’ ATGAAGTCCAAGGATTTAG3’.

Este oligonucledtido se encuentra aproximadamente 70 oligonucle6tidos mds arriba de un sitio Hind IIT dentro
de la secuencia conocida de T16-4.5. La restriccion del producto de PCR con Hind IIT y Xho I se siguié mediante
purificacién en gel de agarosa para seleccionar el tamaifio de una banda a 1,0 - 1,4 kb. A continuacién, el producto
se clon6 en el plasmido Bluescript KS disponible de Stratagene. Aproximadamente el 20% de los clones obtenidos
se hibridaban a la porcién del extremo 3’ de T16-4.5. 10/10 de los pldsmidos aislados a partir de estos clones tenian
mapas de restriccion idénticos con tamafios del inserto de aproximadamente 1,2 kb. Todas las reacciones de PCR se
llevaron a cabo durante 30 ciclos en tampén sugerido por un suministrador de enzimas.

Un cebador de extension situado 157 nucledtidos (nt) del extremo 5 del clon 10-1 se utilizé para identificar el
producto de partida del putativo transcrito de CF. El cebador estaba marcado en su extremo con y[**P]ATP a 5000
Curie/mmol y T4 polinucleétido quinasa y se purificé mediante filtracién en gel en columna centrifugada. El cebador
radiomarcado se reasoci6 luego con 4-5 ug de ARN de poli A+ preparado a partir de células de carcinoma de colén T-
84 en tampdn transcriptasa inversa 2X durante 2 h a 60°C. Después de la dilucién y adicién de la transcriptasa inversa
AMV (Life Sciences, Inc.), la incubacién prosiguié a 41°C durante 1 hora. Luego, la muestra se ajusté a NaOH 0,4 M
y EDTA 20 mM vy, finalmente, se neutralizé con NH,OAc, pH 4,6, fenol, se extrajo con fenol, se precipitd en etanol,
se volvié a disolver en tampdn con formamida y se analizé en un gel de secuenciacién de poliacrilamida. Detalles
de estos métodos han sido descritos (Meth. Enzymol. 152, 1987, comp. S.L. Berger, A.R. Kimmel, Academic Press,
N.Y).

En el panel A de la figura 10 se muestran los resultados del experimento de la extension del cebador utilizando
un cebador de oligonucledtidos de extension que parte 157 nucleétidos a partir del extremo 5 de 10-1. Como mar-
cador del tamafio se utiliza el bacteriéfago ®X174 marcado en el extremo y digerido con Hae III (BRL Labs). Dos
productos pirncipales se observan a los 216 y 100 nucleétidos. La secuencia correspondiente a los 100 nucledtidos
en 10-1 corresponde a una secuencia muy rica en GC (11/12), sugiriendo que esto podria ser un sitio de reposo de la
transcriptasa inversa. En el panel B de la figura 10 se muestran los resultados de la PCR anclada a 5°. El gel de agarosa
al 1,4% mostrado a la izquierda se emborroné y transfirié a una membrana Zetaprobe® (Bio-Rad Lab). La hibridacién
del borrén de gel de ADN con 10-1 radiomarcado se muestra a la derecha. Se observa que los productos de extension
5’ varfan en tamafio desde 170-280 nt con el producto principal en aproximadamente 200 nucledtidos. La pista de
control de PCR muestra un fragmento de 145 nucleétidos. Se obtuvo utilizando los oligémeros de ensayo dentro de
la secuencia de 10-1. Los marcadores del tamafio mostrados corresponden a tamaiios de 154, 220/210, 298, 344, 394
nucleétidos (escalera de 1 kb adquirida de BRL Lab).

La representacién esquemdtica mostrada por debajo del panel B de la figura 10 esboza el proceso para obtener
ADNCc de doble hebra utilizado para la amplificacion y clonacién para generar los clones PA3-5 y TB2-7 mostrados
en la figura 7. Los experimentos de PCR anclada para caracterizar el extremo 3’ se muestran en el panel C. Como
se describe en la representacion esquemadtica por debajo de la figura 10C, se utilizaron tres cebadores, cuya posicion
relativa uno con otro era conocida para la amplificacién con ARN de T84 inversamente transcrito segtin se describe.
Estos productos se separaron sobre un gel de agarosa al 1% y se emborronaron sobre una membrana de nilén segtin se
describe antes. La hibridacién del borrén de ADN con la porcién 3’ del clon T16-4.5 proporciond bandas de tamaiios
que correspondian a la distancia entre el oligémero especifico utilizado y el extremo 3’ del transcrito. Estas bandas
en las pistas 1, 2a y 3 se muestran esquematicamente por debajo del panel C en la figura 10. La banda en la pista 3
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es débil, ya que solamente 60 nucledtidos de este segmento se solapan con la sonda utilizada. También se indica en
la representacion esquematica y como se muestra en la pista 2b, el producto generado por restriccion del producto de
PCR anclada facilita la clonacién para generar el clon THZ-4 mostrado en la figura 7.

F1 andlisis de hibridacién del borrén de ADN genémico digerido con enzimas Eco RI y Hind III sondadas con
porciones de ADNcs que abarcan el transcrito completo sugieren que el gen contiene al menos 24 exones numerados
con los niimeros romanos I a XXIV (véase la figura 9). Estos corresponden a los nimeros 1 a 24 mostrados en la figura
7. El tamaifio de la banda se indica en kb.

En la figura 7, los recuadros en blanco indican posiciones aproximadas de los 24 exones que han sido identificados
mediante el aislamiento de > 22 clones a partir del rastreo de bancos de ADNCc y a partir de experimentos de PCR an-
clada disefiados para clonar los extremos 5’ y 3’. También se indican las longitudes en kb de los fragmentos genémicos
Eco RI detectados por cada exdn. Los recuadros rayados en la figura 7 indican la presencia de secuencias de intrones,
y los recuadros punteados indican otras secuencias. En el extremo inferior de la izquierda se representa, mediante el
recuadro en negro, la posicion relativa del clon H1.6 utilizado para detectar el primer clon 10-1 de ADN¢ de entre 10°
fagos del banco de gldndulas sudoriparas normales. Como se muestra en las figuras 4(D) y 7, el clon genémico H1.6 se
solapa parcialmente con un fragmento Eco RI de 4,3 kb. La totalidad de los clones de ADNc mostrados se hibridaron
a ADNc genémico y/o se representaron en un mapa de restriccion fino. Se indican ejemplos de los sitios de restriccién
que se producen dentro de los ADNcs y en los fragmentos gendémicos correspondientes.

Con referencia a la figura 9, el anélisis de hibridacién incluye sondas; es decir los clones 10-1 de ADNc para el
panel A, T16-1 (porcién 3°) para el panel B, T16-4.5 (porcion central) para el panel C y T16-4.5 (porcién extrema 3’)
para el panel D. En el panel A de la figura 9, la sonda de ADNc 10-1 detecta las bandas genémicas para los exones I
a VL. La porcién 3’ de T16-1 generada por la restriccion de Nru I detecta los exones IV a XIII como se muestra en el
panel B. Esta sonda se solapa parcialmente con 10-1. Los paneles C y D, respectivamente, muestran bandas gendmicas
detectadas por los fragmentos Eco RI central y extremo 3’ del clon T16-4.5. Dos sitios Eco RI se producen dentro de
la secuencia de ADNc y escinden los exones XIII y XIX. Como se indica por los exones entre paréntesis, dos bandas
Eco RI genémicas corresponden a cada uno de estos exones. Se observé una hibridacién cruzada con otros fragmentos
genomicos. Estas bandas, indicadas por N, no tienen un origen de cromosoma 7, ya que no aparecen en hibridos de
seres humanos-hdmster que contienen el cromosoma 7 humano. Se piensa que la banda tenue en el panel D indicada
por XI entre corchetes es provocada por la hibridacién cruzada de secuencias debida a la homologia interna con el
ADNCc.

Dado que 10-1 detect6é una fuerte banda tras la hibridaciéon de ARN por borrén de gel a partir de la linea de
células de carcinoma de colon T-84, este ADNc se utilizé para rastrear el banco construido a partir de esa fuente. Se
obtuvieron quince positivos de los cuales se purificaron y secuenciaron los clones T6, T6/20, T11, T16-1 y T13-1.
El rastreo renovado del mismo banco con un fragmento Bam HI-Eco RI de 0,75 kb a partir del extremo 3’ de T16-
1 proporcioné T16-4.5. Un fragmento Eco RI de 1,8 kb desde el extremo 3 de T16-4.5 proporcioné T8-B3 y T12a,
este ultimo contenia una sefial de poliadenilacion y cola. Simultdneamente, se rastre6 un banco de ADNc de pulmén
humano; se aislaron muchos clones incluidos los que se muestran aqui con el prefijo “CDL”. También se rastre6 un
banco de péncreas, proporcionando el clon CDPJS.

Para obtener copias de este transcrito a partir de un paciente de CE, un banco de ADNc procedente de ARN de
células epiteliales de las glandulas sudoriparas procedentes de un paciente se rastred con el fragmento Bam HI - Eco
RI de 0,75 kb desde el extremo 3’ de T16-1 y se aislaron clones C16-1 y C1-1/5 que cubrian todo, a excepcién del
exoén 1. Estos dos clones exhiben ambos una delecién de 3 pb en el exén 10 que no estd presente en ningtn otro
clon que contiene ese exén. Varios clones, incluido CDLS26-1 procedente del banco de pulmones y T6/20 y T13-1
aislados de T84 se derivaron de transcritos parcialmente tratados. Esto se confirmé mediante hibridacién genémica y
mediante secuenciacion a través de los limites del exén-intrén para cada clon. T11 contenfa también una secuencia
adicional en cada extremo. T16-4.5 contenia una pequeiia insercién préxima al limite entre los exones 10 y 11 que
no correspondian a la secuencia del intrén. Los clones CDLS16A, 11a y 13a procedentes del banco de pulmones
contenfan también secuencias extrafias de origen desconocido. El clon C16-1 contenia también una corta insercién
correspondiente a una porcién del transposén y de E .coli. Este elemento no se detecté en los otros clones. Los clones
PA3-5en 5’, generados a partir de ARN del pancreas y TB2-7 generados a partir de ARN de T84 utilizando la técnica
de PCR anclada tienen secuencias idénticas, excepto por la diferencia en un solo nucleétido en el extremo 5’ segtin
se muestra en la figura 1. El clon en 3°, THZ-4 obtenido de ARN de T84, contiene la secuencia 3’ del transcrito en
concordancia con la secuencia genémica de esta region.

A partir de clones de ADNc solapantes se generé una secuencia combinada que representa la presunta region
codificante del gen de CF. Dado que la mayoria de los clones de ADNc se derivaban aparentemente de transcritos
sin procesar, se llevaron a cabo estudios adicionales para asegurar la autenticidad de la secuencia combinada. Prime-
ramente, cada clon de ADNc se sometid a ensayo en cuanto a la localizacién al cromosoma 7 mediante andlisis de
hibridacion con un hibrido de células somadticas de seres humanos-hdmster que contenia un tnico cromosoma 7 hu-
mano y mediante electroforesis en gel de campo pulsado. Para cada clon se realiz6 también una representacion fina en
mapa de la enzima de restriccion. Mientras que las regiones solapantes eran claramente identificables para la mayoria
de los clones, muchos contenian regiones de modelos de restriccién tnicos.

Para caracterizar adicionalmente estos clones de ADNc, éstos se utilizaron como sondas en experimentos de hibri-
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dacién en gel con ADN gendmico humano digerido con Eco RI o Hind ITI. Como se muestra en la figura 9, se pudieron
detectar cinco a seis fragmentos de restriccion diferentes con el ADNc de 10-1 y un nimero similar de fragmentos
con otros clones de ADNc, sugiriendo la presencia de multiples exones para el gen de CF putativo. Los estudios de
hibridacién identificaron también los clones de ADNc con secuencias de intrén no procesadas, dado que mostraron
una hibridacién preferente a un conjunto de fragmentos de ADN gendémico. Para los clones de ADNc confirmados,
sus correspondientes segmentos de ADN genémico se aislaron y los exones y limites de exén/intrén se secuenciaron.
Como se indica en la figura 7, se identific6 un total de 24 exones. Basado en esta informacién y en los resultados de
los experimentos de representacion en mapa fisicos, se estimé que el locus del gen abarcaba 250 kb en el cromosoma
7.

2.6 La secuencia

La figura 1 muestra la secuencia de nucleétidos del ADNc clonado que codifica CFTR junto con la secuencia
de aminoécidos deducida. La primera posicién de la base corresponde al primer nucledtido en el clon PA3-5 en la
extension 5’ que es un nucledtido més largo que TB2-7. Las flechas indican la posicion del sitio de iniciacién de la
transcripcién mediante andlisis de la extension del cebador. Al nucle6tido 6129 le sigue un tracto poli(dA). Mediante
lineas verticales se indican las posiciones de las uniones del exén. Los segmentos potenciales que abarcan la membrana
se verificaron utilizando el algoritmo de Fisenberg et al J. Mol. Biol. 179:125 (1984). En los recuadros de la figura
1 se incluyen segmentos potenciales que abarcan la membrana segiin se analizan y muestran en la figura 11. En la
figura 11, se representa el indice medio de hidropatia [Kyte y Doolittle, J. Molec. Biol. 157, 165 (1982)] de 9 péptidos
residuales frente al niimero de aminodcidos. Las posiciones correspondientes de rasgos de la estructura secundaria
predicha de acuerdo con Garnier et al, [J. Molec. Biol. 157, 165 (1982)] se indican en el panel inferior. En la figura 1
estan subrayados los aminodcidos que comprenden pliegues que unen ATP putativos. Posibles sitios de fosforilacion
mediante proteina quinasas A (PKA - protein kinases A) o C (PKC) se indican mediante circulos en blanco y en negro,
respectivamente. El tridngulo en blanco se encuentra por encima del (CTT) de 3 pb que se suprimen en CF (véase el
comentario de mas abajo). Los clones de ADNc en la figura 1 se secuenciaron mediante el método de terminacién
en cadena didesoxi empleando nucledtidos marcados con **S mediante el secuenciador automatico de ADN Dupont
Genesis 2000®.

La secuencia de ADNc combinada abarca 6129 pares de bases, excluyendo la cola poli(A) en el extremo de la
regién 3’ no traducida y contiene un ORF capaz de codificar un polipéptido de 1480 aminodcidos (figura 1). Un
triplete ATG (AUQG) esté presente al comienzo de este ORF (posicion de la base 133-135). Dado que la secuencia
de nucledtidos que rodea a este codén (5°-AGACCAUGCA-3’) tiene las caracteristicas propuestas de la secuencia
consenso (CC) A/GCCAUGG(G) de un sitio de iniciacion de la traduccién eucaridtica con un A muy conservado en
la posicién -3, es muy probable que este AUG corresponda al primer codoén metionina para el polipéptido putativo.

Para obtener la secuencia correspondiente al extremo 5° transcrito, se realizé un experimento de extension del ce-
bador, segtin se describi6 anteriormente. Como se muestra en la figura 10A, se pudo observar un producto de extensién
del cebador de aproximadamente 216 nucledtidos, sugiriendo que el extremo 5’ del transcrito se iniciaba aproxima-
damente 60 nucleétidos mds arriba del extremo del clon 10-1 de ADNc. A continuacién se utilizé una reaccién en
cadena de la polimerasa modificada (PCR anclada) para facilitar la clonacién de las secuencias en el extremo 5’ (figu-
ra 10b). Dos clones de extension 5’ independientes, uno procedente del pancreas y el otro procedente de ARN de T84,
se caracterizaron mediante secuenciacién de ADN y se encontré que diferfan en sélo 1 base en longitud, indicando el
sitio de iniciacion mds probable para el transcrito segiin se muestra en la figura 1.

Dado que la mayoria de los clones de ADNc iniciales no contenian una cola poliA indicativa del extremo de un
ARNm, la PCR anclada se aplicé también al extremo 3’ del transcrito (Frohman et al, 1988, supra). Se realizaron tres
oligonucleétidos en la extensién 3’ a la porcién terminal del clon T16-4.5 de ADNc. Como se muestra en la figura 10c,
se obtuvieron 3 productos de PCR de tamafios diferentes. Todos ellos eran consistentes con la interpretacion de que
el extremo del transcrito se encontraba aproximadamente 1,2 kb mds abajo del sitio Hind III en la posicién 5027 del
nucleétido (véase la figura 1). La secuencia de ADN derivada de los clones representativos estaba en concordancia con
la del clon T12a de ADNc de T84 (véanse las figuras 1 y 7), y la secuencia del correspondiente fragmento genémico
Eco RIde 2,3 kb.

3.0 Genética molecular de CF
3.1 Sitios de expresion

Para visualizar el transcrito para el gen de CT putativo, se llevaron a cabo experimentos de hibridacién de borrones
en gel de ARN con el ADNc de 10-1 como sonda. Los resultados de la hibridacién de ARN se muestran en la figura 8.

Muestras de ARN se prepararon a partir de muestras de tejido obtenidas de patologia quirtrgica o de autopsias, de
acuerdo con los métodos previamente descritos (A.M. Kimmel, S.L.. Berger, comps. Meth. Enzymol. 152, 1987). Geles
de formaldehido se tranfirieron sobre membranas de nilén (Zetaprobe®; BioRad Lab). A continuacién, las membranas
se hibridaron con sondas de ADN marcadas hasta una elevada actividad especifica mediante el método de cebado
aleatorio (A.P. Feinberg y B. Vogelstein, Anal. Biochem. 132, 6, 1983) de acuerdo con procedimientos previamente
publicados (J. Rommens et al, Am. J. Hum. Genet. 43, 645-663, 1988). La figura § muestra la hibridacién por parte del
clon 10-1 de ADNCc a un transcrito de 6,5 kb en los tejidos indicados. E1 ARN total (10 pg) de cada uno de los tejidos
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y ARN de poli A+ (1 ug) de la linea de células de carcinoma de colon T84 se separaron sobre un gel de formaldehido
al 1%. Se indican las posiciones de las bandas de ARNr 28S y 18S. Las flechas indican la posicién de los transcritos.
LLa medicién se establecié compardndolo con marcadores de ARN convencionales (BRL Labs). HL.60 es una linea de
c€lulas de leucemia promielocitica humana, y T84 es una linea de células de cancer de colon humano.

El andlisis revela una banda prominente de aproximadamente 6,5 kb de tamafio en células T84. De manera similar,
también se detectaron fuertes sefiales de hibridacién en el pancreas y en cultivos primarios de células procedentes
de polipos nasales, sugiriendo que el ARNm maduro del gen de CF putativo es de aproximadamente 6,5 kb. Sefiales
de hibridacion secundarias, que representan probablemente productos de degradacion, se detectaron en los intervalos
de tamafio inferiores, pero éstas variaban entre diferentes experimentos. Se obtuvieron resultados idénticos con otros
clones de ADNc como sondas. Basado en la intensidad de la banda de hibridacién y de la comparacién con los
detectados para otros transcritos en condiciones experimentales idénticas, se estimé que los transcritos de CF putativos
constitufan aproximadamente el 0,01% del ARNm total en células T84.

También se examiné un cierto nimero de otros tejidos mediante andlisis de hibridacién por borrones en gel de
ARN en un intento de correlacionar el modelo de expresion del gen 10-1 y la patologia de CF. Como se muestra
en la figura 8, transcritos, todos de idéntico tamafio, se encontraron en los pulmones, colon, glandulas sudoriparas
(células epiteliales cultivadas), placenta, higado y glandula parétida, pero las intensidades de sefial en estos tejidos
variaban entre diferentes preparaciones y eran generalmente mas débiles que la detectada en el pancreas y en los
polipos nasales. La intensidad variaba entre diferentes preparaciones, por ejemplo la hibridacién en el rifién no se
detectd en la preparacion mostrada en la figura 8, pero se puede discernir en subsiguientes andlisis repetidos. No se
pudo discernir ninguna seifial de hibridacién en el cerebro ni gldndula adrenal (figura 8), ni en lineas de células de
fibroblastos y linfoblastos de la piel.

En resumen, la expresién del gen de CF parecié producirse en muchos de los tejidos examinados, con niveles
mayores en aquellos tejidos gravemente afectados por CE. Mientras que este modelo de expresion especifico del tejido
epitelial estd en buena concordancia con la patologia de la enfermedad, no se ha detectado ninguna diferencia signi-
ficativa en la cantidad ni tampoco en el tamaifio de los transcritos procedentes de tejidos de CF y testigo, consistente
con la presuncién de que las mutaciones de CF son cambios sutiles al nivel de nucledtido.

3.2 La mutacion principal de CF

La figura 17 muestra la secuencia de ADN en la delecién F508. A la izquierda, el complemento reserva de la
secuencia desde la posicion de la base 1649-1664 de la secuencia normal (seguin se deriva del clon T16 de ADNc). La
secuencia de nucledtidos se exhibe como el rendimiento (en unidades de intensidad de fluorescencia arbitraria, eje y)
representada frente al tiempo (eje X) para cada uno de los 2 tubos fotomultiplicadores (PMT - photomultiplier tube n°
1 y n° 2) de un sistema de analisis de ADN Dupont Genesis 2000%. Debajo se muestra la correspondiente secuencia
de nucledtidos. A la derecha se encuentra la misma region procedente de una secuencia mutante (segin se deriva del
clon C16 de ADNc). Se prepararon plantillas de ADN de plasmido de doble cadena mediante el procedimiento de
lisis alcalina. Cinco ug de ADN de plasmido y 75 ng de cebador de oligonucleétido se utilizaron en cada reaccién de
secuenciacion de acuerdo con el protocolo recomendado por Dupont, excepto que la reasociacion se realizé a 45°C
durante 30 min, y que la etapa de elongacién/terminacion duré 10 min a 42°C. Los nucledtidos fluorescentes incorpo-
rados se separaron por precipitacién del producto de reaccién de secuenciacién de ADN con etanol en presencia de
acetato de amonio 2,5 M a pH 7,0 y se aclararon una vez con etanol al 70%. El cebador utilizado para la secuencia-
cién de T16-1 era un oligonucledtido especifico 5’GTTGGCATGCTTTGATGACGCTTC3’ que se extiende desde la
posicion de la base 1708-1731 y que para C16-1 era el cebador universal SK para el vector Bluescript (Stratagene).
La figura 18 muestra también la secuencia de ADN en torno a la delecién F508, segiin se determina mediante se-
cuenciacion manual. La secuencia normal desde la posicion de la base 1726-1651 (desde T16-1 de ADNc) se muestra
junto a la secuencia de CF (desde C16-1 de ADNCc). El panel de la izquierda muestra las secuencias desde las hebras
codificadoras obtenidas con el cebador B (5’GTTTTCCTGGAT-TATGCCTGGGCAC3’), y el panel de la derecha
las de la hebra opuesta con el cebador D (5’ GTTGGCATGCTTTGATGACGCTTC3’). Los corchetes indican los tres
nucleétidos en la normal que estdn ausentes en CF (cabezas de flecha). La secuenciacion se realizé segun se describe
en F. Sanger, S. Nicklen, A. R. Coulsen, Proc. Nat. Acad. Sci. USA 74: 5463 (1977).

Para investigar la proporcion de pacientes de CF que portan esta delecion (F508), muestras de ADN genémico
procedentes de pacientes y sus progenitores se amplificaron en cada caso con cebadores de oligonucledtidos que
flanquean la mutacién en una reaccién en cadena de la polimerasa y se hibridaron oligonucleétidos marcados con
3P especificos para las secuencias normal y mutante putativa (véase la figura 2). Los resultados de este analisis se
muestran en la Tabla 2.
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TABLA 2

Distribucion de cromosomas de CF 'y no CF(N) con y sin la delecion de 3 pb

a. Cromosomas de CF Cromosomas N
sin la delecidén 69 198
con la delecidn 145 0
Total 214 198
b. Cromosomas de CF
con la delecién de 3 pb sin la delecibn
CF-PI 62 24
CF-PS 5 9
no clasificados 78 36
Total 145 (68%) 69 (32%)

Los datos para los cromosomas CF-PI (pancredticos insuficientes) y CF-PS (pancredticos suficientes) se derivaron
de las familias de CF utilizadas en el analisis de enlace. Estas familias se seleccionaron originalmente sin el conoci-
miento en lo que se refiere a PI o PS; las 15 familias de CF-PS subsiguientemente identificadas no se incluyeron como
parte de este célculo. Los cromosomas de CF no clasificados se obtuvieron del laboratorio de diagnéstico del Hospital
de Nifios Enfermos en Toronto y para los cuales no estaban disponibles datos de la funcién pancredtica.

Se puede observar que el 68% (145/214) de los cromosomas CF en la poblacién de pacientes generales tenia la
delecion F508 (Tabla 2). En contraposicién, ninguno (0/198) de los cromosomas N tenfa la delecién (Tabla 2; y* =
207, p < 10757%), sugiriendo que esta alteracién de la secuencia es especifica para CF y que es la mutacién principal la
que provoca la enfermedad. No se ha detectado ninguna recombinacién entre la delecién F508 y CE.

Se observaron otras diferencias en la secuencia entre los clones de ADNc normales (T16-4.5) y CF (C1-1/5). En la
posicioén de base 2629, T16-4.5 mostré una C y C1-1/5 tenia una T, dando como resultado un cambio de Leu a Phe al
nivel de aminoécido. En la posicion 4555, la base era G en T16-4.5, pero era A en C1-1/5 (de Val a Met). Se piensa que
estos hallazgos representan el polimorfismo de la secuencia. Anélisis de hibridacién de oligonucledtidos especificos de
ADN de paciente/familia identificardn a estos como otras posibles mutaciones. Se observaron diferencias adicionales
en los nucledtidos en las regiones 3’ no traducidas entre diferentes clones de ADNc y la secuencia de ADN gendmico.
Son posibles tales diferencias y, segin se aprecia, otras modificaciones en la secuencia; por ejemplo, diferencias
que son debidas a polimorfismos de la secuencia normal y artefactos de clonacion, siendo todas estas diferencias
esencialmente equivalentes a las secuencias segin se describe en la figura 1 en términos de su funcién y de sus
aplicaciones comerciales.

Los amplios datos de representacion en mapa genético y fisico han dirigido estudios de clonacién molecular para
concentrarse en un pequeiio segmento de ADN en el cromosoma 7. Dada la carencia de deleciones y redisposiciones
de cromosomas en CF y la carencia de un anélisis funcional bien desarrollado para el producto génico de CF, la
identificacién del gen de CF requeria una caracterizacién detallada del propio locus y una comparacién entre los
alelos de CF y normales (N). Individuos aleatorios, fenotipicamente normales, no pudieron incluirse como testigos en
la comparacién debido a la elevada frecuencia de portadores carentes de sintomas en la poblacién. Como resultado,
para el andlisis s6lo fueron adecuados progenitores de pacientes de CF, cada uno de los cuales, por definicion, porta
un cromosoma N y un cromosoma CF. Ademads, debido a la fuerte asociacion alélica observada entre CF y algunos de
los marcadores de ADN estrechamente relacionados, fue necesario excluir la posibilidad de que las diferencias en la
secuencia detectadas entre N y CF eran polimorfismos asociados con el locus de la enfermedad.

3.3 Identificacion de RFLPs y estudios de familia

Para determinar la relacién de cada uno de los segmentos de ADN aislados a partir de los experimentos de marcha y
salto del cromosoma con CF, polimorfismos de la longitud del fragmento de restriccién (RFLPs - restriction fragment
length polymorphisms) se identificaron y utilizaron para estudiar familias en las que previamente se habian detectado
sucesos de cruzamiento entre marcadores de CF y otros marcadores de ADN flanqueantes. Como se muestra en la
figura 14, en la regién de 500 kb se detect6 un total de 18 RFLPs; 17 de ellos (desde E6 hasta CE1.0) estdn listados en
la Tabla 3; algunos de ellos corresponden a marcadores previamente resefiados.
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Cinco de los RFLPs, a saber 10-1X.6, T6/20, H1.3 y CE1.0 se identificaron con sondas de ADNc y ADN genémico
derivadas del gen de CF putativo. Los datos de RFLP se presentan en la Tabla 3, con marcadores en las regiones MET
y D788 incluidos para fines comparativos. Las distancias fisicas entre estos marcadores asi como su relacién con las

5

10

regiones MET y D7S8 se muestran en la figura 14.
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Notas para la tabla 3

(a) El nimero de cromosomas N y CF-PI (CF con insuficiencia pancredtica) se derivé de los progenitores en las
familias utilizadas en andlisis de enlace [Tsui et al, Cold Spring Harbor Symp. Quant. Biol. 51:325 (1986)].

(b) Asociacion estandarizada (A), que estd menos influenciada por la fluctuacién de la distribucion del alelo mar-
cador de ADN entre los cromosomas N, se utiliza aqui para la comparacién del coeficiente de asociacion de
Yule A=(ad-bc)/(ad+bc), en que a, b, ¢ y d son el niimero de cromosomas N con el alelo marcador de ADN 1,
CF con 1, N con 2 y CF con 2, respectivamente. El riesgo relativo se puede calcular utilizando la relacién RR =
(1+A)/(1-A) o su inversa.

(c) Se incluye para fines comparativos la asociacién alélica (*), calculada de acuerdo con A. Chakravarti et al, Am.
J. Hum. Genet. 36:1239, (1984), asumiendo la frecuencia de 0,02 para cromosomas CF en la poblacién.

Debido al pequeifio niimero de familias recombinantes disponibles para el andlisis, como se esperaba de la estrecha
distancia entre los marcadores estudiados y CF y la posibilidad de un diagnéstico erréneo, fueron necesarios enfoques
alternativos en una representacion dina en mapa adicional del gen de CE

3.4 Asociacion alélica

La asociacion alélica (desequilibrio de enlace) ha sido detectada para muchos marcadores de ADN estrechamente
vinculados. Mientras que la utilidad de utilizar la asociacién alélica para medir la distancia genética es incierta, se ha
observado una correlacién global entre CF y los marcadores de ADN flanqueantes. Se observé una fuerte asociacién
con CF para los marcadores de ADN mds préximos, D7S23 y D7S122, mientras que se detect6 una asociacién pequeifia
o ninguna para los marcadores més distantes MET, D7S8 o D7S5424 (véase la figura 1).

Como se muestra en la Tabla 3, el grado de asociacion entre los marcadores de ADN y CF (medido por el coefi-
ciente de asociacién de Yule) aumenté desde 0,35 para metH y 0,17 para J32 hasta 0,91 para 10-1X.6 (en el andlisis
s6lo se utilizaron familias de pacientes CF-PI, ya que parecian ser genéticamente mas homogéneas que CF-PS). Los
coeficientes de asociacién parecieron ser mas bien constantes a lo largo de las 300 kb desde EG1.4 hasta H1.3; la
fluctuacién detectada en varias localizaciones, lo més significativamente en H2.3A, E4.1 y T6/20, se debi6 probable-
mente a la variacién en la distribucién alélica entre los cromosomas N (véase la Tabla 2). Por lo tanto, estos datos
son consistentes con el resultado del estudio de familias recombinantes (véase la figura 14). Una conclusion similar
se pudo también sacar mediante la inspeccion de los haplotipos del marcador de ADN extendido asociados con los
cromosomas CF (véase mds abajo). Sin embargo, la fuerte asociacién alélica detectada a lo largo de la gran distancia
fisica entre EG1.4 y H1.3 no permitié una representacién adicional refinada en mapa del gen de CF. Dado que J44
era el dltimo clon de ADN gendmico asilado mediante marcha y salto del cromosoma antes de que se identificara un
clon de ADN, la fuerte asociacion alélica detectada para el intervalo JG2E1-J44 impulsé a los autores de la invencién
a investigar secuencias de genes candidatas por todo este intervalo. Es de interés sefialar que el grado més elevado
de asociacién alélica se detectd, de hecho, entre CF y los 2 RFLPs detectados por 10-1X.6, una regién proxima a la
mutacion principal de CF.

La Tabla 4 muestra una asociacién alélica por pares entre marcadores de ADN estrechamente vinculados a CF.
El mimero medio de cromosomas utilizado en estos célculos era de 75-80 y unicamente se utilizaron cromosmas

procedentes de familias CF-PI en la valoracion de cromosomas de CF. Se obtuvieron resultados similares cuando se
utilizé la asociacién estandarizada de Yule (A).

(Tabla pasa a pagina siguiente)
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También se detecté una fuerte asociacion alélica entre subgrupos de RFLPs tanto sobre los cromosomas de CF
como N. Como se muestra en la Tabla 4, los marcadores de ADN que estdn fisicamente préximos uno con otro
parecieron tener generalmente una asociacion més intensa uno con otro. Por ejemplo, una fuerte asociacién alélica
(en algunos casos casi completa) se detecté entre marcadores adyacentes E6 y E7, entre pH131 y W3D1.4, entre los
sitios polimoérficos Accl y Haelll detectados por 10-1X.6 y entre EG1.4, JG2E1, E2.6(E.9), E2.8 y E4.1. Los dos
grupos de marcadores distales en la regién MET y D7S8 también mostraron un cierto grado de desequilibrio de enlace
entre ellos mismos, pero mostraron una pequefia asociacién con marcadores desde E6 hasta CE1.0, consistente con
las localizaciones distantes para MET y D7S8. Por otro lado, la carencia de asociacion entre marcadores de ADN
que son fisicamente préximos puede indicar la presencia de puntos calientes de recombinacién. Ejemplos de estos
puntos calientes potenciales son la regién entre E7 y pH131, en torno a H2.3A, entre J44 y las regiones cubiertas
por las sondas 10-1X.6 y T6/20 (véase la figura 14). Estas regiones, que contienen frecuentes puntos de ruptura en la
recombinacion, eran ttiles en el subsiguiente andlisis de datos de haplotipo ampliados para la regién de CF.

3.5 Andlisis del haplotipo

Haplotipos ampliados basados en 23 marcadores de ADN se generaron para los cromosomas de CF y N en la
coleccién de familias previamente utilizadas para el andlisis de enlace. Asumiendo una recombinacién entre cromo-
somas de diferentes haplotipos, fue posible construir varios linajes de los cromosomas de CF observados y, también,
predecir la localizacién del locus de la enfermedad.

Para obtener una informacién adicional, util para comprender la naturaleza de diferentes mutaciones de CF, los da-
tos de la delecion 508 se correlacionaron con los haplotipos del marcador de ADN ampliado. Como muestra la Tabla

5, cinco grupos principales de haplotipos N y de CF se pudieron definir por los RFLPs dentro de o inmediatamente
junto al gen de CF putativo (regiones 6-8).

(Tabla pasa a pagina siguiente)

26



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

TABLA 5 HAPLOTIPOS DEL MARCADOR DE ADN QUE ABARCAN EL LOCUS DE CF

cp(b)

HAPLOﬂPSg

PI
otros

ES 2210224 T3

e 0 0 06 o 06 o ¢ ®» 6 o 06 0 o o ¢ opd o v a0 o 0

u...—cdcuch

otros

e o 2 ® 6 8 0 B 8 O 4 s P 8 4 O S 0T O s s oo

R
aﬂoooicouvodtthno.l.tviu-d'oo."..ﬁ
agnq cgl'dﬂ'ﬁ evfrdrtodrtot g rivivdptiviod ord cori(Nrtriod o
N LDDEO KK G oo ol €D I0 MDD ME M NMNEO RN
AR + 1KLL LER 5 o o oA A A A o
PN o o o o G I A o o o A A A A K
LR LA ~HE LT -t G o
N o + o KK 28 KKK - > IR + 5Kl
P P ey Y P Y PR PP L LT 1)
N okl AL LRLLRRLLD © c ALk » ~8 oD o
PP PPPPPPPPrPPy Y XY LYY Y PEY-1Y-Y-7 1Y 1 Y]

AL L LD AROLRLDANOORVLOCOADLCLLA

I.{(a)

27



10

15

20

30

35

40

45

50

55

60

65

ot

no

crtod oA

< -mORA®

L L

L L L X

L L X3 ]

L L X

YL L L

oo s o

DLVLVLU

<tOQhm

®)

ES 221022413

epd & o o » v o

<CEARBAVL

(-Y-F-F-F-N-F-¥-}

L L L L X B

L L L X2

VVVUUOVOUx

L L L L L

(ARIRIN § 2 N-F J

NAMNMNLSED DS

(c)

<o

(405

<

LX

<o

<0

00

(d)

28

14

57

s o 0o sMetotirirtot orinted

e opd o o 9 e o v ot v 0 o

wdpd opd © o o o e s 0 & v o

® % o 6 8 O ¢ s e s ¢ v s

naNNLdcatNOUNAgO

L

VLIVVVVVOVBVVY

KL o KK

(34
‘Edﬂ.OODOUOOOO

N WSt CORND@

1I. (a)



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2210224 T3

ol rdetdoirtrtolrdmtrttrdrirrtrdott srdmlotrt cmirm cririet

AONMDOORNNANNANLLCANVNCLDNACOANVOVOND L
2.8

ouoouoououuuuuoouooooo}oo<oouoooo
PP PP P P L L L L L T T Yy

g
P Y Y I T rrrIrryyYrrrro
NON - MOOONANOANORNNNANMNORN NN VD LCURN
CPNOAORAANOANOARRNONORONOQAROARNA DM M0
cOEDEME + L+ s LKL LKR i i oM D€ €€

v )
VUL VUCOLCEONODBAVUVVURURABLUU RO <D0

NDOAMLOVLCDMEALMURDNLCLLRNQADDOALNCSD M L

29



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

< oL

(b)

(o)

45

ES 221022413

] NN BURCNBENCNONY

L] P T LI L LY L

(4} YUOUYVVUDULOLOOVOLO

< PY T L L L L L L L T 43

< PP L L UL L L L

[} NMBEWB « » BV OL ALK -

(4] 000NN AVNOBANLVORN

[ ] FY Y L L L - L T-N-X §-

111,
()
()

eod o o o gd o

o spove o o

s & ® o s o

e & o o 0o o

30

o sl vl ried vrdeded ot N

o

o £

<l

(c)

17

VLo

< <<

ngg

oon

Iv.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<Q

o om ettt

cEpmAR

v VOO0

X X XX

0 .DVDO

nORO <

vvAaAvy -

ncnama

V. (a)

ES 2210224 T3

o ré

Lo

(40 ]

ov

(b}

vt ot ot ot ot

ame< 0<m

a
PPIYY-T 4
NAm k0L

g
YT
PPr YYD
rr4. I X
ORR<B 0

[JRIRGNSN-RON ]

anANncY

31

no clasifi-
cados

18

10

a7

a4

18

62

Total



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2210224 T3

Tabla 5 (continuacién)

(a) Los datos de los haplotipos extendidos se derivan de las familias de CF utilizadas en estudios de linaje previos
(véase la nota al pie de pagina (a) de la Tabla 3) con familias de CF-PS adicionales recogidas subsiguientemente
(Kerem et al, Am. J. Genet. 44:827 (1989)). Los datos se muestran en grupos (regiones) para reducir espacio.
Las regiones se asignan principalmente de acuerdo con los datos de asociacién por parejas mostrados en la
Tabla 4, abarcando las regiones 6-8 el locus de CF putativo (la delecién F508 se encuentra entre las regiones 6 y
7). Se muestra un guién (-) en la regién en la que no se ha determinado el haplotipo debido a datos incompletos
o a imposibilidad de establecer una fase. También se dan asociaciones de haplotipo alternativas en los casos
en los que los datos sean incompletos. “No clasificado” incluye los cromosomas con mas de 3 asociaciones
desconocidas. Las definiciones del haplotipo para cada una de las 9 regiones son:

Regidén 1- metD metD metH
Banl Taqgl Tagl

QEmMEHoQwy
]
NNHNDRNDR
NHENNDKR R
N RN e

Regién 2- E6 B7 pH131 W3D1l.4
Tagl Tagl HinfIHindIII

mQmEuQo
i
RFRMNNREDE
RPNNNRENDEN
NHERNDNORFE RN
NIV FREER SR RN

Regién 3- H2.3A

Taqgl

A = 1

B = 2

Regidén 4- EGl.4 EGl.4 JG2E1
HincII Bgll PstI

A 1 1 2
B = 2 2 1
C = 2 2 2
D = 1 1 1
E = 1 2 1
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TABLA 5 (continuacién)

Regién 5- E2.6 E2.8 E4.1
Mspl Ncol Mspl

A = 2 1 2
B = 1 2 1
C = 2 2 2
Regidén 6- J44 10-1X.6 10-1X.6
Xbal AcclI Haelll

A = 1 2 1
B = 2 1 2
C = 1 1 2
D = 1 2 2
E = 2 2 2
F = 2 2 1

Regidén 7- T6/20

MsplI

A = 1

B = 2

Regidén 8- H1l.3 CE1l.0

Ncol Ndel

A = 2 1

B = 1 2

C = 1 1

D = 2 2

Regibén 9- J32 J3.11 J29
Sacl Mspl Pvull

A = 1 1 1
B = 2 2 2
C = 2 1 2
D = 2 2 1
E = 2 1 1

(b) Nimero de cromosomas anotado en cada clase:

CF-PI(F)
CF-PS(F)
CF-PI
CF-PS

N

cromosomas de CF procedentes de pacientes CF-PI con la delecién F508;
cromosomas de CF procedentes de pacientes CF-PS con la delecién F508;
otros cromosomas de CF procedentes de pacientes CF-PI;

otros cromosomas de CF procedentes de pacientes CF-PS;

cromosomas normales derivados de progenitores portadores
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Resulté evidente que la mayorfa de las recombinaciones entre haplotipos se producian entre las regiones 1y 2 y
entre las regiones 8 y 9, de nuevo en buena concordancia con la distancia fisica relativamente larga entre estas regiones.
Otros puntos de ruptura, menos frecuentes, se observaron entre intervalos de distancia corta, y éstos correspondian
generalmente a los puntos calientes identificados por los estudios de asociacion alélica por parejas como se muestra
anteriormente. El resultado llamativo fue que la delecién F508 se asociaba casi exclusivamente con el Grupo I, el
haplotipo de CF mis frecuente, lo que sustenta la postura que esta delecion constituye la mutacion principal en CF. De
modo mds importante, mientras que la delecién F508 se detect6 en el 89% (62/70) de los cromosomas de CF con el
haplotipo AA (correspondiente a las dos regiones, 6 y 7), que flanquean la delecion, no se encontré ninguna en los 14
cromosomas N dentro del mismo grupo (y* = 47,3, p < 10™*). Por lo tanto, la delecién F508 no era un polimorfismo
de la secuencia comin asociado al niicleo del haplotipo del Grupo I (véase la Tabla 5).

Se encontré que uno de los cromosomas de CF, detectado por la sonda de oligonucledtidos especifica para la
delecion F508, pertenecia a un grupo de haplotipo diferente (Grupo III). Ninguno de los otros 9 cromosomas de CF
ni de los 17 cromosomas N con el mismo grupo se hibridaba a la sonda. Este resultado de hibridacién especifico
sugiere que la mutacién albergada en este cromosoma es similar a F508. Aunque la recombinacién o la conversion
del gen son mecanismos posibles para explicar la procedencia de esta delecién en un haplotipo de no Grupo I, es mas
probable que estos 2 cromosomas del Grupo III representen un suceso de mutacién recurrente, una situacién similar a
las mutaciones 5° y 8 en el locus de S-globina.

Juntos, los resultados del estudio de hibridacién de oligonucleétidos y el andlisis del haplotipo sustentan el hecho
de que el locus del gen descrito en esta memoria es el gen de CF y que la delecion de 3 pb (F508) es 1a mutacién mds
comun en CF.

3.6 Otras mutaciones de CF

La asociacién de la delecion F508 con 1 haplotipo de CF comiin y 1 raro proporcioné una perspectiva adicional en
el nimero de sucesos de mutacion que podrian contribuir a la presente poblacion de pacientes. En base a los amplios
datos de haplotipo, es probable que los 2 cromosomas originales en los que se producia la delecién F508 portaran el
haplotipo -AAAAAAA- (Grupo Ia) y -CBAACBA- (Grupo I11a), segin se define en la Tabla 5. Los otros cromosomas
de CF del Grupo I que portan la delecion son probablemente productos de recombinacién derivados del cromosoma
original. Si se considera que los cromosomas de CF en cada grupo de haplotipo se derivan del mismo origen, tni-
camente se podrian predecir 3-4 sucesos de mutacién adicionales (véase la Tabla 5). Sin embargo, dado que muchos
de los cromosomas de CF en el mismo grupo son acusadamente diferentes uno de otro, es posible una subdivisién
adicional dentro de cada grupo. Como resultado, se podria considerar un mayor nimero de sucesos independientes de
mutacion, y los datos sugieren que al menos 7 mutaciones adicionales putativas contribuyen también al fenotipo CF-
PI (véase la Tabla 4). Las mutaciones que conducen al subgrupo CF-PS son probablemente mas heterogéneas.

Las 7 mutaciones de CF-PI adicionales se representan por los haplotipos: -CAAAAAA- (Grupo Ib), -CABCAAD-
(Grupo Ic), - - -BBBAC (Grupo Ila), -CABBBAB- (Grupo Va). A pesar de que el defecto molecular en cada una
de estas mutaciones estd todavia por definir, es claro que ninguna de estas mutaciones afecta gravemente a la regién
correspondiente a los sitios de unién del oligonucledtido utilizados en el experimento de hibridacién por PCR.

3.7 Suficiencia pancredtica

CF-PS se define clinicamente como funcién exocrina pancredtica suficiente para la digestion de alimentos; sin
embargo, el nivel de la actividad residual de enzimas pancredticas en el sistema digestivo varia de un paciente a otro.
Datos de haplotipo previos sugirieron que los pacientes de CF-PI y CF-PS son debidos a diferentes alelos mutantes. A
pesar de que el defecto bioquimico basico en CF estd todavia por definir, es posible que la actividad residual de enzima
pancredtica en pacientes CF-PS sea un reflejo directo de la actividad del producto génico de CF mutante. Asi, la funcién
exocrina residual conferida por un alelo suave (CF-PS), a pesar de que es mucho menor que la del producto génico
normal, constituia un fenotipo dominante frente al de mutaciones mds severas (CF-PI) con una pequefia funcién o sin
ninguna. Se deduce que tinicamente pacientes que portan 2 copias de alelos graves serfan CF-PI y que los pacientes
que portan 1 6 2 alelos suaves serian CF-PS.

Para someter a ensayo la hipdtesis anterior, se podria utilizar la informacidn sobre la proporcién de pacientes de
CF portadores de la delecién F508. Asumiendo que una mutacién severa sea recesiva a una mutacién suave y que una
distribucién de alelos de CF en la poblacion de pacientes de acuerdo con la ley de Hardy-Weinberg, se podria estimar
la frecuencia de alelos severos en 0,92 y la de alelos suaves (M), en 0,08 (véase la Tabla 6).
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TABLA 6
Andlisis de poblacion de CF-Pl'y CF-PS

{c)

Genotipo Frecuencia Observado Espera-

do!d) asumido @ predicha(®
Pancreatico FF 0,459 21 21,1
insuficiente (PI) FS 0,331 14 15,2
SS 0,060 4 2,7
Total 0,850 39 -
Pancreatico FM 0,106 15 (€ 14,8
suficiente (PS) SM 0,038 6 6,2

MM 0,006
Total 0,150 21

(a) Designaciones de los alelos: F = delecién de 3 pb (delecién de fenilalanina en la posicién del aminoécido 508);
S = alelos mutantes severos no caracterizados; M = alelos mutantes suaves no caracterizados.

(b) Asumiendo que el fenotipo mutante CF-PI sea recesivo al fenotipo mutante CF-PS, la frecuencia de alelos mu-
tantes CF-PI, incluida la delecién de 3 pb, podria estimarse a partir de la proporcion observada de los pacientes
CF-PI en la clinica de CF [Corey et al J. Pediatr. 115:274 (1989)], es decir (0,85) = 0,92. La frecuencia de
alelos observada para F en la poblacién de CF total es 0,68 (Tabla 3); la frecuencia para S = 0,92 - 0,68 - 0,24,
la frecuencia para M = 1 - 0,92 - 0,08. Luego se calculd la frecuencia para cada genotipo utilizando la ley de
Hardy-Weinberg.

(c) El numero de pacientes CF-PI y CF-PS en cada categoria se obtuvo mediante andlisis de hibridacién de oli-
gonucledtidos como se ilustra en la figura 15. Los pacientes procedian de las familias de CF utilizadas en el
andlisis de enlace llevado a cabo por los autores de la invencién con 14 pacientes/familias de CF-PS adicionales
a partir de un estudio subsiguiente. Dado que SM y MM no podrian distinguirse genotipica ni fenotipicamente,
éstos se combinaron en el andlisis.

(d) Los mimeros esperados se calcularon para CF-PI y CF-PS después de la normalizacién con cada grupo. La y?
de ajuste es 0,86, d.f. =3, 0,74 < p < 0,90.

(e) Este numero es mayor que el que cabria esperar (15 observados frente a 9,6 esperados), si la delecion F508 se
encuentra en el equilibrio de Hardy-Weinberg en todos los cromosomas CF (y* = 6,48, d.f. = 1, p < 0,011.

Dado que se encontré que la mayoria de pacientes CF-PI eran homocigéticos para la mutacién F508 (F), era
razonable asumir que esta mutacién correspondia a uno de varios alelos severos. Dada la frecuencia observada de F
(0,68) en la poblacion de CF estudiada, se podria derivar la frecuencia de los alelos severos (S) remanentes. Luego
se calcul6 la proporcién de pacientes FEF, SS, MM, FS, FM y SM. Dado que individuos con SM y MM no podrian
distinguirse fenotipica ni genotipicamente, éstos se combinaron en el andlisis. Como se muestra en la Tabla 6, las
frecuencias observadas para los 5 grupos de pacientes eran como las esperadas a partir de esta hipétesis.

El andlisis anterior proporciona asi un fuerte soporte de la posicion de los autores de la invencién de que CF-PI se
debe a la presencia de 2 alelos severos y que un paciente de CF-PS porta un tnico alelo severo o 2 alelos suaves. Este
modelo explica también la menor frecuencia de la delecién F508 en la poblacién CF-PS que en la CF-PI y el nimero
en exceso de pacientes de CF-PS con una copia de la delecién (véase la nota en la Tabla 6).

Dado el fenotipo dominante predicho conferido por los alelos M, fue necesario examinar los cromosomas de CF en
pacientes CF-PS individualmente, con el fin de identificar los que portaran los elementos M. Tal como se muestra en
la Tabla 7, cinco de los 7 pacientes CF-PS representativos portan una copia de la delecién F508; se pudieron asignar
al menos 5 haplotipos diferentes a los otros cromosomas de CF.
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TABLA 7

7

8 9 Alelos de CF
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Haplotipos de cromosomas de CF en individuos CF-PS y familias con MI

F (Grupo Ia)
M (predicho,
Grupo IIIb)
F (Grupo Ia)
M (predicho,
Grupo IIa)
F (Grupo Ia)
M (predicho,
Grupo Ib)
F (Grupo Ia)
M (predicho,
Grupo IIa)
F (Grupo Ia)
M (predicho,
Grupo IV)
M (predicho,
Grupo IIa)
M (predicho,
Grupo IIa)
MosS
(predicho,
Grupo Vb)
M (predicho,
Grupo IIIb)
F (Grupo Ia)
F (Grupo Ia)
F (Grupo Ia)
F (Grupo Ia)
F (Grupo Ia)
S (predicho,

Grupo Ib)
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28 A A - A A A A A c F (Grupo Ia)
A A - A A A A A B F (Grupo Ia)
33 B B - A A A - A B F (Grupo Ia)
B A - A A A A A B F (Grupo Ia)
49 A A A A A A A A B F (Grupo Ia)
A A A A A A A A B F (Grupo Ia)

(a) Las definiciones del haplotipo son las mismas que en la Tabla 5.

(b) Las designaciones de los alelos son las mismas que en la Tabla 6: F = la delecién F508; S = alelo mutante severo
no caracterizado; M = alelo mutante suave no caracterizado.

Estas ultimas observaciones proporcionan un soporte adicional de que la mayoria de los pacientes CF-PS son
heterocigotos compuestos.

4.0 Proteina CFTR

Como se ha comentado con respecto a la secuencia de ADN de la figura 1, el andlisis de la secuencia de los
clones de ADNCc solapantes predijo un polipéptido no procesado de 1480 aminodcidos con una masa molecular de
168.138 dalton. Como se describe mas tarde, debido a los polimorfismos en la proteina, el peso molecular de la
proteina puede variar debido a las posibles sustituciones o deleciones de determinados aminoécidos. El peso molecular
también cambiard debido a la adicién de unidades de hidrato de carbono para formar un glicoproteina. Se entiende
que la proteina funcional en la célula serd similar al polipéptido no procesado, pero puede modificarse debido al
metabolismo de la célula.

Por consiguiente, la invencién proporciona polipéptido CFTR normal purificado caracterizado por un peso mole-
cular de aproximadamente 170.000 dalton y con una actividad de la conductancia de iones de la transmembrana de las
células epiteliales. El polipéptido CFTR normal, que esta esencialmente exento de otras proteinas humanas, es codifi-
cado por las secuencias de ADN antes mencionadas y, de acuerdo con una realizacion, la de la figura 1. Un polipéptido
de este tipo exhibe la actividad inmunolégica o bioldgica de polipéptido CFTR normal. Como se discutird mds tarde,
el polipéptido CFTR y fragmentos del mismo se pueden preparar mediante sintesis quimica o enzimdtica de péptidos
o se puede expresar en un sistema de células cultivadas apropiado. La invencién proporciona también un polipéptido
CFTR mutante purificado que se caracteriza por una actividad asociada a la fibrosis quistica en cé€lulas epiteliales
humanas. Un polipéptido CFTR mutante de este tipo, al estar sustancialmente libre de otras proteinas humanas, puede
ser codificado por la secuencia de ADN mutante.

4.1 Estructura de CFTR

El rasgo mds caracteristico de la proteina predicha es la presencia de dos motivos repetidos, cada uno de los
cuales consiste en un conjunto de residuos aminodcidos capaces de abarcar la membrana varias veces, seguido de
una secuencia que se asemeja a pliegues de unién de nucleétidos (ATP) consenso (NBFs - nucleotide binding folds)
(figuras 11, 12 y 16). Estas caracteristicas son acusadamente similares a las de la glicoproteina P resistente a multiples
farmacos de mamiferos y a un cierto nimero de otras proteinas asociadas a la membrana, implicando de este modo
que el producto del gen de CF predicho esté probablemente implicado en el transporte de sustancias (iones) a través
de la membrana y sea probablemente un miembro de una superfamilia de proteinas de la membrana.

La figura 13 es un modelo esquemdtico de la proteina CFTR predicha. En la figura 13, los cilindros indican hélices
que abarcan las membranas y las esferas rayadas indican NBFs. La esfera punteada es el dominio R polar. Las 6 hélices
que abarcan las membranas en cada mitad de la molécula se describen como cilindros. Los NBFs citopldsmicamente
orientados interiores se muestran en forma de esferas rayadas con rendijas para indicar los medios de entrada por
parte del nucleétido. Fl gran dominio R polar que une las dos mitades representa una esfera punteada. Aminodcidos
individuales cargados dentro de los segmentos de transmembrana y sobre la superficie del dominio R se describen
como pequeiios circulos que contienen el signo de carga. Las cargas netas en los bucles internos y externos que
unen los cilindros de la membrana y regiones de los NBFs estdn contenidas en los cuadrados en blanco. Los sitios
para la fosforilacién por parte de proteina quinasas A o C se muestran mediante tridngulos en negro y en blanco,
respectivamente. K, R, H, D y E son una nomenclatura convencional para los aminodcidos lisina, arginina, histidina,
acido aspdrtico y acido glutdmico, respectivamente.

Cada una de las regiones asociadas a la membrana predichas de la proteina CFTR consiste en 6 segmentos muy
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hidréfobos capaces de abarcar una bicapa de lipidos de acuerdo con los algoritmos de Kyte y Doolittle y de Garnier
et al (J. Mol. Biol. 120, 97 (1978) (figura 13). Las regiones asociadas a la membrana estdn seguidas cada una por una
gran regién hidréfila que contiene los NBFs. En base a la alineacion de la secuencia con otras proteinas de unién a
nucledtidos conocidas, cada uno de los NBFs putativos en CFTR comprende al menos 150 residuos (figura 13). La
delecion de 3 pb detectada en la mayorfa de pacientes CF esta situada entre los 2 segmentos sumamente conservados
del primer NBF en CFTR. La identidad en la secuencia de aminodcidos entre la region que rodea la delecién de
fenilalanina y las correspondientes regiones de un cierto niimero de otras proteinas sugiere que esta regién es de una
importancia funcional (figura 16). Un aminodcido hidréfobo, habitualmente uno con una cadena lateral aromadtica, esta
presente en la mayoria de estas proteinas en la posicion correspondiente a F508 de la proteina CFTR. Se entiende que
los polimorfismos de aminodcidos pueden existir como resultado de polimorfismos de ADN.

La figura 16 muestra la alineacién de los 3 segmentos mds conservados de los NBFs extendidos de CFTR con
regiones equiparables de otras proteinas. Estos 3 segmentos consisten en los residuos 433-473, 488-513 y 542-584 de
la mitad N-terminal, y 1219-1259, 1277-1302 y 1340-1382 de la mitad C-terminal de CFTR. El trazo grueso sefiala las
regiones de mayor similitud. Una homologia general adicional puede observarse incluso sin la introduccién de huecos.

A pesar de la simetria global en la estructura de la proteina y la conservacion de la secuencia de los NBFs, la
homologia de la secuencia entre las dos mitades de la proteina CFTR predicha es modesta. Esto se demuestra en
la figura 12, en la que los aminodcidos 1-1480 estdn representados sobre cada eje. Las lineas a ambos lados de la
diagonal de identidad indican las posiciones de similitudes internas. Por lo tanto, mientras que pueden detectarse
cuatro conjuntos de identidad de secuencia interna como se muestra en la figura 12, al utilizar la matriz de registro de
Dayhoff, segtn se aplica por Lawrence et al. [C. B. Lawrence, D. A. Goldman y R. T. Hood, Bull Math. Biol. 48, 569
(1986)], unicamente tres de estos resultan evidentes a bajos ajustes del umbral para la desviacion estdndar. La identidad
mas intensa se encuentra entre secuencias en los extremos carboxilo de los NBFs. De los 66 residuos alineados, el 27%
es idéntico y otro 11% es funcionalmente similar. La homologia interna débil global estd en contraposicion con el grado
mucho mayor (> 70%) en la glicoproteina P para la cual se ha propuesto una hipétesis de duplicacién del gen (Gros
et al, Cell 47, 371, 1986, C. Chen et al, Cell 47, 381, 1986, Gerlach et al, Nature, 324, 485, 1986, Gros et al, Mol.
Cell. Biol. 8, 2770, 1988). La carencia de conservacién en las posiciones relativas de los limites exén-intrén pueden
argumentar en contra de un modelo de este tipo para CFTR (figura 2).

Dado que aparentemente no existe ninguna secuencia de péptido sefial en el extremo amino de CFTR, el segmento
hidréfilo muy cargado que precede a la primera secuencia de la transmembrana estd probablemente orientado en el
citoplasma. Se espera que cada uno de los 2 conjuntos de hélices hidréfobas forme 3 bucles transversales a través de la
membrana, y se espera que una pequeila cantidad de la secuencia de la proteina completa esté expuesta a la superficie
exterior, excepto la region entre los segmentos 7 y 8§ de la transmembrana. Es de interés sefialar que esta ultima region
contiene dos sitios potenciales para la glicosilacién N-enlazada.

A cada una de las regiones asociadas a la membrana le sigue un NBF segiin se indica anteriormente. Ademas, el
dominio citoplasmico muy cargado puede identificarse en el centro del polipéptido CFTR predicho, que enlaza las dos
mitades de la proteina. Este domino, denominado dominio R, estd operativamente definido por un gran exén tnico
en el que 69 de los 241 aminodcidos son residuos polares dispuestos en racimos alternantes en cargas positivas y
negativas. Ademds, 9 de las 10 secuencias consenso requeridas para la fosforilacion por parte de proteina quinasa A
(PKA) y 7 de los potenciales sitios del sustrato para la proteina quinasa C (PKC) encontradas en CFTR estan situadas
en este exon.

4.2 Funcion de CFTR

Las propiedades de CFTR se pueden derivar de una comparacion con otras proteinas asociadas a la membrana (fi-
gura 16). Ademds de la similitud estructural global con la glicoproteina P de mamiferos, cada uno de los dos dominios
predichos en CFTR muestra también una semejanza notoria con la estructura del dominio tnico de hemolisina B de
E. coli y el producto del gen Blanco de Drosophila. Estas ultimas proteinas estdan implicadas en el transporte del
péptido litico del sistema hemolisina y de las moléculas de los pigmentos oculares, respectivamente. El sistema de
transporte de la vitamina B12 de E. coli, BtuD y MbpX, que es un gen del cloroplasto hepético cuya funcién es des-
conocida, tienen también un motivo estructural similar. Ademds, la proteina CFTR comparte una similitud estructural
con varios de los sistemas de transporte de soluto peripldsmicos de bacteris Gram-negativas en la region de la trans-
membrana y los pliegues que se unen a ATP estdn contenidos en proteinas separadas que funcionan acordes con un
tercer polipéptido que se une al sustrato.

La disposicién estructural global de los dominios de la transmembrana en CFTR es similar a varias proteinas del
canal de cationes y a algunas ATPasas de translocaciones de cationes, asi como a la adenilato ciclasa del cerebro
bovino descrita recientemente. La importancia funcional de esta clasificacion topolégica, consistente en 6 dominios
de la transmembrana, permanece siendo especulativa.

También se han detectado regiones cortas de identidad de secuencia entre las regiones de la transmembrana puta-
tivas de CFTR y otras proteinas que abarcan la membrana. De modo interesante, existen también secuencias, de 18
aminodcidos de longitud situadas aproximadamente 50 residuos del extremo carboxilo de CFTR y el proto-oncogen
raf de serina/treonina quinasa de Xenopus laevis, que son idénticos en 12 de estas posiciones.
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Finalmente, se ha sefialado una identidad de secuencia de aminoacidos (10/13 residuos conservados) entre un
segmento hidréfilo (posicién 701-713) dentro del dominio R muy cargado de CFTR y una regién que precede in-
mediatamente al primer bucle de la transmembrana de los canales de sodio, tanto en el cerebro de ratas como en la
anguila. El dominio R caracteristico de CFTR no se comparte con la glicoproteina P estrechamente relacionada desde
un punto de vista topoldgico; el péptido que enlaza 241 aminodcidos es aparentemente la diferencia principal entre las
dos proteinas.

En resumen, los rasgos de la estructura primaria de la proteina CFTR indican su posesion de propiedades ade-
cuadas para la participacion en la regulacién del control del transporte de iones en las células epiteliales de tejidos
afectados por CF. La fijacion segura a la membrana en dos regiones sirve para posicionar sus tres dominios intracelu-
lares principales (pliegues 1 y 2 de unién a nucledtidos y el dominio R) préximos a la superficie del citoplasma de la
membrana celular en la que pueden modular el movimiento de iones a través de canales formados mediante segmentos
de la transmembrana de CFTR por si mismos o por otras proteinas de la membrana.

A la vista de los datos genéticos, la especificidad del tejido y las propiedades predichas de la proteina CFTR, es
razonable concluir que CFTR es directamente responsable de la CF. Sin embargo, permanece siendo incierto el modo
en que CFTR estd implicada en la regulacién de la conductancia de iones a través de la membrana apical de células
epiteliales.

Es posible que CFTR sirva como un canal de iones por si misma. Segiin se describe en la figura 13, 10 de las
12 regiones de la transmembrana contienen uno o mds aminodcidos con cadenas laterales cargadas, una propiedad
similar al canal del sodio del cerebro y las subunidades del canal de cloruro del receptor GABA, en que residuos
cargados estan presentes en 4 de los 6 y 3 de los 4 respectivos dominios asociados a la membrana por subunidad
o unidad repetitiva. Se piensa que la naturaleza anfipatica de estos segmentos de la transmembrana contribuye a la
capacidad formadora de canales de estas moléculas. Alternativamente, CFTR puede no ser un canal de iones, sino, en
su lugar, puede servir para regular las actividades del canal de iones. En apoyo de esta ltima presuncion, ninguno de
los polipéptidos purificados procedentes de la trdquea y los rifiones son capaces de reconstituir canales de cloruro en
las membranas de lipidos [Landry et al, Science 224:1469 (1989)] parecen ser CFTR si se juzgan sobre la base de la
masa molecular.

En cualquier caso, la presencia de dominios que unen ATP en CFTR sugiere que la hidrdlisis de ATP esté directa-
mente implicada y es requerida para la funcién de transporte. La alta densidad de sitios de fosforilacién para PKA y
PKC y los racimos de residuos cargados en el dominio R pueden servir ambos para regular esta actividad. La delecién
de un residuo fenilalanina en el NBF puede prevenir una unién adecuada ATP o el cambio conformacional que esto
produce normalmente y, por consiguiente, da como resultado la insensibilidad observada a la activacién por parte de
la fosforilacién mediada por PKA o PKC de la via de conductancia de cloruro apical de CF. Dado que la proteina
predicha contiene varios dominios y pertenece a una familia de proteinas que frecuentemente funcionan como partes
de sistemas moleculares multicomponentes, CFTR puede también participar en las funciones del tejido epitelial de
actividad o regulacion no relacionadas con el transporte de iones.

Con el gen de CF aislado (ADNCc), ahora en posesion, es posible definir el defecto bioquimico basico en CF y
elucidar adicionalmente el control de las vias de transporte de iones en las células epiteliales en general. .o mas im-
portante, el conocimiento adquirido hasta ahora a partir de la estructura predicha de CFTR, junto con la informacién
adicional de estudios de la propia proteina proporciona una base para el desarrollo de medios mejorados de tratamien-
to de la enfermedad. En este tipo de estudios, han surgido anticuerpos contra la proteina CFTR segun se describe
posteriormente.

4.3 Purificacion de la proteina

La proteina CFTR se puede purificar por métodos seleccionados sobre la base de propiedades segin se revelan
por su secuencia. Por ejemplo, ya que posee distintas propiedades de una proteina de la membrana integral, se aisla
primeramente una fraccién de la membrana de las células epiteliales en la que estd muy expresada (por ejemplo, la
linea de células de carcinoma de colon cultivada, T84) utilizando métodos establecidos [J. E. Langridge, et al, Biochim.
Biophys. Acts. 751: 318 (1983)]. Las proteinas periféricas de estas membranas son las que se separan por extraccion
con altas concentraciones salinas, un elevado pH o agentes cadtropos tales como diyodosalicilato de litio. La totalidad
de las proteinas integrales que permanecen, incluida la proteina CFTR, se solubilizan utilizando un detergente tal como
octil-glucésido (Landry, et al, supra), CHAPS [D. J. Beros et al, J. Biol. Chem. 262:10613 (1987)] u otros compuestos
de accion similar. Haciendo uso de los dominios de unién de nucleétidos de CFIR, se utiliza luego la cromatografia
de afinidad con azul cibacron [S. T. Thompson et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 72: 669 (1975)] para unir la proteina
CFIR y separarla de otras proteinas integrales de la mezcla de detergentes estabilizada. Dado que CFTR es una
glicoproteina, la cromatografia con lectina diferencial puede lograr una purificacion adicional [Riordan et al. J. Biol.
Chem. 254:1270 (1979)]. La purificacion final hasta la homogeneidad se consigue luego utilizando otros procesos
de purificacién de proteinas convencionales; es decir, la cromatografia de intercambio de iones, la cromatografia de
permeacién en gel, cromatografia de adsorcion o enfoque isoeléctrico, segiin sea necesario. Alternativamente, se hace
uso de procesos de purificacién de una sola etapa tales como cromatografia de inmuno-afinidad, utilizando anticuerpos
inmovilizados contra la proteina CFTR (o fragmentos de la misma) o electroforesis en gel de poliacrilamida preparativa
utilizando una instrumentacién avanzada tal como el “230A HPEC System” de Applied Biosystems. Basado en la
experiencia en la purificacion de la glicoproteina P [Riordan et al, supra], otro miembro de la categoria general de
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las proteinas de la membrana asociadas al transporte de unién a nucleétidos, se facilita la purificacion de la proteina
CFTR.

Ademis de la purificacion a partir de tejidos y c€lulas en los que la proteina CFTR estd muy expresada, se utilizan
procedimientos similares para purificar CFTR a partir de células transfectadas con vectores que contienen el gen de
CF (ADNCc) segun se describe antes. Productos protefnicos que resultan de la expresion de la versiéon modificada
de la secuencia de ADNc se purifican de una manera similar. L.os criterios de la homogeneidad de proteinas, asi
proporcionados, incluyen los convencionales para el campo de la quimica de proteinas, incluida la electroforesis en
gel monodimensional y bidimensional y la terminacién de aminodcidos N-terminal. La proteina purificada se utiliza
en andlisis fisicos bioquimicos adicionales para determinar rasgos de su estructura secundaria y terciaria, para ayudar
la disefio de farmacos, para fomentar el funcionamiento adecuado de las formas de CF mutantes. En la preparacién
para uso en la terapia de proteinas, se considera la ausencia de sustancias contaminantes potencialmente toxicas. Se
reconoce que la naturaleza hidr6foba de la proteina necesita la inclusion de compuestos anfifilos tales como detergentes
y otros [J. V. Ambud Kar y P. C. Maloney J. Biol. Chem. 261:10079 (1986)] en todas las fases de su manipulacion.

5.0 Rastreo de CF
5.1 Diagnosis basada en ADN

Dado el conocimiento de la mutacién principal seglin se describe en esta memoria, el rastreo de portadores y la
diagnosis prenatal se pueden llevar a cabo como sigue.

La poblacién de alto riesgo de una fibrosis quistica es la caucasiana. Por ejemplo, cada mujer y/u hombre cauca-
siano de edad progenitora serfa rastreado con el fin de determinar si ella o él era un portador (aproximadamente un
5% de probabilidad para cada individuo). Si ambos son portadores, son entonces una pareja de riesgo para un nifio
con fibrosis quistica. Cada nifio de la pareja de riesgo tiene un 25% de posibilidad de verse afectado por una fibrosis
quistica. El proceso para determinar el estado portador utilizando las sondas descritas en esta memoria es como sigue.

Una aplicacion principal de la informacién de la secuencia de ADN de los genes de CF normal y mutante se
encuentra en el drea del ensayo genético, deteccién del portador y la diagnosis prenatal. Individuos que portan muta-
ciones en el gen de CF (portador de la enfermedad o pacientes) se pueden detectar al nivel de ADN con el uso de una
diversidad de técnicas. E1 ADN genémico utilizado para la diagnosis se puede obtener a partir de células del cuerpo
tales como las que estdn presentes en la sangre periférica, orina, saliva, biopsia de tejidos, instrumental quirtrgico y
material de autopsia. E1 ADN se puede utilizar directamente para la deteccién de la secuencia especifica o se puede
amplificar enziméaticamente in vitro utilizando PCR (Saiki et al. Science 230: 1350-1353, (1985), Saiki et al. Nature
324: 163-166 (1986)) antes del andlisis. E1 ARN o su forma ADNc también se pueden utilizar para el mismo fin.
Revisiones recientes de este objeto han sido presentadas por Caskey, (Science 236: 1223-8 (1989)) y por Landegren
et al (Science 242: 229-237 (1989).

La deteccidn de la secuencia de ADN especifica se puede lograr por métodos tales como la hibridacion utilizando
oligonucledtidos especificos (Wallace et al. Cold Spring Harbour Symp. Quant. Biol. 51: 257-261 (1986)), la secuen-
ciacion de ADN directa (Church y Gilbert, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81: 1991-1995 (1988)), el uso de enzimas
de restriccién (Flavell et al. Cell 15: 25 (1978), Geever et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78: 5081 (1981)), la dis-
criminacién sobre la base de la movilidad electroforética en geles con reactivo desnaturalizante (Myers y Maniatis,
Cold Spring Harbour Symp. Quant. Biol. 51: 275-284 (1986)), la proteccién de RNasa (Myers, R. M., Larin, J. y
T. Maniatis Science 230: 1242 (1985)), la escisién quimica (Cotton et al. Proc. Nat. Acad. Sci. USA 85: 4397-4401
(1985)) y el proceso de deteccion mediada por ligasa [Landegren et al. Science 241: 1077 (1988)].

Oligonucledtidos especificos para las secuencias normal o mutante se sintetizan quimicamente utilizando maqui-
nas comercialmente disponibles, marcadas radiactivamente con isétopos (tales como **P) o no radiactivamente (con
marcadores tales como biotina (Ward y Langer et al. Proc. Nat. Acad. Sci. USA 78: 6633-6657 (1981)) y se hibridan
a muestras de ADN individuales inmovilizadas sobre membranas u otros soportes sélidos mediante punto-borrén o
transferencia a partir de geles después de la electroforesis. La presencia o ausencia de estas secuencias especificas
se visualiza por métodos tales como autorradiografia o reacciones fluorométricas (Landegren et al, 1989, supra) o
coloriméiricas (Gebeyehu et al. Nucleic Acids Research 15: 4513-4534 (1987)). Una realizacion de este método de
rastreo de oligonucledtidos ha sido aplicada en la deteccion de la delecién de F508 segiin se describe en esta memoria.

Las diferencias de secuencia entre individuos normales y mutantes se puede revelar mediante el método de secuen-
ciacién de ADN directa de Church y Gilbert (supra). Segmentos de ADN clonados se pueden utilizar como sondas
para detectar segmentos de ADN especificos. La sensibilidad de este método se ve muy reforzada cuando se combina
con PCR [Wrichnik et al, Nucleics Acids Res. 15: 1529-542 (1987); Wong et al, Nature 330:384-386 (1987); Stoflet
et al, Science 239: 491-494 (1988)]. En este tltimo procedimiento, se utiliza un cebador de la secuenciacién que se
encuentra dentro de la secuencia amplificada con un producto de PCR de doble cadena o una plantilla de cadena sen-
cilla generada por una PCR modificada. La determinacién de la secuencia se efectiia por procesos convencionales con
nucleétidos radiomarcados o mediante procesos de secuenciacion automdtica con marcadores fluorescentes.

Las alteraciones de la secuencia pueden generar ocasionalmente sitios de reconocimiento de enzimas de restriccién
fortuitos que se revelan mediante el uso de una digestién con enzimas apropiada, seguido de una hibridacién de
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borrones en gel convencional (Southern, J. Mol. Biol. 98: 503 (1975)). Fragmentos de ADN que portan el sitio (ya sea
normal o mutante) se detectan por reduccion de tamaifio o aumento en el correspondiente nimero de fragmentos de
restriccion. Muestras de ADN gendmico también se pueden amplificar por PCR antes del tratamiento con la enzima
de restriccion apropiada; a continuacion, se visualizan fragmentos de diferente tamafio bajo la luz UV en presencia de
bromuro de etidio después de electroforesis en gel.

El ensayo genético basado en las diferencias de la secuencia de ADN se puede lograr por deteccion de la alteracion
en la movilidad electroforética de fragmentos de ADN en geles con o sin reactivo desnaturalizante. Se pueden visuali-
zar pequefias deleciones e inserciones en la secuencia mediante electroforesis en gel de alta resolucién. Por ejemplo, el
producto de PCR con la delecién de 3 pb es claramente distinguible de la secuencia normal en un gel de poliacrilamida
no desnaturalizante al 8%. Los fragmentos de ADN de diferentes composiciones de secuencia se pueden distinguir
sobre gel de gradiente de formamida desnaturalizante en el que las movilidades de diferentes fragmentos de ADN
se retardan en el gel a diferentes posiciones de acuerdo con sus temperaturas de “fusién parcial” especificas (Myers,
supra). Ademds, las alteraciones de la secuencia, en particular pequefias deleciones, se pueden detectar en forma de
cambios en el modelo de migracién de heteroduplex de ADN en una electroforesis en gel no desnaturalizante, segtin se
ha detectado para la mutacién de 3 pb (F508) y en otros sistemas experimentales [Nagamine et al, Am. J. Hum. Genet.
45: 337-339 (1989)]. Alternativamente, un método para detectar una mutacién que comprende una sustitucion de una
sola base u otro cambio pequefio podria basarse en la longitud del cebador diferencial en una PCR. Por ejemplo, se
podria utilizar un cebador invariable ademés de un cebador especifico para una mutacioén. Los productos de PCR de
los genes normal y mutante se pueden luego detectar diferencialmente en geles de acrilamida.

Los cambios de la secuencia en lugares especificos también se pueden revelar mediante analisis de proteccién con
nucleasa tal como RNasa (Myers, supra) y proteccién con S1 (Berk, A. J. y P. A. Sharpe Proc. nat. Acad. Sci. USA
75: 1274 (1978)), el método de escisién quimica (Cotton, supra) o el procedimiento de deteccion mediado por ligasa
(Landegren, supra).

Ademis de una electroforesis en gel convencional y de los métodos de hibridacion por transferencia, los fragmentos
de ADN también se pueden visualizar por métodos en los que las muestras de ADN individuales no estdn inmovilizadas
sobre membranas. LLas secuencias de la sonda y diana pueden estar ambas en solucidn, o la secuencia de la sonda
puede estar inmovilizada [Saiki et al, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 86:6230-6234 (1989)]. Para identificar genotipos
individuales especificos se puede utilizar una diversidad de métodos de deteccion tales como autorradiografia con
intervencién de radioisétopos, deteccion directa de desintegracion radiactiva (en presencia o ausencia de agente de
centelleo), espectrofotometria que implica reacciones colorigenas y fluorometria que implica reacciones fluorégenas.

Dado que en el gen de CF se anticipa mas de una mutacién, un sistema multiple es un protocolo ideal para el rastreo
de portadores de CF en la deteccién de mutaciones especificas. Por ejemplo, se puede utilizar una PCR con muiltiples
cebadores de oligonucledtidos especificos y sondas de hibridacion para identificar todas las posibles mutaciones al
mismo tiempo (Chamberlain et al. Nucleic Acids Research 16: 1141-1155 (1988)). El proceso puede implicar sondas
de oligonucleétidos especificas para la secuencia inmovilizadas (Saiki et al, supra).

5.2 Deteccion de la mutacion principal

Estos métodos de deteccion se pueden aplicar a la diagnosis prenatal utilizando células del fluido amniético, la
biopsia de los vellos coriénicos o la clasificacién de células fetales procedentes de la circulacién materna. El ensayo
de portadores de CF de poblacién se puede incorporar como un componente esencial en un programa de ensayo
genético a gran escala para enfermedades comunes.

De acuerdo con una realizacién de la invencién, la porcién del segmento de ADN que es informativa de una
mutacién, tal como una mutacién de acuerdo con esta realizacion, es decir la porcion que rodea inmediatamente a la
delecion F508, se puede luego amplificar utilizando técnicas de PCR convencionales [segun la revision en Landegren,
Ulf, Robert Kaiser, C. Thomas Caskey y Leroy Hood, DNA Diagnostics-Molecular Techniques and Automation, en
Science 242: 229-237 (1988)]. Se contempla que la porcién del segmento de ADN que se utiliza pueda ser un segmento
de ADN sencillo o una mezcla de diferentes segmentos de ADN. Sigue ahora una descripcion detallada de esta técnica.

Se ha de rastrear una regién especifica de ADN genémico procedente de la persona o feto. Una regién especifica
de este tipo se define por los cebadores de oligonucleétidos C16B (5’GTTTTCCTGGATTATGCCTGGGCAC3’) y
C16D (5’GTTGGCATGCTTTGATGACGCTTC3’). Las regiones especificas se amplificaron mediante la reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR). 200-400 ng de ADN genémico, procedente de linfoblastos cultivados o muestras de
sangre periférica de individuos CF y sus progenitores se utilizaron en cada PCR con los cebadores de oligonucleétidos
indicados anteriormente. I.os oligonucleétidos se purificaron con Oligonucleotide Purification Cartridges® (Applied
Biosystems) o columnas NENSORB® PREP (Dupont) con procedimientos recomendados por los suministradores.
Los cebadores se reasociaron a 62°C durante 45 s, se extendieron a 72°C durante 120 s (con 2 unidades de Taqg ADN
polimerasa) y se desnaturalizaron a 94°C durante 60 s durante 28 ciclos con un ciclo final de 7 min para la extensién
en un termociclador automético Perkin-Elmer/Cetus con un programa Step-Cycle (ajustes de transicién a 1,5 min).
Porciones de los productos de PCR se separaron mediante electroforesis en geles de agarosa al 1,4%, se transfirieron
a una membrana Zetabind® (Biorad) de acuerdo con procesos convencionales. Las dos sondas de oligonucleétidos de
la figura 15 (en cada caso 10 ng) se marcaron por separado con 10 unidades de T4 polinucleétido quinasa (Pharmacia)
en una reaccién de 10 ul que contenia Tris-HC1 50 mM (pH 7,6), MgCl, 10 mM, ditiotreitol 0,5 mM, espermidina
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10 mM, EDTA 1 mM y 30-40 pCi de y [**P] - ATP durante 20-30 min a 37°C. Los radionucleétidos no incorporados
se separaron con una columna Sephadex (G-25 antes del uso. Las condiciones de hibridacién eran como las descritas
previamente (J. M. Rommens et al Am. J. Hum. Genet. 43,645 (1988)), excepto que la temperatura era de 37°C. Las
membranas se lavaron dos veces a la temperatura ambiente con 5 x SSC y dos veces a 39°C con 2 x SSC (1 x SSC =
NaCl 150 mM vy citrato de Na 15 mM). La autorradiografia se efectu a la temperatura ambiente durante una noche.
Las autorradiografias muestran los resultados de hibridacién de ADN gendmico con las 2 sondas de oligonucleétidos
especificas segiin se indica en la figura 15. La sonda C detecta la secuencia de ADN normal y la sonda F detecta la
secuencia mutante. Una muestra de ADN genémico procedente de cada miembro de familia se amplificé mediante
la reaccién en cadena de la polimerasa, y los productos se separaron por electroforesis sobre un gel de agarosa al
1,4% y luego se transfirieron a una membrana Zetabind (Biorad) de acuerdo con procesos convencionales. El blanco
de agua y el ADN del plasmido, T16 y C16, correspondientes a la secuencia normal (N) y a la delecién F508 (CF),
respectivamente, se incluyeron como testigos.

Ladelecién de 3 pb también fue revelada mediante electroforesis en gel de poliacrilamida. Cuando la PCR generada
por los cebadores C16B y C16D antes mencionados se aplicé a un gel de poliacrilamida al 8%, se electroforizé
durante 2 h a 20 V/cm en un tamp6n Tris-borato 90 mM (pH 8,3) fragmentos de ADN de una movilidad diferente
eran claramente detectables para individuos sin la delecién de 3 pb, heterocigéticos u homocigdticos para la delecion.
Ademds, en los heterocigéticos se observé una banda de ADN extra, presumiblemente el heteroduiplex entre hebras
de ADN normal y mutante. Una alteracion similar en la movilidad del gel para heterodiiplex formados durante PCR
también ha sido resefiada para sistemas experimentales en los que estdn implicadas pequeiias deleciones (Nagamine et
al supra). Estos desplazamientos de la movilidad se pueden utilizar como base para los ensayos de rastreo genéticos
radiactivos.

5.3 Programas de rastreo de CF

Se aprecia que tnicamente el 70% de los portadores puede detectarse utilizando las sondas de F508 especificas de
esta realizacion particular de la invencién. Asi, si un individuo ensayado no es un portador utilizando las sondas F508,
su estado portador no puede ser excluido, pueden portar alguna otra mutacién como se ha sefialado previamente. Sin
embargo, si tanto el individuo como el cényuge del individuo sometido a ensayo son portadores de la mutacién F508,
se puede establecer con certeza que se trata de una pareja de riesgo. LLa secuencia del gen segin se describe en esta
memoria es un pre-requisito esencial para la determinacién de las otras mutaciones.

La diagnosis prenatal es una extension logica del rastreo de portadores. Una pareja puede ser identificada como de
riesgo por tener un nifio con fibrosis quistica en una de dos maneras: si ya tienen un nifio con fibrosis quistica, ambos
son, por definicion, portadores obligados de la enfermedad, y cada nifio subsiguiente tiene un 25% de posibilidades de
verse afectado por la fibrosis quistica. Una ventaja principal de la presente invencioén elimina la necesidad del andlisis
del pedigri de la familia, mientras que de acuerdo con esta invencion, un programa de rastreo por mutacién de genes
como se ha esbozado anteriormente u otro método similar se pueden utilizar para identificar una mutacion genética que
conduzca a una proteina con funcién alterada. Esto no depende de una averiguacion previa de la familia a través del
nifio afectado. Por ejemplo, muestras de ADN fetales se pueden obtener, como se ha mencionado previamente, a partir
de células de fluido amnidtico y muestras de vello coridnico. La amplificacion por técnicas de PCR convencionales
puede entonces realizarse en este ADN de la plantilla.

Si se demuestra que los dos padres son portadores con la delecién F508, la interpretacién de los resultados seria la
siguiente. Si existe una hibridacién del ADN fetal a la sonda normal (sin delecién, como se muestra en la figura 15),
el feto no se verd afectado por la fibrosis quistica, a pesar de que puede ser un portador de CF (50% de probabilidades
para cada feto de una pareja de riesgo). Si el ADN fetal se hibrida s6lo a la sonda de delecién F508 y no a la sonda
normal (como se muestra en la figura 15), el feto se vera afectado por una fibrosis quistica.

Se aprecia que para esta y otras mutaciones en el gen de CF, se puede utilizar una gama de procesos especificos
diferentes para proporcionar una diagnosis completa para todos los portadores de CF o pacientes CF potenciales. Una
descripcién completa de estos procedimientos se describe mas adelante.

Por lo tanto, la invencién proporciona un método y un estuche para determinar si un sujeto es un portador de CF o
un paciente CF. En resumen, el método de rastreo comprende las etapas de:

proporcionar una muestra bioldgica del sujeto a rastrear; y proporcionar un andlisis para detectar en la muestra
biolégica la presencia de al menos un miembro del grupo que consiste en el gen de CF normal, productos génicos de
CF normales, un gen de CF mutante, productos génicos de CF mutantes y sus mezclas.

Flmétodo se puede caracterizar, ademads, por incluir al menos una o mds sondas de nucleétidos que es un fragmento
de secuencia de ADN diferente, por ejemplo, el ADN de la figura 1, o un fragmento de la secuencia de ADN diferente
del cromosoma 7 humano y que esta situado en cualquier lado de la secuencia de ADN de la figura 1.

Un estuche, de acuerdo con una realizacion de la invencion, adecuado para uso en la técnica de rastreo para analizar
la presencia del gen de CF por un inmunoensayo comprende:

(a) un anticuerpo que se une especificamente a un producto génico del gen de CF;
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(b) medios de reactivos para detectar la unién del anticuerpo al producto génico; y
(c) estando presentes el anticuerpo y los medios de reactivos en cantidades eficaces para efectuar el inmunoensayo.

El estuche para analizar la presencia del gen de CF también se puede proporcionar mediante técnicas de hibrida-
cién. El estuche comprende:

(a) una sonda de oligonucleétidos que especificamente se une al gen de CF;
(b) medios de reactivos para detectar la hibridacion de la sonda de oligonucleétidos al gen de CF; y

(c) estando presente la sonda y los medios reactivos en cada caso en cantidades eficaces para llevar a cabo el andlisis
de hibridacion.

5.4 Anticuerpos para detectar CFTR

Como se ha mencionado, se desarrollan anticuerpos contra epitopos dentro de la proteina CFTR para proporcionar
una informacién amplia de las caracteristicas de la proteina y otra informacion valiosa, que incluye:

1. Para permitir la visualizacién de la proteina en células y tejidos en los que se expresa mediante inmunotransfe-
rencia (“borrones de Western™) después de electroforesis en gel de poliacrilamida. Esto permite una estimacién
del tamafio molecular de la proteina madura incluida la contribucién procedente de las células de restos afiadi-
dos después de la traduccién y que incluyen cadenas de oligosacdridos y grupos fosfato, por ejemplo. Se pueden
utilizar técnicas inmunocitoquimicas que incluyen inmunofluorescencia e inmuno-microscopia electrénica pa-
ra establecer la localizacion subcelular de la proteina en las membranas celulares. LLos anticuerpos también se
pueden utilizar para proporcionar otra técnica para detectar cualesquiera de las otras mutaciones de CF que dan
como resultado la sintesis de una proteina con un tamaiio alterado.

2. Se pueden utilizar anticuerpos contra distintos dominios de la proteina para determinar la disposicion topolégica
de la proteina en la membrana celular. Esto proporciona informacién sobre segmentos de la proteina que son
accesibles a agentes moduladores externamente afiadidos para fines de terapia con farmacos.

3. Las relaciones de estructura-funcién de porciones de la proteina se pueden examinar utilizando anticuerpos
especificos. Por ejemplo, es posible introducir en células anticuerpos que reconocen cada uno de los bucles
citoplasmicos cargados que unen las secuencias de la transmembrana, asi como porciones de los pliegues de
unién de nucledtidos y el dominio R. La influencia de estos anticuerpos sobre parametros funcionales de la
proteina proporciona una perspectiva en los mecanismos reguladores de las células y sugieren en potencia
medios para modular la actividad de la proteina defectuosa en pacientes de CE.

4. Anticuerpos con la avidez apropiada también permiten la inmunoprecipitacién y la purificacién por inmuno-
afinidad de la proteina. LLa inmunoprecipitacién facilitard la caracterizacién de la sintesis y la modificacién
post-traduccién que incluye la unién de ATP y la fosforilacion. Se requerira la purificacién para estudios de la
estructura de la proteina y para la reconstitucion de su funcién, asi como la terapia basada en proteinas.

Con el fin de preparar los anticuerpos, se han sintetizado proteina de fusién que contienen porciones definidas
de polipéptidos CFTR en bacterias mediante la expresién de correspondientes secuencias de ADN en un vehiculo de
clonacién adecuado, mientras que péptidos mds pequefios se sintetizaron quimicamente segun se describe en la Tabla 8.
Las proteinas de fusion se purificaron, por ejemplo, mediante cromatografia de afinidad sobre glutation-agarosa, y los
péptidos se acoplaron a una proteina portadora (hemocianina), se mezclaron con adyuvante de Freund y se inyectaron
en conejos. Después de inyecciones de refuerzo a intervalos bisemanales, los conejos se desangraron y se aislaron
los sueros. Las proteinas de fusion tefiidas se muestran en las figuras 19a. La pista 1, pldsmido control no inducido;
la pista 2, plasmido control inducido por IPTG que expresa solo glutation-S-transferasa (GST); la pista 3, banda de
GST purificada por afinidad a 27 kilodalton (kD); la pista 4 estd no inducida; la pista 5 estd inducida y la pista 6 es la
proteina de fusién purificada n° 1 de la Tabla 8. En la figura 19b, la electroforesis en gel es de lisados procedentes de
bacterias transformadas con plasmidos pGEX que contienen proteinas de fusién n° 5 de la Tabla § para las pistas 1 y 2
y proteinas de fusién n° 2 de la Tabla 8 para las pistas 3 y 4. La pista 1 de la figura 19b es para el plasmido no inducido,
mientras que la pista 2 es para que el plasmido inducido exprese la proteina de fusién n° 5. La pista 3 de la figura 19b
es para el plasmido no inducido, mientras que la pista 4 es para que el plasmido inducido exprese la proteina de fusién
n° 2. Los inmuno-borrones de la proteina de fusién n° 1 sondados con antisueros obtenidos de las segundas sangrias
de dos conejos diferentes se muestran en la figura 20. La tincién es con el segundo anticuerpo conjugado con fosfatasa
alcalina [Blake et al, Anal. Biochem. 136:175, (1984)]. Estos dos sueros inmunes tifien la proteina de fusioén de 32 kD,
mientras que los sueros preinmunes no lo hacen. La figura 21 muestra la reactividad de uno de estos sueros inmunes
con una banda de aproximadamente 200 kD de tamafio en membranas aisladas de células de carcinoma de colon T-84
que expresan el transcrito de CFTR a un elevado nivel. Esta banda esta en el intervalo de tamafios que podria esperarse
para la proteina CFTR que tiene un peso molecular predicho de 169 kD antes de las modificaciones posteriores a la
traduccion.

Sueros procedentes de conejos inmunizados con el conjugado LKH del péptido n° 2 se rastrearon de nuevo tanto
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en cuanto a péptido puro como a KILH, como se muestra en la figura 22. En esta figura, H significa hemocianina; P1,
péptido n° 1; P2, péptido n° 2. Se indican cantidades de proteina o péptido representadas en ng. Este antisuero detecta
una cantidad tan pequefia como 1 ng del péptido y no reacciona en absoluto con el péptido testigo n°® 1.

Asi, es posible desarrollar anticuerpos policlonales especificos para las dos proteinas de fusién que contienen
porciones de la proteina CFTR y péptidos que corresponden a segmentos cortos de su secuencia. De manera similar,
se puede inyectar a ratones conjugados de KLLH de los péptidos 1, 2 y 7 de la Tabla § para iniciar la produccién de
anticuerpos monoclonales contra estos segmentos de proteina CFTR. De manera similar, los anticuerpos monoclonales
se pueden desarrollar contra otros dominios de la proteina CFTR.

En cuanto a la generacion de anticuerpos policlonales, los inmunogenes para el desarrollo de anticuerpos mono-
clonales (amcs) contra la proteina CFTR son proteinas de fusién bacterianas [Smith et al, Gene 67:31 (1988)] que
contienen porciones del polipéptido CFTR o péptidos sintéticos correspondientes a los segmentos cortos (12 a 25
aminodcidos de longitud) de la secuencia. La metodologia esencial es de Kohler y Milstein [Nature 256: 495 (1975)].

Ratones Balb/c se inmunizan mediante inyeccién intraperitoneal con 500 pg de proteina de fusién pura o péptidos
sintéticos en adyuvante de Freund incompleto. Se administra una segunda inyeccion después de 14 dias, una tercera
al cabo de 21 dias y una cuarta después de 28 dias. Los animales individuales, asi inmunizados, se sacrifican, una,
dos y cuatro semanas después de la inyeccién final. Los bazos se separan, sus células se disocian, se recogen y se
fusionan con células de mieloma Sp2/0O-Agl4 de acuerdo con Gefter et al, Somatic Cell Genetics 3:231 (1977). La
mezcla de fusién se distribuye en un medio de cultivo selectivo para la propagacién de células fusionadas que se
desarrollan hasta que tengan una confluencia de aproximadamente el 25%. En este instante, los sobrenadantes del
cultivo se someten a ensayo en cuanto a la presencia de anticuerpos que reaccionan con un antigeno CFTR particular.
A continuacién, se usa luego un segundo anticuerpo anti-ratén marcado con fosfatasa alcalina para la deteccién de
anticuerpos positivos. Después, las células procedentes de pocillos de cultivo positivos se expanden en ¢l cultivo, sus
sobrenadantes se recogen para el ensayo ulterior y las células se almacenan profundamente congeladas en medio con
contenido en un agente crioprotector. Para obtener grandes cantidades de un amc, células productoras se inyectan en
el peritoneo a razén de 5 x 10° células por animal, y se obtiene el fluido ascites. La purificacién se realiza mediante
cromatografia sobre proteina G- o proteina A-agarosa de acuerdo con Ey et al, Immunochemistry 15:429 (1977).

La reactividad de estos amcs con la proteina CFTR se confirma mediante electroforesis en gel de poliacrilamida
de membranas aisladas a partir de células epiteliales en las que se expresa y mediante inmuno-transferencia [Towbin
et al, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 76: 4350 (1979)].

Ademds del uso de anticuerpos monoclonales especificos para cada uno de los diferentes dominios de la proteina
CFTR para sondar sus funciones individuales, se utilizan otros amcs que pueden distinguir entre las formas normal y
mutante de la proteina CFTR para detectar la proteina mutante en muestras de células epiteliales obtenidas de pacientes
tales como “cepillos” de la biopsia de la mucosa nasal [R. De-Lough y J. Rutland, J. Clin. Pathol. 42, 613 (1989)] o
glandulas sudorfparas que contienen muestras de la biopsia de la piel.

Anticuerpos capaces de esta distincion se obtienen mediante hibridomas de rastreo diferencial a partir de conjuntos
emparejados de ratones inmunizados con un péptido que contiene la fenilalanina en la posicién 508 del aminoécido
(por ejemplo GTIKENIIFGVSY) o un péptido que es idéntico, excepto por la ausencia de FS08 (GTIKENIIGVSY).
Amcs capaces de reconocer las otras formas mutantes de la proteina CFTR presentes en pacientes ademds de o en
lugar de la delecién F508 se obtienen utilizando estrategias de produccién de anticuerpos monoclonales similares.

Anticuerpos contra las versiones normal y CF de la proteina CFTR y de sus segmentos se utilizan en la microscopia
Optica y la microscopia inmunoelectrénica diagndsticamente inmunocitoquimica e inmunofluorescente para demostrar
la distribucién de CFTR del tejido, celular y subcelular dentro de los 6rganos de pacientes y portadores de CF e
individuos no CF.

Se utilizan anticuerpos para la modulacién terapéutica al fomentar la actividad de la proteina CFTR en pacientes
CF y en células de pacientes CEF. Modos posibles de una modulacién de este tipo podrian implicar la estimulacién
debida a la reticulacién de moléculas de proteina CFTR con anticuerpos multivalentes en analogia con la estimulacién
de algunos receptores de la membrana de la superficie celular tales como el receptor de insulina [O’Brien et al, Euro.
Mol. Biol. Organ. J. 6:4003 (1987)], el receptor del factor de crecimiento epidermal [Schreiber et al, J. Biol. Chem.
258: 846 (1983)] y moléculas asociadas al receptor de células T tal como CD4 [Veillette et al Nature, 338:257 (1989)].

Se utilizan anticuerpos para dirigir el suministro de agentes terapéuticos a las células que expresan una proteina

CFTR defectuosa en CF. Para este fin, los anticuerpos se incorporan en un vehiculo tal como un liposoma [Matthay et
al, Cancer Res. 46:4904 (1986)] que porta el agente terapéutico tal como un farmaco o el gen normal.
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TABLA 8

Fragmentos de CFTR utilizados para generar anticuerpos

Proteinas de fusiéon GST* que contienen residuos CFTR ~ Dominio de CFIR de la fig. 13

1. 204-249 TM3, Ext. 2, TMA

2. 347-698 NBF-1, 1/2 dominio R N-term.

3. 710-757 Centro del dominio R cargado neg.

4. 758-796 Segmento del dominio R cargado pos.
5. 1188-1480 Dominio cito. C-term. con NBF-2

Conjugados de KI.LH® que contienen péptidos CFTR:

1. 28-45 citopldsmico N-term.

2. 58-75 citopldsmico N-term.

3. 104-117 1°" extracelular

4. 139-153 2° citoplasmico

5. 279-294 N-term. de 3% citopldsmico

6. 500-512 NBEF-1; en torno a la delecién F508
7. 725-739 Centro cargado del dominio R

8. 933-946 5° citoplasmico

9. 1066-1084 6° citoplasmico

a. fragmentos de restriccién que codifican estos fragmentos ligados al extremo 3’ de glutation S-transferasa (GST)
de Schistosoma japonicum en el vector de expresion del plasmido pGEX segun se identifica en Smith et al,
Gene 67:31, (1988).

b. Péptidos acoplados a través de una cisteina N-terminal a la proteina portadora de hemocianina de lamprea
bocallave (KLH-keyhole limpet hemocyanin) de acuerdo con Green et al Cell 28:477 (1982). TM significa
secuencias de la transmembrana.

5.5 Andlisis de RFLP

Esta invencién proporciona un cierto nimero de beneficios que proceden directamente del descubrimiento y la
caracterizacion del gen de CF que son de aplicacion préctica inmediata. La secuencia de aminoacidos de CFIR pro-
porciona una perspectiva en la estructura y la funcion de la proteina, asi como los mecanismos moleculares en los que
CFTR participa y que son defectuosos en la fibrosis quistica. Esta informacién permite la generacién de herramientas
y conceptos adicionales en la investigacion y la terapia de esta enfermedad.

La deteccidn del portador, la diagnosis de ADN vy la deliberacion de la familia son algunas de las aplicaciones de la
invencion. El ensayo genético basado en ADN previo para CI ha estado principalmente disponible para familias con
nifios afectados y a sus parientes mds préximos. El conocimiento de las mutaciones de CF al nivel de la secuencia de
ADN permite el ensayo de cualquier individuo aleatorio; la estimacion de los autores de la invencién muestra que el
46% de los pacientes de CF sin una historia familiar previa pueden ser diagnosticados con precision mediante analisis
por ADN, y el 68% de los portadores de CF en la poblacién puede ser identificado a través de la delecién F508.

Dado que la frecuencia de portadores en la poblacién norteamericana es aproximadamente 1 de 20, es factible
rastrear a la totalidad de mujeres y/u hombres de edad progenitora, por ejemplo, en cuanto a su estado portador. La
deteccién del portador utilizando sondas especificas para la delecion F508 recogera el 70% de los portadores. Los
portadores restantes serdn detectados mediante una bateria de sondas especificas para los diversos grupos de haplotipo
identificados anteriormente.

Dado que la delecién F508 constituye aproximadamente el 70% de todas las mutaciones CF, se pueden utilizar
anélisis de RFLP suplementarios al ensayo de delecion directa en cuanto a miembros de la familia o parientes préximos
de pacientes de CF. Se espera que aproximadamente el 55% de los progenitores de CF que no porten la mutacién F508
sea informativo para el marcador de ADN JG2E1 (KM19) [Kerem et al Am. J. Hum. Genet 44:827-834 (1989);
Estivill et al, Genomics 1:257 (1987)] basado en un anélisis retrospectivo de nuestras familias de enlace a CF; un 39%
adicional serfa informativo si también se ensayaran E6 (Taq I) [Kerem et al supra] y J3.11 (Msp I) [Wainright et al
Nature (1985)]; virtualmente todos los progenitores serfan informativos si se incluyeran H2.3 (XV2(C-Taq I) [Kerem et
al, supra; Estivill et al, Nature (1987)], E2.6 (E.9) (Msp I) [sonda disponible a peticion], E4.1 (Mp6d.9) (Msp I) [sonda
disponible a peticion; Estivill et al, Am. J. Hum. Genet. (1989)], J44 (E3.1) (Xba I) [sonda disponible a peticién] y
metD (Ban I) [Spence et al, Am. J. Hum. Genet (1986), [ATCC n° 40219].
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Lautilidad de estas sondas radica en el hecho de que éstas se reconocen sitios de restriccién polimérficos. Asi, las
sondas no se definen tipicamente por su secuencia a lo largo del sitio polimérfico particular, sino mas bien se pueden
utilizar en base al conocimiento de las secuencias flanqueantes permitiendo la generacién mediante reaccién en cadena
de polimerasa (PCR) de la region en cuestion, como serfa conocido por un experto en la técnica.

Por ejemplo, la sonda E2.6 (Msp I) se define por completo por dos oligémeros flanqueantes: 5’GTGATCCAGTTT
GCTCTCCA3 y 5 GGAATCACTCTTCCTGATAT3’. El uso de esta sonda E2.6 generada por PCR para detectar un
polimorfismo en Msp I detectard dos alelos diferentes: ya sea un fragmento de 850 pb o un fragmento de 490 pb
y un fragmento de 360 pb, dependiendo de la presencia o ausencia del sitio Msp I. De modo similar, la sonda J44
(E3.1) (Xba I) esta definida por completo por dos oligébmeros flanqueantes: 5’CAATGTGATTGGTGAAACTA3Z, y
5’CTTCTCCTCCTAGACACCTGCAT?3’. El uso de esta sonda J44 (E3.1) generada por PCR para detectar un polimor-
fismo Xba I detectard dos alelos diferentes: ya sea un fragmento de 860 pb o un fragmento de 610 pb y un fragmento
de 250 pb, dependiendo de la presencia o ausencia del sitio Xba I.

Los RFLPs enlazados también se pueden utilizar en el cdlculo del riesgo para individuos que no portan la delecién
F508. En Beaudet et al Am. J. Hum. Genet 44:319-326 se ha comentado un procedimiento general de estimacién de
riesgo.

Para la diagnosis prenatal, el andlisis de la enzima intestinal de los microvellos (Brock, Lancet 2: 941 (1983)) se
puede realizar para aumentar la confianza de la diagnosis en los casos en los que la diagnosis de ADN es inconclusiva.

La diagnosis de ADN se utiliza actualmente para verificar si un feto nacerd con fibrosis quistica, pero histérica-
mente esto sélo se ha realizado después de que un grupo particular de padres haya tenido un nifio con fibrosis quistica
y los identifique como portadores obligados. Sin embargo, en combinacién con la deteccién del portador, segtin se
ha esbozado antes, serd posible la diagnosis de ADN para todos los partos de parejas portadoras. Si los progenitores
ya han tenido un nifio con fibrosis quistica, se puede realizar un anélisis del haplotipo extendido en el feto y, asi, se
reducird grandemente el porcentaje de falso positivo o falso negativo. Si los padres no han tenido ya un nifio afectado
y la diagnosis de ADN en el feto se esta llevando a cabo sobre la base de la deteccién del portador, se puede seguir
realizando un andlisis del haplotipo.

A pesar de que se ha pensado durante muchos afios que existe una gran heterogeneidad clinica en la enfermedad
fibrosis quistica, ahora surgen dos categorias generales, denominadas suficiencia pancredtica (CF-PS) e insuficiencia
pancredtica (CF-PI). Si las mutaciones relacionadas con estas categorias de enfermedad estdn bien caracterizadas, se
puede asociar una mutacion particular con un fenotipo clinico de la enfermedad. Esto permite cambios en el trata-
miento de cada paciente. Asi, la naturaleza de la mutacién permitird predecir, hasta una determinada magnitud, el
prondstico del paciente e indicar un tratamiento especifico.

6.0 Biologia molecular de la fibrosis quistica

El postulado de que CFTR puede regular la actividad de los canales de iones, particularmente el canal CI recti-
ficador hacia afuera implicado como el defecto funcional en CF, se puede someter a ensayo mediante la inyeccién
y traduccion del ARNm de longitud completa de CFTR transcrito in vitro en oocitos de Xenopus. Los cambios que
se producen en la corriente de iones a lo largo de la membrana de los oocitos se puede medir, dado que el potencial
estd establecido en un valor fijo. CFTR puede regular los canales endégenos de oocitos o puede ser necesario también
introducir ARN de la célula epitelial para dirigir la traduccion de las proteinas del canal. El uso de ARNm que codifica
CFTR normal y CFTR mutante, segiin se proporciona mediante esta invencion, hace posible estos experimentos.

Otros modos de expresion en el sistema de células heterélogo facilitan también la diseccién de las relaciones
de estructura-funcion. La secuencia completa de ADN de CFTR ligada en un vector de expresion del plasmido se
utiliza para transfectar células, de modo que se pueda verificar su influencia sobre el transporte de iones. Vectores
de expresion del plasmido que contienen parte de la secuencia de CFTR normal junto con porciones de la secuencia
modificada en sitios seleccionados se pueden utilizar en experimentos de mutagénesis in vitro realizados con el fin de
identificar esas porciones de la proteina CFTR que son cruciales para la funcion reguladora.

6.1 Expresion de la secuencia de ADN

La secuencia de ADN se puede manipular en estudios para comprender la expresion del gen y su producto y, para
conseguir la produccion de grandes cantidades de la proteina para el andlisis funcional, la produccién de anticuer-
pos y la terapia de pacientes. Los cambios en la secuencia pueden o no alterar el modelo de expresién en €rminos
de cantidades relativas, especificidad del tejido y propiedades funcionales. Las secuencias de ADNc parciales o de
longitud completa, que codifican la proteina objeto, no modificada o modificada, se pueden limitar a vectores de ex-
presion bacterianos tales como los plasmidos pRIT (Nilsson et al. EMBO J. 4:1075-1080 (1985)), pGEX (Smith y
Johnson, Gene 67: 31-40 (1988)) o pATH (Spindler et al. J. Virol. 49: 132-141 (1984)) que se pueden introducir en
células de E .coli para la produccién de las correspondientes proteinas que se pueden aislar de acuerdo con los pro-
cedimientos de purificacién de proteinas previamente comentados. La secuencia de ADN también se puede transferir
desde su contexto existente a otros vehiculos de clonacion, tales como otros plasmidos, bacteriéfagos, cosmidos, virus
animales, cromosomas artificiales de levaduras (YAC- yeast artificial chromosomes) (Burke et al. Science 236: 806-
812 (1987)), células somdticas y otros organismos simples o complejos tales como bacterias, hongos (Timberlake y
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Marshall, Science 244: 1313-1317 (1989), invertebrados, plantas (Gasser y Fraley, Science 244: 1293 (1989) y cerdos
(Pursel et al. Science 244: 1281-1288 (1989)).

Para la expresion en células de mamiferos, la secuencia de ADNc se puede ligar a promotores heterélogos tales
como el virus de simio (SV) 40, promotor en el vector pSV2 [Mulligan y Berg, Proc. Natl. Acad. Sci USA, 78: 2072-
2076 (1981)] y se pueden introducir en células tales como células de mono COS-1 [Gluzman, Cell, 23: 175-182
(1981)] para conseguir una expresion transitoria o a largo plazo. La integracion estable de la construccién del gen
quimérico puede mantenerse en c€lulas de mamifero mediante seleccion bioquimica tales como neomicina [Southern
y Berg, J. Mol. Appln. Genet. 1: 327-341 (1982)] y 4cido micofendlico [Mulligan y Berg, supral.

Las secuencias de ADN se pueden manipular con procedimientos convencionales tales como digestién con enzimas
de restriccidn, relleno con ADN polimerasa, delecion mediante exonucleasa, extension mediante desoxinucledtido
transferasa terminal, ligacién de secuencias de ADN sintético o clonado, alteracion de la secuencia dirigida al lugar
a través de un intermedio bacteriéfago de hebra sencilla o con el uso de oligonucleétidos especificos en combinacion
con PCR.

La secuencia de ADNc (o porciones derivadas de la misma) o un minigen (un ADNc con un intrén y su propio
promotor) se introduce en vectores de expresion eucaridticos mediante técnicas convencionales. Estos vectores se
disefian para permitir la transcripcion del ADNc en células eucariticas y proporcionar secuencias reguladoras que
inician y refuerzan la transcripcién del ADNc y aseguran su adecuado corte y empalme y poliadenilacién. Vectores
que contienen las regiones de promotor y reforzador del virus de simio (SV) 40 o la repeticion larga terminal (LTR-
long terminal repeat) del virus del Sarcoma de Rous y la sefial de poliadenilacién y corte y empalme procedente de
SV 40 estan facilmente disponibles [Mulligan et al Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78: 1078-2076, (1981); Gorman et
al Proc Natl. Acad. Sci USA 79: 6777-6781 (1982)]. Alternativamente, se puede utilizar el promotor endégeno de
CFTR. El nivel de expresién del ADNc se puede manipular con este tipo de vector, ya sea utilizando promotores que
tienen diferentes actividades (por ejemplo el baculovirus pAC373 puede expresar ADNcs a altos niveles en células
de S. frungiperda [M. D. Summers y G. E. Smith en, Genetically Altered Viruses and the Environment (B. Fields,
et al, compiladores) vol. 22 n° 319-328, Cold Spring Harbour Laboratory Press, Cold Spring Harbour, Nueva York,
1985] o utilizando vectores que contienen promotores sujetos a modulacién, por ejemplo el promotor que responde a
glucocorticoides procedentes del virus del tumor mamario de ratén [Lee et al, Nature 294:228 (1982)]. La expresion
del ADNCc se puede vigilar en las células receptoras 24 a 72 horas después de la introduccién (expresion transitoria).

Ademds, algunos vectores contienen marcadores seleccionables [tales como los genes bacterianos gpt [Mulligan et
Berg supra] o neo [Southern y Berg J. Mol. Appln. Genet 1: 327-341 (1982)] que permiten el aislamiento de células
mediante seleccién quimica, que tienen una expresion estable y a largo plazo de los vectores (y, por lo tanto, del
ADNCc) en la célula receptora. Los vectores se pueden mantener en las células en forma de entidades episomales y que
replican libremente utilizando elementos reguladores de virus tales como papiloma [Sarver etal Mol. Cell Biol. 1:486
(1981)] o Epstein-Barr [Sugden et al Mol. Cell Biol. 5:410 (1985)]. Alternativamente, también se pueden producir
lineas celulares que tienen integrado el vector en el ADN genémico. Estos dos tipos de lineas celulares proporcionan
el producto génico sobre una base continua. También se pueden producir lineas celulares que tienen amplificado el
numero de copias del vector (y, por lo tanto, asimismo del ADNc) para crear lineas celulares que pueden producir
altos niveles de producto génico [Alt et al. J. Biol. Chem. 253:1357 (1978)].

La transferencia de ADN en células eucariéticas, en particular humanas o de otros mamiferos es ahora una técnica
convencional. Los vectores se introducen en las células receptoras en forma de ADN puro (transfeccién), por ejemplo
por precipitacién con fosfato de calcio [Graham y vander Eb, Virology 52:466 (1973) o fosfato de estroncio [Brash
et al Mol. Cell Biol. 7 2013 (1987)], electroporacién [Neumann et al EMBO J 1:841 (1982)], lipofeccién [Felgner et
al Proc Natl. Acad. Sci USA 84:7413 (1987)], DEAE dextrano [McCuthan et al J. Natl Cancer Inst. 41:351 1968)],
microinyecciéon [Mueller et al Cell 15:579 (1978)], fusion de protoplastos [Schafner, Proc Natl. Aca. Sci USA 72:
2163] o escopetas de granulos [Klein et al, Nature 327: 70 (1987)]. Alternativamente, el ADNc se puede introducir
por infeccidn con vectores de virus. Se desarrollan sistemas que utilizan, por ejemplo, retrovirus [Bernstein et al. Ge-
netic Engineering 7: 235, (1985)], adenovirus [Ahmad et al J. Virol 57: 267 (1986)] o virus Herpes [Spaete et al Cell
30: 295 (1982)].

Estos sistemas de expresion eucaridticos se pueden utilizar para muchos estudios del gen de CF y el producto
CFTR. Estos incluyen, por ejemplo: (1) la determinacién de que el gen se expresa adecuadamente y que se han com-
pletado adecuadamente todas las modificaciones post-traduccion necesarias para una actividad biol6gica completa, (2)
identificar elementos reguladores situados en la regién 5° del gen de CF y su papel en la regulacién tisular o temporal
de la expresion del gen de CF; (3) produccion de grandes cantidades de la proteina normal para el aislamiento y la
purificacion; (4) para utilizar células que expresan la proteina CFTR en forma de un sistema de andlisis para anticuer-
pos generados contra la proteina CFTR o un sistema de andlisis para ensayar la eficacia de farmacos; (5) estudiar la
funcion de la proteina completa normal, porciones especificas de la proteina o de proteinas mutantes que aparecen en
la naturaleza o se producen artificialmente. Proteinas mutantes que se producen en la naturaleza existen en pacientes
con CF, mientras que proteina mutante producida artificialmente puede disefiarse mediante alteraciones de la secuen-
cia dirigida al lugar. Estos tltimos estudios pueden demostrar la funcién de cualquier residuo aminodcido deseado
mutando los nucleétidos que codifican ese aminoécido.

Al utilizar las técnicas anteriores, los vectores de expresién que contienen la secuencia del gen de CF o fragmentos
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de la misma se pueden introducir en células humanas, células de mamiferos procedentes de otras especies o células
de no mamiferos, segin se desee. La eleccion de la célula se determina mediante el fin del tratamiento. Por ejemplo,
se pueden utilizar células COS de mono [Gluzman, Cell 23:175 (1981)] que producen altos niveles del antigeno T
de SV40 y permiten la replicacion de vectores que contienen el origen de replicacion de SV40, para demostrar que
el vector puede expresar el producto proteinico, ya que no se requiere la funcién. Se podria realizar un tratamiento
similar con fibroblastos de ovario de hamster chino (CHO) o 3T3 de NIH de ratén o con fibroblastos o linfoblastos
humanos.

El vector de clonacién recombinante de acuerdo con esta invencién comprende entonces el ADN seleccionado de
las secuencias de ADN de esta invencion para la expresion en un huésped adecuado. E1 ADN estd operativamente
enlazado en el vector a una secuencia de control de la expresién en la molécula de ADN recombinante, de modo que
se puede expresar el polipéptido de CFTR normal. La secuencia del control de la expresion se puede seleccionar del
grupo que consiste en secuencias que controlan la expresion de genes de células procaridticas o eucaridticas y sus virus
y combinaciones de los mismos. La secuencia para el control de la expresion se puede seleccionar especificamente
del grupo que consiste en el sistema lac, el sistema trp, el sistema tac, el sistema trc, regiones de operador y promotor
principales del fago lambda, la regién control de la proteina de revestimiento fd, los promotores temprano y tardio de
SV40, promotores derivados de polioma, adenovirus, retrovirus, baculovirus y virus de simio, el promotor para la 3-
fosfoglicerato quinasa, los promotores de fosfatasa dcida de levadura, el promotor de los factores alfa-apareantes de
levaduras y sus combinaciones.

La célula huésped, que se puede transfectar con el vector de esta invencidn, se puede seleccionar del grupo que con-
siste en E. coli, Pseudomonas, Bacillus subtilis, Bacillus stearothermophilus u otros bacilos; otras bacterias; levaduras;
hongos; insectos; ratones u otros animales; o huéspedes vegetales; o células de tejidos humanos.

Se aprecia que para la secuencia de ADN mutante se emplean sistemas similares para expresar y producir el
producto mutante.

6.2 Consideraciones de la funcion proteinica

Para estudiar la funcién de la proteina CFIR es preferible utilizar células epiteliales como receptores, ya que
la expresion funcional adecuada puede requerir la presencia de otras vias o productos génicos que unicamente se
expresan en este tipo de células. Células que se pueden utilizar incluyen, por ejemplo, lineas de células del epitelio
humano tales como T84 (ATCC n° CRL 248) o PANC-1 (ATCC n° CLL 1469), o la linea de células del epitelio nasal
de CF inmortalizada T43 [Jettan et al, Science (1989)] y células de pdlipos o de las vias respiratorias nasales humanas
primarias [Yanhoskes et al. Ann. Rev. Resp. Dis. 132: 1281 (1985)] o transformadas [Scholte et al. Exp. Cell. Res. 182:
559 (1989)], células pancredticas [Harris y Coleman J. Cell. Sci. 87: 695 (1987)] o células de las gldndulas sudoriparas
[Collie et al. In Vitro 21: 597 (1985)] derivados de sujetos normales o de CF.

Las células de CF se pueden utilizar para someter a ensayo la actividad funcional de genes de CF mutantes. Andli-
sis funcionales actuales disponibles incluyen el estudio del movimiento de aniones (Cl o I) a través de las membranas
celulares en funcién de la estimulacién de las células por agentes que elevan los niveles de AMP intracelular y ac-
tivan los canales de cloruro [Stutto et al. Proc. Nat. Acad. Sci. U.S.A. 82: 6677 (1985)]. Otros anélisis incluyen la
medicién de cambios en los potenciales celulares mediante pinzamientos zonales de la membrana de células enteras
o de membranas aisladas [Frizzell et al. Sciencie 233: 558 (1986), Welsch y Liedtke Nature 322: 467 (1986)] o el
estudio de flujos de iones en laminas epiteliales de células confluentes [Widdicombe et al. Proc. Nat. Acad. Sci. 82:
6167 (1985)]. Alternativamente, el ARN preparado a partir del gen de CF podria inyectarse en oocitos de Xenopus. El
oocito traducird ARN en la proteina y permitira su estudio. Ya que se desarrollan otros andlisis mds especificos, éstos
también se pueden utilizar en el estudio de la funcién protefnica de CFTR transfectada.

Experimentos de “conmutacién del dominio” entre CFTR vy la glicoproteina P de resistencia a multiples farmacos
humana también se pueden efectuar para estudiar adicionalmente la proteina CFTR. En estos experimentos, vectores
de expresion de plasmidos se construyen mediante técnicas rutinarias a partir de fragmentos de secuencia de CFTR y
fragmentos de la secuencia de glicoproteina P ligados entre si mediante ADN ligasa, de modo que se sintetizard una
proteina que contiene las porciones respectivas de estas dos proteinas por parte de una célula huésped transfectada con
el plasmido. Este tltimo enfoque tiene la ventaja de que se pueden medir muchos pardmetros experimentales asociados
con la resistencia a multiples farmacos. Por lo tanto, ahora es posible verificar la capacidad de segmentos de CFTR de
influir en estos pardmetros.

Estos estudios de influencia de CFTR sobre el transporte de iones servird para llevar el campo del transporte
epitelial al foso molecular. Esta es la primera molécula relacionada con el transporte de células epiteliales para la que
se muestra la estructura primaria completa. El conocimiento de CFTR se puede utilizar para comprender mejor a un
nivel molecular las caracteristicas de la membrana de la célula epitelial en esta zona. Por ejemplo, las moléculas en la
proximidad més estrecha a CFTR se pueden determinar mediante experimentos de reticulacién. La hipétesis de que
el papel de CFTR consiste en regular los canales de iones predirfa que estos canales caerfan necesariamente en esa
categoria. Los grandes bancos de ADNc de alta calidad, construidos para la clonacién de ADNcs de CFTR, también
seran utiles para la clonacion molecular de ADNcs para polipéptidos que constituyen otros sistemas de transporte de
iones epiteliales, incluidos otros canales asi como sistemas de co-transporte, contra-transporte y transporte activo.
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6.3 Terapias

Se entiende que el objetivo principal de los diversos estudios bioquimicos utilizando las composiciones de esta
invencion es el desarrollo de terapias para evitar o solucionar el defecto de CF, utilizando tanto los enfoques farmaco-
16gicos como de “terapia génica”.

En el enfoque farmacolégico, se buscan farmacos que eviten o superen el defecto de CF. Inicialmente, los com-
puestos se pueden someter a ensayo esencialmente al azar y se requieren sistemas de rastreo para discriminar entre
muchos compuestos candidato. Esta invencion proporciona sistemas de células huésped, que expresan varios de los
genes de CF mutantes, que son particularmente bien adecuados para el uso como sistemas de rastreo de primer nivel.
Preferiblemente, en el procedimiento de rastreo se utiliza un sistema de cultivo celular que utiliza células de mamifero
(lo mas preferiblemente células humanas) transfectadas con un vector de expresién que comprende una secuencia de
ADN que codifica una protefna CFTR que contiene una mutacién generadora de CF, por ejemplo la delecién F508.
Farmacos candidatos se someten a ensayo incubando las células en presencia del farmaco candidato y midiendo las
funciones celulares dependientes de CFTR, especialmente midiendo corrientes de iones en las que el potencial de la
transmembrana se establece a un valor fijo. Sin embargo, para alojar un gran mimero de andlisis, andlisis mds con-
venientes se basan, por ejemplo, en el uso de colorantes fluorescentes sensibles a iones. Para detectar cambios en la
concentracién del ion CI7, son ttiles SPQ o sus andlogos.

Alternativamente, se podria utilizar un sistema exento de células. CFTR purificada podria reconstituirse en mem-
branas artificiales y los farmacos podrian rastrearse en un andlisis exento de células [Al-Aqwatt, Science (1989)].

Al segundo nivel, se requiere el ensayo con animales. Es posible desarrollar un modelo de CF interfiriendo con
la expresion formal de la parte antagonista del gen de CF en un animal tal como el ratén. El “noqueo” de este gen
al introducir una forma mutante del mismo en la linea germinal de animales proporcionard una raza de animales con
sindromes similares a CF. Esto permite el ensayo de farmacos que mostraron una expectativa en el rastreo basado en
células del primer nivel.

Dado que se adquiere un conocimiento adicional sobre la naturaleza de la proteina y su funcién, serd posible
predecir estructuras de proteinas o de otros compuestos que interactiien con la proteina CFTR. Esto, a su vez, permitira
realizar determinadas predicciones sobre farmacos potenciales que interactuardn con esta proteina y que tienen un
cierto efecto sobre el tratamiento de los pacientes. En tltima instancia, farmacos de este tipo pueden ser disefiados
y sintetizados quimicamente sobre la base de estructuras que se predice se requieren para interactuar con dominios
de CFTR. Este enfoque se revisa en Capsey y Delvatte, Genetically Engineered Human Therapeutic Drugs Stockton
Press, Nueva York, 1988. Estos farmacos potenciales también deben ser ensayados en el sistema de rastreo.

6.3.1 Terapia de reemplazamiento de proteinas

El tratamiento de CF se puede realizar reemplazando la proteina defectuosa por una proteina normal, o modulando
la funcién de la proteina defectuosa o modificando otra etapa en la via en la que participa CFTR con el fin de corregir
la anormalidad fisioldgica.

Con el fin de poder reemplazar la proteina defectuosa por la versiéon normal, se ha de disponer de cantidades
razonablemente grandes de proteina CFTR pura. La proteina pura se puede obtener segtin se describe anteriormente
a partir de sistemas de células cultivadas. El suministro de la proteina al tejido de las vias respiratorias afectado
requerird su empaquetamiento en vesiculas con contenido en lipidos que facilitan la incorporacion de la proteina
en la membrana celular. También puede ser factible utilizar vehiculos que incorporen protefnas tales como proteina
tensioactiva, tal como SAP(Val) o SAP(Phe) que efectiien esta funcién de modo natural, al menos para las células
alveolares de los pulmones. (Solicitud de patente PCT WQO/8803170, Whitsett et al, 7 de mayo de 1988 y solicitud de
patente PCT WO 89/04327, Benson et al, 18 de mayo de 1989). Las vesiculas con contenido en CFTR se introducen
en las vias respiratorias por inhalacién o irrigacion, cnicas que actualmente se utilizan en el tratamiento de CF (Boat
et al, supra).

6.3.2 Terapia con fdarmacos

La modulacién de la funcién de CFTR se puede conseguir mediante el uso de agentes terapéuticos (farmacos).

Estos se pueden identificar mediante enfoques aleatorios utilizando un programa de rastreo en el que se vigile in vitro
su eficacia en modular la proteina CFTR defectuosa. Los programas de rastreo pueden utilizar sistemas de células
cultivadas en los que se expresa la proteina CFTR defectuosa. Alternativamente, se pueden disefiar fadrmacos para
modular la actividad de CFTR conociendo las correlaciones de estructura y funcién de la proteina CFTR y conociendo
el defecto especifico en las diversas proteinas mutantes CFTR (Capsey y Delvatte, supra). Es posible que cada proteina
CFTR mutante requiera un farmaco diferente para la modulacion especifica. Serd entonces necesario identificar la o
las mutaciones especificas en cada paciente de CF antes de iniciar la terapia con el farmaco.

Los farmacos se pueden disefiar para interactuar con diferentes aspectos de estructura o funcién de la proteina

CFTR. Por ejemplo, un farmaco (o anticuerpo) puede unirse a un pliegue estructural de la proteina para corregir una
estructura defectuosa. Alternativamente, un farmaco podria unirse a un residuo funcional especifico y aumentar su
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afinidad por un sustrato o cofactor. Dado que se conoce que miembros de la clase de proteinas con las que CFTR tiene
una homologia estructural pueden interactuar con, unirse a y transportar una diversidad de farmacos, es razonable
esperar que terapias relacionadas con el formaco puedan ser eficaces en el tratamiento de CF.

Un tercer mecanismo para reforzar la actividad de un farmaco eficaz seria modular la produccion o la estabilidad
de CFTR en el interior de la célula. Este aumento en la cantidad de CFTR podria compensar su funcién defectuosa.

La terapia con farmacos también se puede utilizar para compensar la funcién defectuosa de CFTR mediante in-
teracciones con otros componentes de la via fisiolgica o bioquimica necesarios para la expresion de la funcién de
CFTR. Estas interacciones pueden conducir a incrementos o disminuciones en la actividad de estas proteinas auxilia-
res. LLos métodos para la identificacién de estos farmacos serian similares a los descritos anteriormente para fAirmacos
relacionados con CFTR.

En otros transtornos genéticos, ha sido posible corregir las consecuencias de funciones alteradas o normales ca-
rentes mediante el uso de modificaciones en la dieta. Esto ha adoptado la forma de separacién de metabolitos, como
es el caso de la fenilcetonuria, en la que la fenilalanina se elimina de la dieta en los primeros cinco afios de vida para
prevenir un retardo mental, o mediante la adicion de grandes cantidades de metabolitos a la dieta, como es el caso de la
deficiencia de adenosina desaminasa, en la que la correccidn funcional de la actividad de la enzima se puede producir
mediante la adicién de enzima a la dieta. Asi, una vez que se han elucidado los detalles de la funcién de CFTR y se ha
definido el defecto basico en CF, la terapia se puede lograr mediante manipulaciones en la dieta.

El segundo enfoque terapéutico potencial es la denominada “terapia génica” en la que copias normales del gen de
CF se introducen en pacientes con el fin de codificar con éxito la proteina normal en las células epiteliales claves de
tejidos afectados. Lo mds crucial es intentar lograr esto con las células epiteliales de las vias respiratorias del tracto
respiratorio. El gen de CF se suministra a estas células en una forma en la que puede ser absorbido y codificar proteina
suficiente para proporcionar una funcién reguladora. Como resultado, la calidad y tiempo de vida del paciente se
verdn grandemente ampliados. En ultima instancia, naturalmente, el objetivo es suministrar el gen a todos los tejidos
afectados.

6.3.3 Terapia génica

Un enfoque para la terapia de CF es insertar una versién normal del gen de CF en el epitelio de las vias respiratorias
de pacientes afectados. Es importante sefialar que el sistema respiratorio es la causa primaria de morbidez y mortalidad
en CF; mientras que la enfermedad pancredtica es un rasgo principal, éste es tratado actualmente relativamente bien
con una suplementacién enzimdtica. Asi, la terapia génica con células somaéticas [para una revision, véase T. Fried-
mann, Science 244: 1275 (1989)] dirigida a las vias respiratorias aliviaria los problemas mas graves asociados con
la CF.

A. Vectores retrovirales. Los retrovirus han sido considerados el vector preferido para experimentos en la terapia
génica somadtica, con una elevada eficacia de infeccién e integracién y expresion estables [Orkin et al Prog. Med. Ge-
net 7: 130 (1988)]. Un inconveniente posible es que es necesaria la division celular para la integracion retroviral, de
modo que puede ser que las células objetivadas en las vias respiratorias tengan que ser empujadas en el ciclo celular
antes de la infeccion retroviral, quizas por medios quimicos. E1 ADNc del gen de CF de longitud completa se puede
clonar en un vector retroviral e impulsar desde su promotor endégeno o a partir de la LRT (long terminal repeat -
repeticion terminal larga) retroviral. Seria de esperar que la expresion de niveles de la proteina normal tan bajo como
10% de la proteina mutante enddgena en pacientes de CF fuese beneficiosa, ya que ésta es una enfermedad recesiva.
El suministro del virus puede conseguirse mediante aerosol o instilacion en la traquea.

B. Otros vectores virales. Otros sistemas de suministro que se pueden utilizar incluyen un virus asociado a adeno
[AAV, McLaughlin et al, J. Virol 62: 1963 (1988)], virus de la vacuna [Moss et al Annu. Rev. Immunol, 5: 305,
1987)], papilomavirus bovino [Rasmussen et al, Methods Enzymol 139: 642 (1987)] o un miembro del grupo de los
virus herpes tales como el virus Epstein-Barr (Margolskee et al Mol. Cell. Biol 8:2937 (1988)]. A pesar de que se
necesitarfa aprender mucho sobre su biologia bésica, es posible la idea de utilizar un vector viral con un tropismo
natural para las vias respiratorias (por ejemplo virus sincitial respiratorio, ecovirus, virus Coxsackie, etc.).

C. Transferencia génica no viral. También pueden ser productivos otros métodos de insertar el gen de CF en el
epitelio respiratorio; muchos de estos son métodos de menor eficacia y requeririan en potencia una infeccién in vitro,
una seleccion de los transfectantes y una reimplantacion. Esto incluiria fosfato de calcio, DEAE dextrano, electro-
poracién y fusion de protoplastos. Una idea particularmente atractiva es el uso de liposomas, que podria ser posible
llevar a cabo in vivo [Ostro, Liposomes, Marcel-Dekker, 1987]. Lipidos catiénicos sintéticos tales como DOTMA
[Felger et al Proc. Natl. Acad. Sci USA (4:7413 (1987)] pueden aumentar la eficacia y facilidad de llevar a cabo este
enfoque.

6.4 Modelos en animales para CF

La creacién de un modelo con ratén u otro animal para CF serd crucial para comprender la enfermedad y para
ensayar posibles terapias (para una revisién general de la creacién de los modelos con animales, véase Erickson, Am.
J. Hum. Genet 43:582 (1988)]. Actualmente, no existe ningiin modelo de animal de la CF. L.a conservacion evolutiva
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del gen de CF (segin se demuestra mediante los borrones de hibridacién de especies cruzadas para E4.3 y H1.6),
como se muestra en la Figura 4, indica que existe un gen ort6logo en el ratén (designado de aqui en adelante mCE, y
su correspondiente proteina mCFTR) y serd posible clonarlo en bancos genémicos y de ADNc de ratén utilizando las
sondas del gen de CF humano. Se espera que la generacion de una mutacion especifica en el gen de ratén andloga a
la mutacién F508 serd la mds 6ptima para reproducir el fenotipo, a pesar de que una inactivacién completa del gen de
mCFTR también serd un mutante 1til de generar.

A. Mutagénesis. La inactivacion del gen de mCF se puede conseguir por mutagénesis quimica [por ejemplo John-
son et al Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78: 3138 (1981)] o de rayos X [Popp et al J. Mol. Biol. 127:141 (1979)] de
gametos de ratdn, seguido de fertilizacion. El brote heterozigético de la inactivacion de mCFTR se puede luego iden-
tificar mediante transferencia Southern para demostrar la pérdida de un alelo mediante dosificacién, o incapacidad
de heredar un alelo parental si se esta verificando un marcador de RFLP. Este enfoque ha sido utilizado previamente
con éxito para identificar mutantes de ratén para una a-globina [Whitney et al Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77: 1087
(1980)], fenilalanina hidroxilasa [McDonald et al Pediatr. Res 23:63 (1988)] y anhidrasa carbdnica II [Lewis et al
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:1962, (1988)].

B. Transgénicos. Una versién normal o mutante de CFTR o mCFTR se puede insertar en la linea germinal de ratén
utilizando ahora técnicas convencionales de la inyeccion de oocitos [Camper, Trends in Genetics (1988)]; alternativa-
mente, si es deseable inactivar o reemplazar el gen de mCF endégeno, se puede aplicar el sistema de recombinacién
homologo utilizando células germinales embrionarias (ES- embryonic stem) [Capecchi, Science, 244: 1288 (1989)].

1. Inyeccidn de oocitos. La colocacion de una o mas copias del gen de mCF normal o mutante en un lugar aleatorio
en la linea germinal del ratén se puede conseguir mediante microinyeccion del pronticleo de un oocito de ratén recien
fertilizado, seguido de la reimplantacién en una madre adoptiva pseudo-prefiada. A continuacion, los ratones nacidos se
pueden rastrear en cuanto a integrantes utilizando el andlisis del ADN de la cola en cuanto a la presencia de secuencias
de genes de CF humanos. Este mismo protocolo se puede utilizar para insertar un gen de mCF mutante. Para generar
un modelo de ratén, se desearia colocar este transgen en un fondo de ratén en el que el gen de mCF end6geno ha sido
inactivado, ya sea por mutagénesis (véase antes) o por recombinaciéon homdloga (véase a continuacién). El transgen
puede ser: a) una secuencia genoémica completa, aunque el tamaiio de ésta (aproximadamente 250 kb) requeriria que
fuese inyectado en forma de un cromosoma o un fragmento de cromosoma artificial de levadura; b) un ADNc con
el promotor natural o un promotor heterélogo; ¢) un “minigen” que contenga la totalidad de la regién codificante y
diversos otros elementos tales como intrones, promotor y elementos flanqueantes 3’ que se sabe son necesarios para
una expresion éptima.

2. Infeccion retroviral de embriones tempranos. Esta alternativa implica insertar el gen de CFTR o mCF en un vec-
tor retroviral e infectar directamente embriones de ratén en estadios de desarrollo tempranos generando una quimera
[Soriano et al Cell 46:19 (1986)]. Al menos algunos de estos conducirdn a una transmision de la linea germinal.

3. Células ES y recombinacién homdloga. Fl enfoque de la célula germinal embrionaria (Capecchi, supra y Ca-
pecchi, Trends Genet 5:70 (1989)] permite la posibilidad de efectuar una transferencia de genes y luego rastrear las
células omnipotentes resultantes para identificar los raros sucesos de recombinacion homéloga. Una vez identificados,
estos sucesos se pueden utilizar para generar quimeras mediante la inyeccidn de blastocitos de ratén, y una proporcion
de los ratones resultantes mostrard una transmisién de la linea germinal desde la linea recombinante. Existen varias
maneras de que esto sea util en la generacién de un modelo de ratén para CF:

a) La inactivacién del gen de mCF se puede conseguir convenientemente disefiando un fragmento de ADN que
contenga secuencias procedentes de un exén de mCFTR que flanquea un marcador seleccionable tal como neo. La
recombinacién homoéloga conducird a la insercién de las secuencias neo en el centro de un exén, inactivando mCFTR.
Los sucesos de recombinacién homéloga (por normal general, aproximadamente 1 de 1000) se pueden reconocer por
los sucesos heterdlogos mediante andlisis de ADN de clones individuales [habitualmente utilizando PCR, Kim et al
Nucleic Acids Res. 16:8887 (1988), Joyner et al Nature 338:153 (1989); Zimmer et al supra, pag. 150] o utilizando
una seleccion negativa contra los sucesos heterélogos [tal como el uso de un gen TK de HSV en el extremo de la
construccidn, seguido de la seleccién de ganciclovir, Mansour et al, Nature, 336: 348 (1988)]. Este raton mCFTR
inactivado se puede utilizar luego para introducir un gen de CF mutante o un gen de mCF que contiene la anormalidad
F508 o cualquier otra mutacién deseada.

b) Es posible que se puedan crear en una etapa mutantes especificos de mCEFTR. Por ejemplo, se puede preparar
una construccién que contenga 9 secuencias del intrén de mCF en el extremo 5°, un gen neo seleccionable en el
centro e intro 9 + ex6n 10 (que contiene la versién de ratén de la mutacién F508) en el extremo 3’. Un suceso de
recombinacién homéloga conduciria a la insercién del gen neo en el intrén 9 y la sustitucién del exén 10 por la versién
mutante.

¢) Si la presencia del marcador neo seleccionable en el intrén alteré la expresion del gen de mCF, serfa posible
escindirlo en una segunda etapa de recombinacién homdéloga.

d) También es posible crear mutaciones en la linea germinal de ratén inyectando oligonucledtidos que contienen
la mutacién de interés y rastreando las células resultantes por PCR.
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Esta realizacion de la invencién ha considerado principalmente un modelo de ratén para la fibrosis quistica. La
figura 4 muestra una hibridacién entre especies no s6lo a ADN de ratén, sino también a ADN bovino, de hAmster y de
pollo. Asi, se contempla que también existirdn en muchas otras especies un gen ortélogo. Asi, se contempla que serd
posible generar otros modelos con animales utilizando una tecnologia similar.
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REIVINDICACIONES

1. Una molécula de ADN purificada que comprende un gen de fibrosis quistica, comprendiendo dicho gen una
secuencia de ADN seleccionada del grupo que consiste en:

(a) secuencias de ADN que corresponden a la secuencia de ADN de la figura 1 desde la posicion 1 a la posicién
1480 del residuo aminoécido o una forma polimérfica de dicha secuencia de ADN en la que la sustitucién de
nucledtidos de dicha secuencia de ADN no afecta a la funcidn esencial del polipéptido codificado con ello;

(b) secuencias de ADN que codifican un polipéptido regulador de la conductancia de la transmembrana de fibrosis
quistica (CFTR) normal que tiene la secuencia de acuerdo con la figura 1 desde la posicion 1 a la posicion
1480 de un residuo aminodcido o una forma polimérfica de dicho polipéptido, en el que la sustitucién de
aminoécidos en las regiones variables de dicho polipéptido con la secuencia de acuerdo con la figura 1 no afecta
al funcionamiento esencial de la misma o su perfil hidropatico o estructura secundaria o terciaria;

(c) secuencias de ADN que corresponden a un fragmento de la secuencia de ADN de la figura 1 que incluyen al
menos 16 nucledtidos secuenciales entre las posiciones 134 y 4573 de la secuencia de nucleétidos y que pueden
rastrear y detectar la presencia de un gen o producto génico de la fibrosis quistica normal o defectuoso;

(d) secuencias de ADN que comprenden al menos 16 nucleétidos y que codifican un fragmento de la secuencia de
aminodcidos de la figura 1 que pueden rastrear y detectar la presencia de un gen o producto génico de la fibrosis
quistica normal o defectuoso; y

(e) secuencias de ADN que codifican un epitopo codificado por al menos 18 nucleétidos secuenciales en la secuen-
cia de ADN de la figura 1 entre las posiciones 1 y 1480 del residuo aminodcido.

2. Una molécula de ADN purificada de (a), (b) o (c) segtin la reivindicacién 1, que contiene, ademads, al menos una
mutacién en la secuencia de ADN que, si se expresa en células del cuerpo humano, se asocia con la funcién celular
alterada que se correlaciona con la fibrosis quistica, en donde dicha mutacién incluye una delecién de tres nucle6tidos
que codifican fenilalanina en la posicion 508 del residuo aminoacido.

3. Una sonda de 4cido nucleico purificado que comprende una secuencia de nucleétidos de ADN o ARN que
corresponde a la secuencia de acuerdo con las caracteristicas (c), (d) o (¢) segin la reivindicacion 1 o 2.

4. Una sonda de 4cido nucleico segiin la reivindicacion 3, en donde dicha secuencia comprende AAA GAA AAT
ATC ATC TTT GGT GTT, y su complemento.

5. Un vector de clonacién recombinante que comprende una molécula de ADN de acuerdo con la reivindicacion 1
o2.

6. Un huésped no humano, transformado con el vector de acuerdo con la reivindicacion 5.

7. Un método para producir un polipéptido regulador de la conductancia de la transmembrana de la fibrosis quistica
(CFTR) normal o mutante, que comprende las etapas de:

(a) cultivar una célula huésped transfectada con el vector de la reivindicacién 5 en un medio y en condiciones
favorables para la expresion de un polipéptido CFTR normal o mutante; y

(b) aislar el polipéptido CFTR normal o mutante expresado.

8. Una molécula de ADN purificada que comprende una secuencia de ADN que codifica un polipéptido regulador
de la conductancia de la transmembrana de la fibrosis quistica (CFTR) mutante que tiene la secuencia de acuerdo con
la figura 1 para las posiciones 1 a 1480 del residuo aminodcido, o una forma polimérfica de dicho polipéptido en la que
la sustitucién del aminodcido en las regiones variables de dicho polipéptido con la secuencia de acuerdo con la figura
1 no afecta a su funcionamiento esencial, o su perfil hidropéatico o estructura secundaria o terciaria, caracterizado
ademds por una delecion de tres nucledtidos que codifican fenilalanina en la posicidon 508 del residuo aminoécido.

9. Un polipéptido regulador de la conductancia de la transmembrana de la fibrosis quistica (CFTR) purificado,
caracterizado por tener un peso molecular del péptido de aproximadamente 170.000 dalton, seleccionado del grupo
que consiste en:

(a) un polipéptido CFTR normal que tiene actividad que afecta a la conductancia de iones de la transmembrana de
la célula y que tiene la secuencia de acuerdo con la figura 1 para las posiciones 1 a 1480 del aminodcido o una
forma polimérfica de dicho polipéptido CFTR normal, en que la sustitucién del aminoécido en las regiones va-
riables de dicho polipéptido con la secuencia de acuerdo con la figura 1 no afecta a su funcionamiento esencial,
o su perfil hidropético o estructura secundaria o terciaria; y
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(b) un polipéptido CFTR mutante que tiene actividad de fibrosis quistica en células humanas y que tiene la secuencia
de acuerdo con la figura 1 para las posiciones 1 a 1480 del aminoécido, excepto por la delecién de fenilalanina
en la posicién 508 del residuo aminoécido.

10. Un polipéptido codificado por la expresion de una secuencia de ADN de acuerdo con la reivindicacién 1 o 2,
exhibiendo dicho polipéptido la actividad inmunolégica de polipéptido regulador de la conductancia de la transmem-
brana de la fibrosis quistica (CFTR) normal o mutante.

11. Un procedimiento para aislar la proteina CFTR normal o mutante de acuerdo con la reivindicacién 10 a partir
de células que contienen dicha proteina, que comprende las etapas de:

(a) solubilizar la proteina de una membrana celular seleccionada en la que se expresa dicha proteina CFTR normal
o mutante, para proporcionar una solucién de dicha proteina CFTR;

(b) separar dicha proteina CFTR de dicha solucién poniendo en contacto dicha solucién con anticuerpos contra
dicha proteina CFTR normal o mutante, estando dichos anticuerpos inmovilizados sobre un sustrato,

(c) aclarar dicho sustrato para separar proteina no adherida a dichos anticuerpos;
(d) liberar dicha proteina CFTR de dichos anticuerpos para aislar con ello dicha proteina CFTR, y
(e) purificar dicha proteina CFTR para separar cualquier otra proteina de mamifero remanente.

12. Un método de rastrear a un sujeto para determinar si dicho sujeto es un portador de fibrosis quistica (CF) o un
paciente de CF, método que comprende:

proporcionar un ensayo para detectar en una muestra bioldgica a rastrear la presencia de al menos un miembro
procedente del grupo que consiste en un gen de CF normal, productos génicos de CF normal, un gen de CF
mutante, productos génicos de CF mutantes y sus mezclas, un polipéptido CFTR normal con una actividad que
afecta a la conductancia de iones en la trans-membrana de la célula y que tiene la secuencia de acuerdo con la
figura 1 para las posiciones 1 a 480 del aminoécido o una forma polimérfica de dicho polipéptido CFTR normal
en que la sustitucién de aminodcidos en las regiones variables de dicho polipéptido con la secuencia de acuerdo
con la figura 1 no afecta a su funcionamiento esencial, o su perfil hidropatico o estructura secundaria o terciaria,
un polipéptido CFTR mutante con actividad de fibrosis quistica en células humanas y que tiene la secuencia de
acuerdo con la figura 1 para las posiciones 1 a 1480 de aminodcidos excepto la delecién de fenilalanina en la
posicién 508 del residuo aminodcido, en donde el ensayo es

(1) un ensayo que implica hibridacién, o
(i1) un ensayo inmunolégico,

y/o se consigue utilizando una o mds hibridaciones que utilizan oligonucleétidos especificos, secuenciacion de
ADN directa, enzimas de restriccion, discriminacion sobre la base de la movilidad electroforética en geles con
agente desnaturalizante, proteccion de RNasa, escisién quimica o el proceso de deteccién mediado por ligasa.

13. Un método de acuerdo con la reivindicacion 12, en el que el ensayo es un ensayo que implica hibridacién y la
muestra bioldgica incluye al menos parte del genoma del sujeto.

14. Un método de acuerdo con la reivindicacién 13, en el que el ensayo comprende, ademads, una sonda de nucleo-
tido marcada de acuerdo con la reivindicacién 3.

15. Un método de acuerdo con la reivindicacion 14, en el que dicha sonda comprende la secuencia de nucleétidos
de la reivindicacién 4.

16. Un método de acuerdo con la reivindicacion 12, en el que el ensayo es un ensayo inmunolégico y la muestra
biol6gica incluye un polipéptido regulador de la conductancia de la transmembrana de la fibrosis quistica (CFTR)
normal del sujeto y/o un polipéptido CFTR mutante del sujeto: teniendo dicho polipéptido CFTR normal la secuencia
de acuerdo con la figura 1 para las posiciones 1 a 1480 del aminodcido o una forma polimérfica de dicho polipéptido
en la que la sustitucién del aminodcido en las regiones variables de dicho polipéptido con la secuencia de acuerdo con
la figura 1 no afecta a su funcionamiento esencial, o su perfil hidropatico o estructura secundaria o terciaria; y teniendo
dicho polipéptido CFTR mutante la secuencia de acuerdo con la figura 1 para las posiciones 1 a 1480 del aminoécido,
excepto la delecién de fenilalanina en la posicion 508 del residuo aminoécido.

17. Un método de acuerdo con la reivindicacion 16, en el que el ensayo incluye, ademds, un anticuerpo especifico
para un polipéptido CFTR normal.

18. Un método de acuerdo con la reivindicacién 16, en el que el ensayo incluye, ademds, un anticuerpo especifico
para un polipéptido CFTR mutante.
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19. Un método de acuerdo con la reivindicacién 17 o 18, en el que el anticuerpo es al menos un anticuerpo
monoclonal.

20. Un método de acuerdo con la reivindicacion 12, en el que sujeto es un feto humano en el ttero.

21. Un método de acuerdo con la reivindicacion 14 o 15, en el que el andlisis incluye, ademads, al menos una sonda
de nucledtido adicional de acuerdo con la reivindicacién 3, con la condicién de que cada sonda de nucledtido en dicho
analisis sea diferente.

22. Un procedimiento para rastrear un portador o paciente de fibrosis quistica (CF) potencial para identificar la
presencia de una mutacién de la fibrosis quistica identificada en el gen de CF que codifica un polipéptido regulador
de la conductancia en la transmembrana de la fibrosis quistica (CFTR) que tiene la secuencia de acuerdo con la figura
1 desde la posicién 1 a la posicion 1480 del aminodcido o una forma polimérfica de dicho polipéptido, en cuya
sustitucién de aminoécido en las regiones variables de dicho polipéptido con la secuencia de acuerdo con la figura 1
no afecta a su funcionamiento esencial, o su perfil hidropdtico o estructura secundaria o terciaria, incluyendo dicho
procedimiento las etapas de:

(a) hibridar una sonda de ADN de acuerdo con la reivindicacién 3 sobre ADN genémico aislado procedente de
dicho portador de CF potencial o dicho paciente potencial, abarcando dicha sonda de ADN dicha mutacién de
fibrosis quistica en dicho gen de CF, en donde dicha sonda de ADN es capaz de detectar dicha mutacién de la
fibrosis quistica; y

(b) tratar dicho ADN gendmico para determinar la presencia de dicha sonda de ADN 'y, con ello, indicar, de acuerdo
con una manera predeterminada de hibridacidn, la presencia o ausencia de dicha mutacién de fibrosis quistica.

23. Un procedimiento para detectar portadores o pacientes de fibrosis quistica, en donde dicho procedimiento
consiste en poner en contacto un gen de CF del paciente o portador con una endonucleasa de restriccion, determinar
la presencia o ausencia de un sitio de endonucleasa de restriccién en el gen de CF y comparar el modelo de los
sitios de endonucleasa de restriccion en el gen de CF con un gen de CF normal que corresponde a la secuencia de
nucledtidos que codifica el polipéptido entre el residuo aminodcido en la posicion 1y 1480 de la figura 1, la presencia
de sitios adicionales al gen de CF normal o la ausencia de sitios en el gen de CF normal indicativos de un gen de CF
mutante.

24. Un procedimiento para detectar portadores de fibrosis quistica, en donde dicho procedimiento consiste en de-
terminar una movilidad diferencial de productos de PCR heteroduplex en geles de poliacrilamida como resultado de
inserciones o deleciones en el gen de la fibrosis quistica (CF) mutante comparado con el gen de CF normal correspon-
diente a la secuencia de nucleétidos que codifica el polipéptido entre el residuo aminodcido en la posicién 1y 1480 de
la figura 1.

25. Un estuche para someter a ensayo, mediante inmunoensayo, la presencia de un gen de fibrosis quistica (CF)
normal correspondiente a la secuencia de nucledtidos que codifica al polipéptido entre el residuo aminodcido en la
posicién 1y 1480 de la figura 1 o un gen de CF mutante que tiene al menos una delecion de tres pares de bases
en el gen de CF normal, delecién que da como resultado la delecién de una fenilalanina procedente de un residuo
aminodcido de la posicién 508 de la figura 1, que comprende:

(a) un anticuerpo que se une especificamente a un producto génico del gen de CF normal o el gen de CF mutante
de acuerdo con la reivindicacién 9;

(b) medios de reactivos para detectar la unién del anticuerpo al producto génico; y

(c) estando los medios de anticuerpo y reactivos cada uno presentes en cantidades eficaces para llevar a cabo el
inmunoensayo.

26. Un estuche para someter a ensayo la presencia de un gen de fibrosis quistica (CF) normal correspondiente a la
secuencia de nucledtidos que codifica el polipéptido entre el residuo aminoécido en la posicién 1y 1480 de la figura 1
o un gen de CF mutante que tiene al menos una delecién de tres pares de bases en el gen de CF normal, delecién que
da como resultado la delecion de una fenilalanina procedente del residuo aminoécido en la posicion 508 de la figura
1, mediante hibridacién, que comprende:

(a) unasonda de oligonucledtido de acuerdo con la reivindicacién 3 que se une especificamente al gen de CF normal
o al gen de CF mutante;

(b) medios de reactivos para detectar la hibridacién de la sonda de oligonucleétido al gen de CF normal o al gen de
CF mutante; y

(c) estando presentes cada uno de los medios de sonda y reactivos en cantidades eficaces para llevar a cabo el
ensayo de hibridacion.
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27. Un anticuerpo regulador de la conductancia en la transmembrana anti-fibrosis quistica (CFTR), policlonal o
monoclonal, inmunolégicamente activo, especifico para un polipéptido CFTR de acuerdo con la reivindicacién 9.

28. Un hibridoma que produce un anticuerpo monoclonal especifico para un polipéptido regulador de la conduc-
tancia en la transmembrana de la fibrosis quistica (CFTR) de acuerdo con la reivindicacion 9.

29. Una composicién para el tratamiento de la fibrosis quistica en un paciente que comprende una cantidad te-
rapéuticamente eficaz de una proteina de acuerdo con los rasgos (a) de la reivindicacién 9, en combinacién con un
vehiculo farmacéuticamente aceptable.

30. Una composicién de acuerdo con la reivindicacién 29, en donde dicho vehiculo incluye una proteina tensioac-
tiva de los pulmones para facilitar la aplicacion de dicha composicion a células epiteliales respiratorias.

31. Una composicion para la terapia génica de la fibrosis quistica, que comprende una molécula de ADN de acuerdo
con la reivindicacién 1 y un vehiculo para suministrar dicha molécula de ADN a una célula de un paciente de fibrosis
quistica.

32. Una composicién de acuerdo con la reivindicacién 31, en donde dicho vehiculo es un vector recombinante.

33. Un animal no humano que comprende un sistema de células heterélogo que comprende un vector de clonacién
recombinante de acuerdo con la reivindicacion 5, vector que induce sintomas de fibrosis quistica en dicho animal.

34. Un ratén transgénico que exhibe sintomas de fibrosis quistica, que se puede obtener mediante las etapas que
comprenden introducir un gen de fibrosis quistica de acuerdo con la reivindicacién 2 que codifica una proteina re-
guladora de la conductancia en la transmembrana de la fibrosis quistica mutante que incluye al menos una delecién
de fenilalanina en la posicion correspondiente a 508 en la figura 1 en un oocito de ratén, o un embrién de ratén; vy,
opcionalmente, inactivar el gen de la fibrosis quistica de ratén endégeno.

NOTA INFORMATIVA: Conforme a la reserva del art. 167.2 del Convenio de Patentes Furopeas (CPE) y a la
Disposicién Transitoria del RD 2424/1986, de 10 de octubre, relativo a la aplicacion del
Convenio de Patente Europea, las patentes europeas que designen a Espaiia y solicitadas
antes del 7-10-1992, no produciran ningun efecto en Espafia en la medida en que confieran
proteccion a productos quimicos y farmacéuticos como tales.

Esta informacién no prejuzga que la patente esté o no incluida en la mencionada reserva.
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FIG.1 (cont.)
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FIG.1 (cont.)
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FIG.1. (cont.)
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FIG.16.
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FIG.16. (cont.)
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